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RESUMEN

Durante el inicio transcripcional en bacterias, la regulacién dependiente de o™ requiere de
la hidrélisis de ATP que es catalizada por proteinas activadoras dependientes de enhancer
(EBPs). Estos activadores transcripcionales se han identificado en una gran variedad de
especies bacterianas y presentan una estructura caracteristica con tres dominios
funcionalmente independientes, donde el dominio central es el mads conservado y contiene
los requerimientos necesarios para la activacion transcripcional. Este dominio alberga una
region llamada C3 que ha sido considerada critica para la interaccién con o™. Se ha
observado que TyrR de E. coli no presenta completa esta region, por lo tanto ha sido
reclutada para funcionar de una manera independiente de o™, En este trabajo proponemos
que en la familia de EBPs se han dado varios eventos de reclutamiento, similares al
observado en TyrR. Para demostrar esto se realizé una biisqueda del par funcional o>-EBP
en los genomas totalmente secuenciados. Se encontraronl4 eventos de reclutamiento en
organismos que no presentaban ™', y otros casos interesantes que demuestran la plasticidad
del sistema ™. También buscamos restablecer la activacién dependiente de o™ por TyrR
utilizando técnicas de evolucién dirigida. Sin embargo, no fue posible restaurar una
actividad transcripcional dependiente de o™ en el dominio central de TyrR, por lo que es
necesario buscar nuevas modificaciones e implementar nuevos sistemas de tamizado

(reporteros) para obtener las variantes deseadas.



INTRODUCCION.

El proceso transcripcional es el mecanismo mediante el cual los genes son copiados
en una molécula de ARN. que por lo general sirve como molde para la sintesis de una
proteina. En bacterias, la enzima que lleva acabo este proceso es la ARN polimerasa
(ARNpol) dependiente de ADN. Esta enzima presenta la maquinaria necesaria para la
sintesis de ARN, sin embargo no puede iniciar el proceso en lugares especificos del ADN,
para ello requiere de factores transcripcionales presentes en la célula. El proceso
transcripcional se puede dividir en varias etapas: complejo cerrado- se produce cuando la
maquindria transcripcional se une a la doble cadena del ADN en una secuencia especifica
llamada promotor, este complejo es transcripcionalmente inactivo; complejo abierto- se
produce cuando se separan las cadenas mediante cambios conformacionales en el complejo
cerrado dando lugar a la burbuja transcripcional, para permitir que la cadena templado esté
disponible para la sintesis de la hebra de ARN; iniciacion- es la polimerizaciéom de los
primeros ribonucleotidos del ARN, sin embargo, este proceso es frecuentemente detenido
por la aparicién de eventos abortivos, que liberan transcritos cortos para iniciar nuevamente
la sintesis de un ARN; elongacion- ésta etapa involucra el desplazamiento de forma
discontinua de la burbuja transcripcional y de la ARNpol sobre el ADN para el crecimiento
de la molécula de ARN; terminacidn- existen senales en el ADN que reconoce la ARNpol
para detener la polimerizacion, sin embargo para la liberacion de la ARNpol es necesaria la
formacion de una estructura secundaria de tallo y asa rica en GC, 6 la utilizacién de
factores proteicos como Rho que facilitan la terminacién (Platt, 1994; Richardson and
Ruteshouser, 1986; Richardson, 2003).

En todos los organismos es necesario adecuar la expresion de sus genes a
condiciones de crecimiento especificas. En bacterias como la traduccién estd acoplada a la
transcripcion, la regulacion (adecuacion) de la expresion genética se da principalmente a
nivel transcripcional, aunque también hay mecanismos de regulacion post-transcripcional.

En la transcripcién bacteriana existe un mecanismo regulatorio que se produce
durante la formacion del complejo del inicio, mediado principalmente por factores
transcripcionales que modulan el reclutamiento de las ARN polimerasas sobre elementos
promotores en el ADN. El descubrimiento del factor transcripcional sigma (o) que es una

sub-unidad de la ARN polimerasa (ARNpol) permitié entender que este factor conferia el
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reconocimiento especifico de los promotores durante el inicio transcripcional (Buck and
Cannon. 1992; Goldfarb er al.. 1983: Sugiura et al., 1970). Asi, los patrones de expresion
genética son derivados de la formacién de complejos de la ARNpol con distintos factores
o. Un ejemplo cldsico de este fendmeno, se observa en la cascada de factores o que dirigen
casi totalmente la expresion de los elementos necesarios para el proceso de esporulacién en
Bacillus subtilis (Kroos et al.. 1999).

La holoenzima ARNpol-o (Eo) estd formada de dos componentes: el nicleo, que es
un heterodimero compuesto de cuatro sub-unidades (a[2]Bp") que es el principal el
responsable de la elongacion de la cadena del ARN, y el factor o, sub-unidad requerida
para el reconocimiento del promotor en la etapa de inicio transcripcional.

Se han identificado diversos factores transcripcionales (¢, 0,0, 0™, o, etc.), de
los cuales, la mayoria muestran similitud funcional y estructural con el factor o™ de
Escherichia coli. Dentro de la clase ™, se incluye al factor responsable de la regulacién
transcripcional constitutiva y a la mayoria de factores que dirigen la transcripcién de genes
requeridos bajo ciertas condiciones especializadas (conocidos como factores o alternativos)
(Helmann. 1991; Studholme and Buck. 2000). Todos los factores de la familia o™,
reconocen promotores compuestos por dos elementos localizados aproximadamente en las
posiciones —10 y —35 con respecto al inicio de la transcripcién. Las ARNpol’s asociadas
con cualquiera de estos factores son capaces en principio de isomerizar el complejo de
inicio transcripcional de un estado cerrado a uno abierto en ausencia de otros elementos.

Se ha observado, que dentro de los factores o existe uno que realiza una regulacion
més compleja y especifica. Dicho factor o, no muestra homologia con ¢™ ni con ninguna
otra proteina y utiliza la energia de hidrdlisis de ATP para promover activamente el inicio
de la transcripeion (Merrick, 1993: Studholme and Dixon, 2003; Weiss et al., 1991), una
caracteristica no presente en la clase 0. Este elemento denominado factor sigma 54 (o™
es tinico en su tipo, y es conocido también como RpoN, NtrA o sigma N (Merrick, 1993;

Ronson er al., 1987).

El sistema de regulacion o™
En un inicio. al sistema de regulacion o™ se le atribuyé principalmente el control de

genes relacionados con la asimilacion y fijacion de nitrégeno (Kustu er al., 1989;
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Magasanik, 1989; Merrick. 1992). pero actualmente su funcion también estd relacionada
con actividades bioldgicas tales como la respuesta a la presencia de compuestos aromaticos,
uso de alginatos, formacion del pili o flagelo y transporte de dcidos dicarboxilicos entre
muchas otras funciones (Kustu er al., 1989 ; Studholme and Dixon, 2003; Thony and
Hennecke, 1989). Es importante resaltar que en todos los genes regulados por este sistema,
el mecanismo de accion es similar y la variabilidad regulatoria es proporcionada por los
promotores y por un elemento adicional conocido como proteina de unién a enhancer
(EBP).

El factor o™ presenta una estructura primaria que consta de tres regiones: una regién
carboxilo terminal necesaria para la unién al ADN, una region central rica en residuos
dcidos, que interactia con la ARNpol para la desnaturalizacion del ADN en la region del
promotor, ¥ una regién amino terminal rica en leucinas y glutaminas que proporciona los
requerimientos necesarios para llevar a cabo la regulacién. (Guo and Gralla, 1997; Hsieh
and Gralla, 1994; Hsieh er al., 1994; Syed and Gralla, 1998; Wong et al., 1994). ™ es el
tinico factor transcripcional capaz de regular la expresién de promotores bacterianos que
cuenten con elementos potenciadores conocidos como secuencias activadoras rio arriba
(UAS, upstream activator sequence o ELE, enhancer like elements) similares a los
enhancers eucaridticos (Buck, 1986).

o™ tiene la capacidad de unirse en ausencia de la ARNpol (Buck and Cannon, 1992)
a promotores especificos que presenten las secuencias —12 (consenso TTGCA) y -24
(consenso TGGCAC) (Barrios er al., 1999; Merrick, 1993; Morett and Buck, 1989). Sin
embargo, el control transcripcional realizado por este factor sélo inicia cuando se asocia
con el nicleo de la ARNpol (formacién de la holoenzima ARNpol-o™ [Ec™]) dando como
resultado la generacion del complejo de iniciacion cerrado. En este momento, la maquinaria
transcripcional (Ec™) se encuentra en un estado inactivo y solamente cuando recibe una
seial de una proteina activadora es capaz de continuar el proceso transcripcional. Estas
moléculas activadoras son conocidas como proteinas de unién a enhancers o potenciadores
(enhancer binding proteins: EBPs) (Popham er al., 1989). Los enhancers bacterianos
(UAS), son secuencias en el ADN (palindromicas o cercanamente palindromicas) que se
encuentran lejos del inicio de la transcripcién. Durante la activacién, la EBP unida a un

enhancer interacciona transitoriamente con la Eo™' esta interaccion es frecuentemente
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facilitada por el factor de integracion del hospedero (IHF) (Hoover et al.. 1990). Dicho
factor de integracion permite que la curvatura del ADN sea la idénea para el contacto, sin
embargo, en algunos casos el ADN puede presentar dicha curvatura de manera natural
(Carmona and Magasanik. 1996). Posterior a la formacién del complejo EBP-Ec™ ocurre
una apertura en el promotor. para la formacién del complejo transcripcional abierto. Esta
apertura es dependiente de la energia obtenida de la hidrolisis de ATP, que es realizada por
la EBP (Weiss et al., 1991). Por lo tanto, los activadores de Eo™ acoplan la energia liberada
de la hidrdlisis de ATP o GTP a la isomerizacion de un complejo de inicio transcripcional
cerrado a uno abierto (Lee ¢f al.. 1994; Popham er al., 1989; Sasse-Dwight and Gralla,
1988). Finalmente, una vez que el complejo transcripcional abierto es formado, la cadena
de ADN templado puede ser leida, permitiendo la continuacién del proceso transcripcional.
En ese momento el factor o es liberado de la ARNpol para ser reciclado en otro evento
transcripcional.

La dependencia de enhancers o potenciadores, y de energia para abrir la doble
cadena de ADN, son caracteristicas de la ARNpol eucariética del tipo II muy distinta al
mecanismo transcripcional bacteriano utilizado por ¢”. Por lo tanto, el sistema de
regulaciéon ¢* es considerado como un hibrido en el sentido que tiene propiedades
procarioticas y eucarioticas (Syed and Gralla, 1998). Sin embargo, esto no es un indicio que

o™ haya originado los sistemas de regulacion de eucariontes.

Proteinas de union a enhancer.

Las proteinas de unién a enhancer (EBPs) han sido identificadas en una gran
variedad de especies bacterianas regulando la expresion de distintos genes. Estas proteinas
se unen a sitios en el ADN. UAS, localizados cominmente a 70-150 pb rio arriba del inicio
de la transcripcion (Xu and Hoover, 2001). Estos elementos potenciadores contienen
generalmente dos o mads sitios para la union de dimeros de EBPs. Los dimeros anclados en
el ADN sirven como elementos nucleadores para la formacién de los oligémeros
funcionales (Porter er al.. 1993: Scholl and Nixon, 1996). Se ha observado que las formas
oligoméricas de las EBPs tienen la capacidad de incrementar la tasa de hidrélisis de ATP
que a su vez es acoplada a la formacién de complejos transcripcionales abiertos de la Eo™

(Xu and Hoover, 2001).



Estos activadores (EBPs) son proteinas modulares que generalmente presentan tres
dominios funcionales y estructuralmente independientes: un dominio amino terminal,
requerido para el reconocimiento de la senal regulatoria; un dominio central, que es
responsable de la hidrélisis de ATP y de la activacion transcripcional; y un dominio
carboxilo terminal. que es el que se une al ADN (UAS) (Morett and Segovia, 1993).
Ademads de los dominios. se ha observado en algunos casos que la unién (o linker) que
conecta los dominios amino terminal y dominio central, también puede presentar funciones

regulatorias (Garmendia and de Lorenzo, 2000) (fig. 1A).
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Figura 1. Dominios funcionales de las EBPs y regiones conservadas del domino central. A) Las EBPs presentan 3
dominios caracteristicos, el N-terminal que se encarga de responder a estimulos, el dominio central que es el
catalitico para la activacion dependiente de &, y el C-terminal que es el dominio de reconocimiento para las
secuencias potenciadoras en el ADN. B) El dominio central presenta 7 regiones conservadas implicadas en su
funcién y se muestran las secuencias consenso caracteristicas para algunas de cllas. Las letras mayisculas
corresponden a la nomenclatura de aminodcidos, la letra B indica residuo hidrofébico y la letra X indica cualquier
residuo.

Dominio N-terminal. De los tres dominios presentes en las EBPs, el dominio amino
terminal es el menos conservado y permite clasificar a estos activadores transcripcionales
de acuerdo al tipo de sefial que recibe (Xu and Hoover, 2001). La mayoria de las EBPs
contienen dominios N-terminales del tipo de sistemas de dos componentes. Estas proteinas,
que incluyen NtrC y DctD, son positivamente reguladas por la fosforilacién en su amino
terminal de un residuo aspartato. En NtrC la fosforilacion dispara un cambio
conformacional del dominio amino terminal. exponiendo una superficie hidrofébica que
probablemente transmite la senal al dominio central para la activacion (Kern et al., 1999).

En contraste, en DctD el dominio receptor al recibir la senal por fosforilacién, inhibe al
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dominio central, reprimiendo su actividad constitutiva (Lee et al., 1994). Un segundo grupo
de activadores dependientes de o™, incluyen a las proteinas XyIR y DmpR que interactiian
directamente con pequeias moléculas inductoras. Las interacciones con el inductor
promueven la actividad de ATPasa, presumiblemente estimulando la oligomerizacion (Ng
et al., 1995) y de la misma forma que en DctD, los dominios de reconocimiento de senal de
XyIR y DmpR actiian como inhibidores intramoleculares de la capacidad de activacién del
dominio central (O'Neill er al., 1998; Perez-Martin and De Lorenzo. 1995). El tercer grupo
de activadores lo integran proteinas como NifA de Klebsiella pneumoniae, en la cual el
dominio amino terminal regula la actividad a través de las interacciones con la proteina
NifL que tiene la capacidad de sensar la concentracion de O, (Berger er al.. 1994; Morett et
al., 1990; Shingler, 1996). Finalmente, existen EBPs que sélo tienen el domino central y el
dominio carboxilo terminal. La mds caracterizada de éstas, es la proteina de respuesta a
fago (PspF) (Elderkin er al., 2002). La actividad de PspF es controlada por la formacion de
un complejo represivo con la proteina PspA (PspA-PspF). y se ha sugerido que PspA pudo
en algiin momento ser el dominio regulador amino terminal de una proteina PspF ancestral
(Elderkin et al., 2002). Studholme y Dixon (2003) describen una gran variedad de
funciones asociadas al dominio N-terminal de las EBPs en un trabajo publicado
recientemente.

Dominio C-terminal. El dominio C-terminal de diversas EBPs se encuentra
medianamente conservado y se ha predicho que forma una estructura de hélice-vuelta-
hélice (HVH) de union a ADN (Drummond et al., 1986). Los estudios de mutagénesis
(Morett et al., 1988), espectroscopia (Missaillidis et al., 1999) y resonancia magnética
nuclear (P. Ray, K. J. Smith, R. A. Nixon, and E. I. Hyde, comunicacién personal) en las
proteinas NifA y NtrC apoyan ésta interpretacién. También, se ha observado que éste
dominio contiene los determinantes para la dimerizacion (Klose et al,, 1994) y
probablemente también para la oligomerizacion en algunas EBPs (Porter et al., 1993).
Finalmente, se ha determinado por comparacién de secuencias y por mutagénesis del
arreglo HVH, la presencia de una glicina responsable para la formacion de la segunda
hélice (Aurora et al., 1994), la cual confiere al activador un fuerte pegado a las secuencias

activadoras (UAS) (Juarez et al., 2000).
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Dominio central. Una gran variedad de estudios genéticos, bioquimicos, de andlisis
de secuencia. y estructurales de los activadores transcripcionales dependientes de o™, han
proporcionado una considerable cantidad de informacion sobre las funciones relacionadas
con ¢l dominio central como son, la activacion transcripcional, la funcion de ATPasa y la
oligomerizacién (fig. 1B) (Xu and Hoover. 2001). La estructura primaria del dominio
central es la mas conservada en las EBPs. y con base en ello, se han identificado siete
regiones de importancia funcional (C1-C7 fig. 1B) (Morett and Segovia, 1993). El dominio
central alberga los arreglos conocidos como Walker A y Walker B que participan en la
unién e hidrolisis de ATP respectivamente (Walker er al., 1982). En el arreglo Walker A
(region C1), se ha observado una secuencia rica en glicinas que se encarga de interaccionar
con el fosfato  del ATP (Saraste er al., 1990), mientras que, el arreglo Walker B (regién
C4) presenta un residuo muy conservado (dcido aspartico) que se encarga de coordinar el
Mg’ necesario para la hidrélisis del ATP (Hilgenfeld, 1995). Mutaciones en cualquiera de
los residuos de estas regiones bloquean o disminuyen considerablemente la funcién de
ATPasa, la cual es imprescindible durante la activacion transcripcional. Ademads de estas
regiones se ha sugerido que hay otros residuos en el domino central que intervienen en la
unién e hidrélisis de ATP. incluyendo ciertos residuos en la regién C3, una arginina
potencialmente catalitica localizada en la regién C6, y algunos residuos de la regién C7 que
pueden estar participando en la union de ATP y para la formacion de oligémeros activos
(Perez-Martin and de Lorenzo, 1996; Rombel er al., 1999). Por estas caracteristicas y por
andlisis de secuencia se ha determinado que el dominio central de las EBPs es miembro de
la superfamilia AAA+ (ATPasa Asociada con una variedad de Actividades celulares), que
utiliza mecanismos como la oligomerizacion y la conversion de la energia derivada de la
hidrélisis de ATP en una fuerza mecdnica para la remodelacién de sus sustratos (Dixon er
al.. 2002; Neuwald et al., 1999: Vale, 2000).

Por otro lado, la region C3 del dominio central de las EBPs es considerada critica
para la activacién transcripcional de genes dependientes de ™. Mutantes en ésta region son
incapaces de activar la transcripcion, aunque presentan niveles significativos de actividad
de ATPasa y buena unién al ADN (Gonzalez et al., 1998; North er al., 1996). También se
ha observado que algunas mutantes en ésta region son defectuosas en la interaccién con ¢

(Lee and Hoover, 1995: Morett and Segovia, 1993; Wang et al., 1997), asi como
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desacopladores entre la hidrélisis del ATP y la activacién (North er al., 1996; Wang et al.,
1997). Finalmente, andlisis comparativos de la secuencia han senalado que existe una clase
de EBPs que presentan un dominio central con parte de la region C3 modificada (Foster-
Hartnett and Kranz, 1992: Gonzalez et al., 1998; Morett and Segovia, 1993; Pittard and
Davidson, 1991). En dicha clase s6lo se observan algunos casos como son NtrC de
Rhodobacter capsulatus y TyrR de Escherichia coli. Esta dltima es parte fundamental de
este trabajo, ya que despertd nuestra atencion por llevar el control transcripcional con otra
forma distinta a la holoenzima ARNpol-o™.

Todas las caracteristicas antes mencionadas llevaron a Morett y Segovia (1993) a
proponer que la regién C3 de las EBPs constituye un elemento de reconocimiento y

contacto con la Ec™ para activar la transcripcion en los promotores dependientes de o™,

TyrR de Escherichia coli.

TyrR presente en E. coli, Haemophilus influenzae, Pasteurella multocida, Vibrio
cholerae entre otras, es un regulador transcripcional de genes dependientes de Ec™ que
reconoce los promotores —10 y —35 del inicio de la transcripcién. TyrR en su forma
monomeérica tiene 513 aminodcidos y presenta una estructura modular conformada por tres
dominios funcionalmente independientes (Cui and Somerville, 1993a). En la regién
carboxilo terminal se observa un arreglo de unién a ADN, hélice-vuelta-hélice (HVH), el
cual es critico para la regulacion transcripcional (Hwang et al., 1997). El dominio amino
terminal alberga los residuos que son importantes para la activacion transcripcional de
promotores tales como tyrP y mtr, para la dimerizacién, y para la unién de aminodcidos
aromdticos independiente de ATP (Cui and Somerville, 1993b; Kwok, 1998; Wilson er al.,
1995; Yang et al., 1993). El dominio central es homélogo al dominio central de las EBPs
(Morett and Segovia, 1993), y contiene un sitio de unién a ATP, un sitio de unién de
aminodcidos aromaticos dependiente de ATP, ademds de estar implicado en la formacién
de hexdmeros activos (Kwok, 1998; Wilson et al., 1995; Yang et al., 1993).

Como se ha descrito, la proteina TyrR presenta varias regiones que interactian con
moléculas tales como aminodcidos aromadticos (tirosina y fenilalanina) y/o cofactores
(ATP). Estas miiltiples interacciones le permiten a TyrR presentar al menos dos tipos de

conformaciones que son importantes para su funcion. Se ha observado que en solucion, y
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en ausencia de cofactores o en la presencia de fenilalanina, la proteina TyrR existe como
dimero. Sin embargo, con ATP, y tirosina, o ATP y concentraciones altas de fenilalanina la

proteina TyrR se auto-agrega formando hexdameros (Wilson er al., 1994).

El regulén TyrR

La proteina TyrR en Escherichia coli controla la expresion de un grupo de genes y
operones cuyos productos estdn relacionados con la biosintesis o transporte de aminodcidos
aromdticos (Pittard, 1996) y puede actuar como represor o activador dependiendo del
promotor y de la molécula co-efectora que tenga unida. Esta proteina reguladora junto con
los genes que se encuentran bajo su control constituyen el regulon TyrR (tabla 1).

Los reguladores transcripcionales negativos como TyrR se unen a regiones
especificas llamadas operadores para reprimir o activar la transcripcion de los genes bajo su
control. Una caracteristica general de los represores bacterianos es la de impedir la
transcripcion bloqueando el acceso de la ARNpol a los promotores (Choy et al., 1997). Sin
embargo, también se puede inhibir la transcripcién en pasos posteriores al inicio
transcripcional (Choy and Adhya, 1992: Monsalve ef al.. 1996). TyrR reprime la

transcipcion de ambas maneras.

Tabla 1. Componentes del regulon TyrR (Tomado de Pittard y Davidson, 1991).

Unidad Funcién Represién(R) 6 Efector

transcripcional Activacién (A)

aroF-tyra DAHP sintetasa; prefenato R Tirosina
deshidrogenasa

arolLM Shikimato cinasa R Tirosina

tyrp Sistema de transporte R/A Tirosina/Fenilalanina

especifico de tirosina
tyrB Aminotransferasa de R Tirosina/Fenilalanina

aminodcidos aromdticos

aroP Sistema de transporte de R Tirosina/fenilalanina/
aminodcidos aromaticos triptéfanc

tyrR Proteina TyrR R Ninguno

mtr Sistema transportador A Fenilalanina/tirosina

especifico de triptéfano

aroG DAHP sintetasa R fenilalanina

En general las secuencias operadoras del regulon TyrR, también llamadas cajas

TyrR, son secuencias palindromicas (similares a las UAS) y su secuencia consenso es
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TGTAAANGTTTACA. Se han descrito dos tipos de cajas TyrR, una caja fuerte y una
débil, dependiendo de su afinidad con la proteina TyrR y de su similitud con la secuencia
consenso (Andrews er al.. 1991: Kasian et al., 1986; Yang et al., 2002). La caja fuerte
permite la interaccion de un dimero o de un hexdmero segiin sea el caso, pero una caja débil
solamente permite la interaccion del hexdmero, siempre y cuando ésta se encuentre cercana
a una caja fuerte y en la misma cara de la hélice del ADN (Hwang et al., 1999).

En la represion por tirosina, los genes bajo el control de TyrR contienen dos cajas
TyrR adyacentes (Kasian er al., 1986). La localizacion de estas cajas TyrR depende de la
unidad transcripcional bajo control y pueden estar sobrelapando al promotor -35, -10.
Cuando la proteina TyrR interactia con estas secuencias en el ADN por lo general se
bloquea el posicionamiento de la maquinaria transcripcional, impidiendo la formacién del
complejo transcripcional cerrado (Gowrishankar and Pittard, 1998).

En la activacién transcripcional llevada por TyrR con la fenilalanina unida, sélo se
requiere la presencia de una caja fuerte posicionada apropiadamente rio arriba del
promotor, contrastando con la represion donde dos cajas son necesarias. Antes de la
activacion, TyrR se mantiene constitutivamente unida a la caja fuerte en su forma dimérica
y al interaccionar con fenilalanina adquiere la habilidad para activar la transcripcion
mediante el proceso de reclutamiento de la ARNpol (Hochschild and Dove, 1998; Ptashne
and Gann, 1997). Se ha observado que durante la activacion, TyrR incrementa la afinidad
de la ARNpol por el promotor débil y estimula la formacién del complejo transcripcional
abierto, indicando que TyrR funciona como un activador transcripcional de la clase |
(Lawley er al., 1995; Yang et al., 1996).

Como ya se ha descrito, la proteina TyrR reprime o activa la expresion de al menos
ocho unidades transcripcionales que constituyen el regulén TyrR (Pittard and Davidson,
1991). Estas unidades transcripcionales se encuentran dispersas en el cromosoma de E. coli
(Pittard et al., 1987) y en la mayoria de los casos TyrR actiia como represor, y solamente en
dos casos, ryrP y mir, actia como activador (tabla 1). Para una mejor compresion de este
reguldn, a continuacion se describirdn brevemente algunos ejemplos de como TyrR realiza
el control transcripcional.

Regulacion de tyrB. El gene tyrB. que codifica para una aminotransferasa de aminodcidos

aromaticos, presenta las cajas TyrR rio abajo del promotor (fig. 2). Se ha observado que la
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represion de este gene es dependiente de tirosina y fenilalanina, y que su efecto puede darse
en distintos pasos de la transcripcion (Yang er al., 1999). En presencia de tirosina se impide
la formacién del complejo abierto. mientras que con fenilalanina se afectan los pasos
posteriores a la formacion del complejo abierto. Ambas cualidades son dadas por la unién
de TyrR sobre sitios cercanos y rio abajo del sitio de inicio de la transcripeion (Yang er al..
2002). Ademas, se ha observado que la presencia de las dos cajas en tyrB son importantes

para la represién transcripcional por tirosina o fenilalanina (Yang er al., 2002).

35 -10 +1
aroF [ 37 ] I_LI_Ifl
aroL E‘S*l | 2 1 |
tyrP | 2 | -1 |
tyrB [ 2] 1]
aroP a1 ]
TyrR = 1 | o |
mtr 1 I 1 7|
aroG I

B

Figura 2. Localizacion de cajas TyrR en las unidades transcripcionales del regulon TyrR. Las diferentes regiones
regulatorias son alineadas por sus inicios de la transcripcion mostrado como +1, y se indican los elementos -10 y
~35 del promotor. Las cajas claras indican una caja débil, mientras que las oscuras indican cajas fuertes (Tomado
de Pittard y Davidson, 1991).

Regulacion de aroP. El gen aroP codifica para una proteina de membrana implicada en el
transporte de los tres aminodcidos aromdticos, presenta en su regién de control 3
promotores (P1, P2 y P3) (Chye and Pittard, 1987; Wang er al., 1997). TyrR reprime la
expresion del promotor principal P1. desplazando a la ARN polimerasa hacia P3 que no es
productivo y que se encuentra divergente (Wang er al., 1998; Wang et al., 1997). Por otro
lado. el promotor P2 es parcialmente reprimido cuando la proteina TyrR esta sola y sélo

muestra un ligero incremento de la represion en presencia de tirosina o fenilalanina (Wang

et al.. 1997). Los sitios de union para TyrR en la region de control incluyen una caja fuerte

I
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y una débil (fig. 2). TyrR interactia con ambas cajas cuando estan presentes ATP y tirosina,
mientras que en presencia de fenilalanina TyrR sélo interactia con la caja fuerte (Pittard
and Davidson, 1991). La fenilalanina probablemente ayuda a la represién aumentando la
afinidad de TyrR por el ADN y desplazando a la ARNpol (Yang er al., 1999).
Regulacién de tyrP y mitr. En E. coli la expresién de ambos genes mir y tyrP que codifican
para las permeasas de triptofano y tirosina respectivamente, es activada por TyrR. En el
caso de mir, la activacion es mediada por tirosina o fenilalanina (Heatwole and Somerville,
1991), mientras que en el caso de ryrP. la fenilalanina promueve activacion y la tirosina
represion (Andrews ef al., 1991; Kasian et al., 1986). Con estudios in vivo e in vitro se han
identificado los sitios de unién de TyrR en regiones rio arriba del inicio transcripcional de
ambos genes (Yang et al., 1996). En mtr, la caja TyrR fuerte que juega un papel importante
durante la activacién(fig. 2), se encuentra localizada aproximadamente a 80 pb rio arriba
del inicio transcripcional. En tyrP. la caja fuerte (fig. 2) se encuentra a 65 pb del inicio, sin
embargo, ésta caja no esta posicionada idealmente para la activacion ya que se ha

observado que la activacion no es fuerte (Yang et al.. 1996).

TyrR y proteinas de unién a enhancer.

Como ya se ha mencionado, el dominio central de la proteina TyrR de E. coli
presenta una estructura y funcién relacionadas con la familia de reguladores
transcripcionales conocidos como proteinas de unién a enhancer (EBPs) (Morett and
Segovia, 1993; Pittard and Davidson, 1991). TyrR, al igual que NtrC de Rhodobacter
capsulatus, es claramente homoéloga a las EBPs, presentando una identidad de secuencia del
35-40 % con los dominios central y carboxilo terminal de las proteinas NtrC, NifA, XylIR,
FhlIA, HydG, DctD y PhhR, que son activadores bonafide de promotores o' (Schlensog
and Bock, 1990; Stock er al., 1989). Sin embargo, ambas proteinas son reguladores
transcripcionales de promotores 6™ y se ha observado que no presentan algunos residuos en
regiones del dominio central que son importantes para la activacion transcripcional de
promotores . El dominio central de la proteina TyrR no presenta parte de la regién
denominada C3 o switch | (Morett and Segovia, 1993; Osuna er al., 1997). Le faltan los
residuos GAFTGA, que han sido propuestos para la interaccion con la ARNpol-6™, asi su

ausencia limitaria fuertemente su capacidad de interaccionar con o™ y activar los
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promotores dependientes de este factor (Foster-Hartnett and Kranz, 1992: Gonzalez er al.,
1998: Morett and Segovia. 1993: Pao and Saier. 1995; Pittard and Davidson, 1991). La
importancia de estos seis residuos ha sido verificada en la estructura tridimensional de la
EBP NtrCl de Aquifex aeolicus recientemente resuelta, donde se observé que parte de la
region C3 (residuos GAFTGA) es una asa (loop) expuesta en el heptdmero activo que
podria interaccionar con o (Lee er al., 2003).

Ademds, el dominio central de TyrR también es parte de la superfamilia AAA+
(Dixon er al., 2002; Neuwald er al., 1999; Vale, 2000). Las marcas caracteristicas de la
superfamilia AAA+ para la unién e hidrolisis de ATP, se encuentran en las regiones Walker
A y Walker B respectivamente, y ambas regiones estdn presentes tanto en TyrR como en
las EBPs (Actividad de ATPasa) (Cui and Somerville, 1993a, b; Morett and Segovia,
1993). La actividad de ATPasa en las EBPs es requerida para la activacién (Austin et al..
1994; MacKintosh and MacKintosh, 1994), sin embargo en el control transcripcional
llevado por TyrR no se ha establecido una relacion directa con esta actividad (Zhao er al..
2000).

Por otro lado, dentro de la familia de las EBPs, la proteina que presenta la mayor
identidad con el dominio central de TyrR de E. coli es PhhR de Pseudomonas aeruginosa.
PhhR es un activador de genes dependientes de ' y se ha observado que comparte algunas
caracteristicas a nivel funcional con la proteina TyrR de E. coli.

El gen denotado como phhR en Pseudomonas aeruginosa codifica para una proteina
de 518 residuos que regula la transcripcion del operén phh dependiente de o™, siendo la
fenilalanina su inductor fisiologico. El operén esti compuesto de tres genes estructurales
(phhA, phhB 'y phhC). phhA codifica para una hidroxilasa de fenilalanina, phhB codifica
para una deshidratasa de carbinolamina y finalmente phhC codifica una aminotrasferasa
aromdtica; estas enzimas son las encargadas de las reacciones iniciales durante el
catabolismo de fenilalanina (fig. 3) (Jensen and Gu, 1996).

La proteina PhhR que se transcribe de forma divergente al operén phh (fig. 3a) es
una proteina modular que presenta una alta identidad en secuencia de aminodcidos con la
proteina TyrR de E. coli (47%) (36% en el dominio amino terminal, 52% en el dominio
central y 47% en dominio carboxilo terminal) indicando que son proteinas homdélogas.

También comparten similitud funcional, ya que existe evidencia experimental de que la
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proteina PhhR de P. aeruginosa puede sustituir claramente a su homélogo TyrR de E. coli
como represor transcripcional del operén aroF-1yrA, reconociendo e interaccionando con
las cajas TyrR. Sin embargo, también se observé que PhhR es incapaz de reemplazar a

TyrR como activador transcripcional del gen mir. (Song and Jensen, 1996).

phhR phhA phhB phhC

>_

b)

4-Hidroxifenilpiruvato

|41T

» 4a-<carbinolamina —-Lf\.lxuzo
\ | 1]PhhA
H e nihidmf}c:‘j\i;‘;{+“ E i ;;!::igmpleridina reductasa
~— Tetrahidrnhinpterinai‘—:,] CAIREES

NADY

Figura 3. a) Mapa de los genes estructurales del operdn phh. El gen regulador phhR es divergente (en negro) a los
demis genes del operdn phh. b) Reacciones iniciales del catabolismo de fenilalanina en mamiferos. Los tres genes
estructurales del operén phh codifican enzimas que catalizan tres pasos de los cuatro de la via (Tomado de Song
and Jensen, 1996).

Reclutamiento de EBPs.

Se ha observado que una secuencia protéica con una funcién determinada puede
diversificarse y realizar otras funciones, dando como resultado a los organismos portadores,
alternativas para ser mas eficientes en su medio o adaptarse a otras condiciones de
crecimiento. La estrategia donde los elementos ya existentes se reutilizan en vez de ser
creados de novo se le llama reclutamiento (Jensen, 1976), y puede ser una forma para
facilitar el proceso evolutivo. En la naturaleza se han observado varios ejemplos que serdn

mencionados a continuacion donde se ha demostrado el reclutamiento de proteinas.
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Existe evidencia de el ciclo de la urea fue formado a partir de cuatro enzimas
involucradas en la biosintesis de la arginina con la adicion de la arginasa (Takiguchi er al.,
1989) y que el ciclo de Krebs se generd también por una combinacién de enzimas pre-
existentes en las rutas de biosintesis de aspartato y glutamato (Melendez-Hevia er al.,
1996). Por otro lado, el caso de los barriles TIM nos indica claramente la re-utilizacién
constante de un plegamiento para realizar distintas funciones (Copley and Bork, 2000).
Finalmente existe evidencia filogenética de que la proteina Fis (factor for inversion
stimulation) que une al ADN, fue generada del reclutamiento del dominio carboxilo
terminal de una proteina de unién a enhancer (NtrC) durante un evento de transferencia
horizontal (Morett and Bork, 1998).

Como ya se menciond, las proteinas TyrR de E. coli y NtrC de R. capsulatus son
homdlogas a las EBPs pero no tienen la capacidad de activar la transcripcion de promotores
dependientes de o™ y actiian sobre promotores ¢™. En organismos donde se presenta o™, la
pérdida de parte de la secuencia de la region C3 (de importancia funcional) en el dominio
central de la EBP, probablemente disparé el proceso de reclutamiento de estas proteinas
hacia el sistema ¢™. El reclutamiento tal vez fue generado para impedir la pérdida del
control transcripcional de sus genes blanco. Otra explicacidon de la existencia de estas
proteinas, es que hayan sido originadas en un organismo que sufrio la pérdida de o™ vy
obtenidas por E. coli y R. capsulatus por eventos de transferencia. Madan (2003), describe
que cuando se pierden los factores transcripcionales, los genes bajo su regulacion son

perdidos también o reclutados para ser regulados por otro factor.

Evolucién molecular in vitro.

Con la evolucién molecular in vitro es posible modificar en el laboratorio, en poco
tiempo, las proteinas con el fin de optimizar una funcién y/u obtener nuevas funciones,
simulando los procesos naturales.

La idea de evolucion de biomoléculas in vitro nacié a partir de los trabajos pioneros
de Spiegleman y colaboradores (Mills et al., 1967) que fueron realizados sobre dcidos
nucléicos. Posteriormente, el grupo de Arnold fue uno de los primeros en aplicar estos
conocimientos en biocatalisis para el perfeccionamiento de enzimas implicadas en las rutas

metabdlicas (Chen and Arnold, 1993). Arnold y su grupo demostraron que con reiterados
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ciclos de mutagénesis al azar, seguidos por el tamizado y/o seleccion de las librerias
resultantes. es posible producir variantes de enzimas mucho mds estables y activas que las
parentales, todo esto en una escala de tiempo relativamente corto (Schmidt-Dannert, 2001).
Por otro lado, Stemmer desarrollé un método conocido como DNA shuffling (Stemmer,
1994), el cual permite la recombinacion de mutantes deletereas y benéficas (no
caracterizadas) para obtener el fenotipo esperado. EI método desarrollado por Stemmer ha
sido extendido a la recombinacion de familias de genes homdlogos (family shuffling)
(Crameri er al., 1998) permitiendo de esta forma explorar un mayor espacio de secuencia.

Actualmente para la evolucion de moléculas biolégicas in vitro se han
implementado una gran cantidad de estrategias con el fin de explorar mas ampliamente el
espacio de secuencia de cada proteina. La evoluciéon molecular in vitro es una herramienta
fuertemente utilizada para la modificacion de proteinas, ademds de que puede aplicarse
también para investigar las relaciones estructura-funcion (Schmidt-Dannert, 2001).

En esta seccién se describirdn las dos estrategias de evolucién molecular utilizadas
mads frecuentemente. La primera, implica el diseio racional que es actualmente conocida
como ingenieria de proteinas; la segunda, es un evento azaroso que imita el proceso
evolutivo natural, cominmente llamado mutagénesis al azar.

En el disefo racional (mutagénesis dirigida al sitio), cada uno de los aminodcidos
que comprende una proteina puede ser modificado basindose en su importancia funcional
previamente determinada. Para realizar esto, frecuentemente se utiliza la PCR (Polymerase
Chain Reaction) donde se pueden introducir los cambios a través de los oligonucleétidos
(primers) utilizados en la reaccion. Con esta estrategia un residuo puede ser sustituido por
cualquier aminodcido con el fin de verificar los cambios que puede tolerar una posicion, y
como estos alteran las propiedades de la proteina. La seleccion o el tamizado son minimos
debido a que se pueden ensayar independientemente todas las mutantes generadas. De
acuerdo con lo anterior, para utilizar esta estrategia, es necesario manejar los conocimientos
sobre las interacciones particulares de cada uno de los aminodcidos presentes en una
proteina. ya que con esta informacion es posible predecir los efectos que puedan causar las
sustituciones especificas (Skandalis er al., 1997). Sin embargo, la aplicacion de estos
conocimientos se dificulta en la mayoria de las proteinas, principalmente por la carencia de

datos estructurales en las bases de datos.



La otra manera de crear diversidad de secuencia a partir de una sola secuencia
proteica es mediante mutagénesis al azar que utiliza técnicas como la PCR mutagénica
(Cadwell and Joyce, 1992. 1994). En contraste con la mutagénesis dirigida al sitio, no se
requiere un conocimiento previo de la estructura de la proteina (Skandalis et al., 1997). La
forma en que se introducen la mutaciones al azar dentro de un gene o un segmento del gene
es mediante el uso de condiciones que incrementan la tasa de error de la ADN polimerasa
durante la reaccién. En la PCR mutagénica, la tasa de mutagénesis puede ser ajustada.
Cuando se incrementa la tasa de mutagénesis, se incrementa considerablemente el nimero
de posibles variantes generando un problema prictico en el momento de realizar el
tamizado (librerias con miembros de 10*-10° por tamizado). Esto ademds, aumenta la
fraccion de variantes no funcionales mientras que las mutaciones benéficas y la
combinacion de estas se ven disminuidas (Schmidt-Dannert, 2001).

La principal diferencia entre la evolucién realizada in vitro y los procesos evolutivos
naturales, es que in vitro, es un proceso guiado a una meta con la acumulacién de
mutaciones adaptativas; mientras que en la evolucion natural la base es la presién de

seleccion sometida por el ambiente (Schmidt-Dannert, 2001).

PLANTEAMIENTO.

En este trabajo proponemos restablecer en TyrR una probable actividad ancestral de
activador dependiente de ¢, basandonos en el actual conocimiento de las proteinas TyrR
de Escherichia coli y de PhhR de Pseudomonas aeruginosa. Para ello generamos
modificaciones en el dominio central, especialmente en la regién C3, mediante mutagénesis
dirigida al sitio y mutagénesis al azar. Esto. con el fin de poder entender qué
modificaciones se produjeron en la proteina TyrR para el cambio de actividad. También,
proponemos que la ausencia de alguno de los dos elementos del par funcional o*-EBP
requeridos para el control transcripcional o™ es un indicio de que el elemento conservado
ha sido reclutado. Para ello analizamos la presencia de dicho par funcional en los genomas
depositados, con el fin de determinar probables eventos de reclutamiento, tomando como
base el evento sufrido por TyrR. Finalmente, con la informacién generada se podran definir
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algunos ejemplos que muestren la plasticidad del sistema ™.
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HIPOTESIS.

La proteina TyrR de E. coli fué un activador de genes dependientes del factor 6™, y
al perder parte de su secuencia fue reclutada para la regulacién de promotores dependientes
de Ec™. El restablecimiento de su funcién original puede ser posible modificando parte de
la secuencia del dominio central, principalmente en la regién C3. De la misma manera que
con TyrR de E. coli, muy probablemente se han dado mds eventos de reclutamiento con

otras EBPs, que indicaria una plasticidad estructural evolutiva en estas proteinas.

OBJETIVOS.

Generales.

Determinar los posibles eventos de reclutamiento de EBPs en los genomas bacterianos

totalmente secuenciados y generar una variante del dominio central de la proteina TyrR que

pueda activar promotores dependientes de ™.

Particulares.

* Realizar un andlisis in silico de los elementos que participan en la regulacién
transcripcional dependiente de o™ (par funcional 0™-EBP) en los genomas bacterianos
totalmente secuenciados.

* Biisqueda y asignacion de la estructura modular de probables EBPs en organismos que
no presenten o™,

* Asignar probables eventos de reclutamiento de EBPs en los genomas totalmente
secuenciados.

* Obtener y clonar el dominio central de PhhR y determinar su activacién transcripcional
o' en trans.

* Generar por mutagénesis dirigida al sitio variantes del dominio central de TyrR con la
region C3 similar a la secuencia de PhhR y determinar la activacién transcripcional o™
en trans.

* Crear nuevas mutantes del dominio central de la variante TyrR/PhhR con el uso de PCR
mutagénica.

* Identificar, aislar y caracterizar las clonas del banco que presenten activacion

transcripcional dependiente del factor o™,



Muteriales v Métodos
» Analizar las secuencias de las mutantes de TyrR con actividad transcripcional o™ para

identificar las regiones implicadas para realizar esta funcion.

MATERIALES Y METODOS.

Andlisis in silico.

Se realiz6é un anglisis in silico de los elementos que participan en la regulacion de la
transcripcion de genes dependientes del factor o™ presentes en los 145 genomas totalmente
secuenciados de la base de datos de NCBI (hasta diciembre del 2003). La biisqueda de ™'y
de probables EBPs se hizo utilizando el programa tblastn (PROTEIN query-
TRANSLATED database) de NCBI (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.eov/) con una matriz

de sustitucién BLOSUMG62 y con un valor de corte de expectancia de 0.01. Los datos
obtenidos de las probables EBPs fueron analizados usando bases de datos [PRODOM
(http://protein.toulouse.inra.fr/prodom/current/html/home.php), SMART (http://smart.embl-

heidelberg.de/) y PROSITE (http:/cn.expasy.org/prosite/) |, para determinar los dominios
funcionales de estas proteinas. Ademas se realizé un alineamiento miltiple de secuencia del
dominio central de estas proteinas y se gener6 por el método de Neighbour Joining (NJ) un
arbol con el alineamiento usando la paqueteria de CLUSTAL_X (MAC 0OSX). El drbol
obtenido fue desplegado con el programa TreeView PPC (version 1.6.5).
Andlisis de secuencias de TyrR y PhhR.

Las secuencias de las proteinas TyrR de E. coli y PhhR de P. aeruginosa fueron
obtenidas en la base de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y se analizaron a nivel de aminodcidos para identificar la

identidad presente entre ambas proteinas y las regiones de conservacién, usando los
programas de alineamiento miiltiple de CLUSTAL_X (MAC OSX) y de alineamiento de
dos secuencias (bl2seq) de la pagina del NCBI.
Cepas de E. coli usadas en éste estudio.

Todas las construcciones de pldsmidos fueron electroporadas y propagadas en E.
coli IMI01 |F~ traD36 proA'B" lacl A(lacZ)MI15/A(lac-proAB) ginV thi] y MC1061 |F
araD139 A(ara-leu)7696 galEl5 galK16 A(lac)X74 rpsL (Str") hsdR2 (r, m,") mcrA

merB1]. Los ensayos de actividad de p-galactosidasa fueron realizados en E. coli IM101,
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MCI1061, MCI1061ArpoN (con las mismas caracteristicas que MCI1061 pero con la
eliminacion precisa del gen rpoN) y TH1 [thi endA hsr AlacU169 hutC,,,,, rpoN|
Construcciones TyrRcentralWT y TyrReentral GAFTGA.

En un estudio previo se generaron por PCR las siguientes construcciones:
TyrReentral WT que presenta el dominio central silvestre (Q191-R467) de TyrR de E. coli y
TyrRcentralGAFTGA que contiene el mismo dominio central pero con una insercién en la
region C3 que incorpora los residuos consenso para la familia de las EBPs (GAFTGA).
Ambas construcciones fueron clonadas como péptidos de fusién en los sitios de restriccion
EcoRI-Hindlll del vector pUCI8 Kan® La construccién TyrRcentral GAFTGA
posteriormente fue sub-clonada en EcoRI-Hindlll del vector pUC18 Amp*,

Amplificacion de gen phhR.

El fragmento de gen de PhhR que corresponde al dominio central fue amplificado
por PCR del genoma de P. aeruginosa obtenido de un cultivo lisado por calor. Las
condiciones de la reaccién fueron: un ciclo 92° C 5 min; 25 ciclos: 92° C 30 seg, 55° C 30
seg, 72° C | min; 1 ciclo a 72° C 5 min, utilizando los oligos PhhRKpnl 5’ y PhhRXbal
3’(tabla 2), la mezcla para la reaccién de PCR fue la designada por el proveedor (apéndice),
adicionando solamente DMSO al 14 % para disminuir la formacién de estructura
secundaria por el alto contenido de GC. La reaccion de PCR se realizé en un Robocycler
40-Stratagene. El producto obtenido fue purificado con el kit de purificacion ROCHE
(apéndice). Cada oligonucleétido presenté un sitio de restriccion (Kpnl 6 Xbal) para la
clonacion como péptido de fusion del fragmento obtenido en la region miltiple de
clonacién del vector pUCI18 digerido previamente Kpnl-Xbal.

Construcciones TyrRIPhhR v TyrR/IPhhR+arg.

Con el uso de la técnica de PCR y con oligonucleétidos mutagénicos (mutagénesis
dirigida al sitio) se generaron las construcciones TyrR/PhhR y TyrR/PhhR+Arg a partir de
modificaciones puntuales en TyrRGAFTGA y se clonaron como péptidos de fusién en el
pUCI8. Para la generacion de TyrR/PhhR, primero se amplificaron dos fragmentos con el
uso de los oligonucleétidos reverso-tyrRTyG para el fragmento A y forward-tyrRS para el
fragmento B (fig. 4). Los oligonucleétidos tyrRTyG y tyrRS (tabla 2) presentan los
cambios a nivel de nucledtidos para modificar la regién C3 consenso
(ESELFGHEKGAFTGATAL) a la secuencia de PhhR (ETELFGY GPGAFEGATAL) y una
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regién donde pueden aparearse entre ellos. Los residuos en cursiva son las posiciones
consenso para las EBPs que fueron introducidos en TyrRcentral GAFTGA. Con tyrRTyG-
forward se amplificé un fragmento de 300 pb, mientras que con tyrRS se amplificé un
fragmento de aproximadamente 650 pb. Las condiciones de la reaccién de PCR para los
fragmentos A y B fueron: un ciclo 92° C 5 min; 25 ciclos: 92° C 30 seg, 55° C 30 seg, 72° C
1 min; un ciclo a 72° C 5 min, en la mezcla de reaccion para PCR. Ambos productos de
PCR fueron purificados usando el Kit de ROCHE (apéndice). La secuencia se reconstruyé
en dos pasos. Ambos fragmentos fueron alineados en la regién complementaria y
extendidos con 2u de Tagq polimerasa (Paso 1: extensién: un ciclo 92° C 5 min; 5 ciclos: 92°
C 30 seg, 55° C 1 min, 72° C 1 min; 1 ciclo a 72° C 5 min, en la mezcla tipica para PCR sin
oligonucledtidos) para generar un fragmento tinico de aproximadamente 950 pb. Este
fragmento inmediatamente fue amplificado por PCR usando solamente los oligonucleétidos
externos forward y reverso para pUCI8 (Paso 2: amplificacién: un ciclo 92° C 5 min; 25
ciclos: 92° C 30 seg, 55° C 30 seg, 72° C 1 min; un ciclo a 72° C 5 min, adicién de
oligonucleétidos externos). Este producto de PCR fue digerido EcoRI-Hindlll y ligado en
pUCI8 para posteriormente secuenciarlo y hacer los ensayos de actividad de B-

galactosidasa in vivo de esta nueva construccion.

A) Amplificacién de fragmentos por PCR

Al % Bl
—_— D
-— -
A2 XK, B2
B) Extensién de fragmentos con rag polimerasa
Fragmento A
A ;
T Fragmento B
B mesmms
*
C) Amplificacién de gen por PCR
Al
e

B2

Figura 4. Mutagénesis dirigida al sitio de TyrR/PhhR y TyrR/PhhR+Arg. A) Por PCR y con el uso de
oligonucleétidos mutagénicos (A2 y B1) se generan dos fragmentos con una region de complementacién entre ellos.
B) Las regi c 1 tarias son alineadas y extendidas con Tag p asa para reconstruir el gen con los
cambms deseados. C] El gen reconstruido es sometido a otra ronda de amplificacién por PCR utilizando los

leGtidos externos sol 1
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De la misma forma en que se hizo esta construccién fue adicionada la arginina'
presente en la region C3 de PhhR para generar la construccién TyrR/PhhR+Arg. Las
condiciones de amplificacién por PCR y de reconstruccién del fragmento completo fueron
similares, y sélo se utilizaron los oligonucleétidos TyrRe3c4A*-forward para el fragmento
Al y TyrRc3c4Al-reverso para el fragmento Bl (tabla 2, fig. 4). Las construcciones
obtenidas también fueron secuenciadas y se les determind la actividad transcripcional por
ensayos de actividad de B-galacosidasa in vivo.

Tabla 2. Oligonucledtidos*.

Clave oligo

Secuencia 5'- 3’

Observaciones

PhhREKpnIS”’ AGCTCGGTACCCCGCATCTACCATGTGCGCA Amplificacién de dominio
central de PhhR Sitio KpnI
PhhRXbaI3' CGACTCTAGATTACGCCCGACGATGCGTCGAG Amplificacidén de dominio
central de PhhR Sitio Xbal
Foward GTTTTCCCAGTCACGAC Amplificacién de regién de
polynker de pUC18
Reverso AGCGGATAACAATTTCACACAGGA Amplificacidén de regidn de
- polynker de pUC18
TyrRTYG CGGACCATAACCAAACAGTTCCGTCTCGACCGCATC — Amplificacién de frag. A
K/PE/GH/Y 5/T modificacidén de regidén C3
(S/T) (B/Y) (E/G) (K/P)
TyrRS GGTTATGGTCCGGGCGCGTTTGAAGGCGCGACCGCG Amplificacién de frag. B
T/8 modificacién de regidén C3
(T/8)
TyrRc3c4Al CGCCCGGCGGGCAAGCTCGGATTCTTTGAGCAGGCC Amplificacién de frag. Al
modificacidon de regién C3+R
(FFEQAN/LLELTA)
TyrRc3c4A* GAGCTTGCCCTCCGGGCGCGCGCCTTCARBACGCGCC Amplificacién de frag. Bl
modificacién de regidén C3+R
(-TALKK/RPEGKL)
TyrRocr GCCAAGC TTARAACGCGCCCGGACC Amplificacidén de frag TyrRZ
Codén de término (ocre)
Sitio HindIII
PspFeco ACGAATTCGATGGCAGAATACAARAGAT Amplificacién de frag PspFZ
Sitio EcoRI
PspFhind GCCAAGC TTARAACGCCCCCGCTTC Amplificacién de frag TyrRZ
Codén de término (ocre)
Sitio HindIII
rpoNAl AGGATCCCCGGGCGCCTCAGCGTTTACGATAACC Amplificacién de frag. A2
Eliminacién de rpoN
Sitio Smal
rpoNA2 TCCTTATCGGTTGGGGTTCAGAATCGTACTCTCCT Amplificacidén de frag. A2
Eliminacién de rpoN
rpoNBl ACGATTCTGAACCCCAACCGATAAGGAAGACACTA Amplificacién de frag. B2
Eliminacién de rpoN
rpoNB2 TCTAGAGGATCCAGTGGACGCGGCTTCGCGTACA Amplificacién de frag. B2
Eliminacién de rpoN
Sitio BamHI
B7 GAAGAATTCAGACTCTGATAGG Amplificacién de 5 (N-
terminal) de rpoN de K.
pneumoniae
w302 CACTCGCCAGTTTGGATCGACT Amplificacién de 5' (N-

terminal) de rpoN de K.

*Todos los oligonucledtidos fueron sinteti

pneumoniae

dos en la unidad de sintesis del |

de Biotecnologia de la UNAM.
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Determinacion de la Actividad de B-galactosidasa in vivo.

Todas las actividades de f-galactosidasa in vive reportadas en este trabajo fueron
realizadas con el uso de los reporteros que se muestran en la tabla 3, de la siguiente manera:
a 0.1 ml de cultivo (LB 6 M9 a una ODgy entre 0.4 y 0.6) se le adicionaron 0.9 ml de buffer
Z (apéndice). Se agregaron 50 ul de cloroformo y se agité fuertemente (vortex) para lisar
las células. Posteriormente, se afiadieron 100 wl del sustrato o-nitrofenil-p-D-
galactopirandésido (ONPG) 8 mg/ml para la p-galactosidasa y esta reaccién se incubé a
temperatura ambiente. Finalmente, se detuvo la reaccion con la adicién de 0.5 ml de
Na,CO, IM. El tubo de reaccién fue centrifugado a 14 000 rpm durante un minuto y se
determind la OD,,, para estimar la actividad de B-galactosidasa. Para cada construccién se
tomaron tres cultivos independientes. La actividad especifica de la pB-galactosidasa es
reportada como nmoles de ONP producido por minuto en una cantidad determinada de
células, y las unidades Miller (Miller, 1972) fueron calculadas como se describe a

continuacion.

Cilculo de la actividad de p-gal:

B-gal Miller units = OD,./(tiempo x vol x 0Dy, células)
Donde:
tiempo: es el tiempo de la reaccién dado en minutos.
vol: es el volumen de cultivo celular utilizado en ml (0.1 ml).
0D, es la densidad Gptica de la reaccién (coloracién amarilla).
0D, es la densidad del cultivo celular.

Tabla 3. Plasmidos.

Plasmidos Caracteristicas Cita

(reporteros)

psSU003 Regién promotora nifHA de Rhizobium meliloti (sin (Gonzalez et al.,
UAS) fusionada a lacZ, Cm", originado de pACYC184 1998)

pcul0l Regién promotora nifH de Rhizobium meliloti (con (Gonzalez et al.,
UAS) fusionada a lacZ, Cm*, originado de pACYC184 1998)

PMB210 Regi6én promotora nifH de Rhizobium meliloti completa  (Ditta et al.,
fusionada a lacZ, Tc", originado de pRK290 1985)

pMB210-UAS Regién promotora nifH de Rhizobium meliloti (sin En este trabajo

UAS) fusionada a lacZ, Tc", originado de pMB210

pPRT22 Regién promotora nifH de Klebsiella pneumoniae (Tuli and
fusionada a lacZ, Cm", originado de pACYC177 Merrick, 1988)

pRO310 Regién promotora 070 ompSl de Salmonella typhi {Oropeza et al.,
fusionada a lacZ, Tc", originado de pRO521 1933}




Tabla 3. Plasmidos continuacién.

Muateriales s Méwodos

Plasmidos Caracteristicas Cita

(Construc. )

pUC1E Vector de clonacién Amp® {Vieira and

Messing, 1982)

TyrReentralWT Derivado de PUCL8 con inserto EcoRI-HindIII. Dominio (Flores H. Datos
central de TyrR silvestre. no publicados)

TyrRcentral Derivado de PUC18 con inserto EcoRI-HindIII. Dominio (Flores H. Datos

GAFTGA central de TyrR con regién C3 consenso (GAFTGA). no publicados)

TyrR/PhhR Derivado de PUC18 con inserto EcoRI-HindIII. Dominio En este trabajo
central de TyrR con regién C3 de PhhR.

TyrR/PhhR+Arg Derivado de PUCl18 con inserto EcoRI-HindIII. Dominio En este trabajo
central de TyrR con regiones C3 y C4 de PhhR.

TyrR191-285 Derivado de PUC18 con inserto EcoRI-HindIII. Dominio En este trabajo
central de TyrR con codén de término en regién C3.

M1-M5 Derivado de PUC18 con inserto EcoRI-HindIII. Dominio  En este trabajo
central de mutantes TyrR/PhhR M1l a MS.

pUC1BPhhR Derivado de PUC18 con inserto KpnI-Xbal. Dominio En este trabajo
central de PhhR silvestre.

PUCTYrRZ Derivado de PUC1B con inserto EcoRI-HindIII. Dominio En este trabajo
central de TyrR hasta la regién C3.

PUCPSpPF2 Derivado de PUC18 con inserto EcoRI-HindIII. Dominio En este trabajo
central de PspF hasta la regién C3.

PUCLB-MTIM Derivado de PUC18 con inserto EcoRI-HindIII. (datos no
Proteina mono TIM de Trypanosoma brucei. publicados)

PM1-k PWKS130 con sitio KpnI removido y nifA de pRJ7511 (Grande et al.,
clonado com BamHI-PstI, Em". 1999)

PMJ15 Derivado de pQE-32 con promotor T5. Inserto Nlalll- (Jovanovic et
HindII1 con dominio central de PspF (6XHisPspFAHTH) al., 1999)

pKK223-3 Vector de clonacién Km" Pharmacia

pMMTO Derivado de PTZ19R con rpoN de Klebsiella pneumoniae (Merrick and
expresado con su propio promotor Gibbins, 1985)

pKO3 Origen de replicacién M13. Genes sacB (levan (Link et al.,
sacarasa) y cat (cm"). Regién miltiple de clonacién. 1997)

pKO3-RPON Derivado de pK03 con inserto BamHI-Smal en regidn En este trabajo

miltiple de clonacién. Regiones adyacentes de rpoN
de E. coli.
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Construccion de los fragmentos N-terminal del dominio central de TyrR y PspF.

Con el uso de PCR y con oligonucleétidos mutagénicos se crearon las
construcciones pUCTyrRZ y pUCPspFZ. En pUCTyrRZ, se generé un codén de termino en
la region C3 (de GAFEGA a GAFZGA) utilizando el templado TyrR/PhhR y los
oligonucleétidos reverse-TyrRocr. El oligonucledtido TyrRocr presenta el codén UAA
(terminador ocre, tabla 2) seguido de un sitio Hindlll. La reaccién de amplificacién del
fragmento se desarroll6 bajo las siguientes condiciones: un ciclo 92° C 5 min; 25 ciclos 92°
C 30 seg, 55° C 30 seg, y 72° C 1 min; un ciclo a 72° C por 5 min. La reaccién fue con la
mezcla para PCR mds la adicion de DMSO al 10 %. La amplificacién gener6 un fragmento
que codifica parte de la regién N-terminal de TyrR/PhhR y del dominio central de
aproximadamente 300 pb que fue digerido EcoRI-HindlIl para clonarlo como péptido de
fusién en el vector pUCI18 digerido previamente. De la misma forma, se construyé
pUCPspFZ generando un fragmento de la regién amino-terminal de la proteina PspF
similar al de pUCTyrRZ. El templado utilizado para la amplificacién de este fragmento fue
el vector pMJ15 que presenta el dominio central de PspF de E. coli y los oligonucleétidos
usados fueron PspFeco-PspFhind (tabla 2). Las condiciones de amplificacién fueron: un
ciclo 92° C 5 min; 25 ciclos 92° C 30 seg, 55° C 30 seg, 72° C I min; un ciclo a 72° C por 5
min, usando la mezcla comiin para la reaccién de PCR (apéndice). El producto obtenido de
aproximadamente 300 pb fue digerido EcoRI-Hindlll, para ser clonado también como
péptido de fusiéon en pUCI18. Todos los fragmentos y vectores construidos fueron
purificados con el kit de purificacién ROCHE. A las nuevas construcciones también se les
evalué la actividad de B-galactosidasa in vivo.

Generacion de banco mutagénico TyrR/PhhR.

Con el uso de la técnica de PCR mutagénica (Cadwell and Joyce, 1992) se
mutagenizé la construccion TyrR/PhhR que contiene la regién C3 del dominio central de
PhhR. La reaccién de PCR se realizé con una mezcla especial para PCR mutagénica y bajo
las siguientes condiciones: un ciclo 92° C 5 min; 25 ciclos: 92° C 30 seg, 55° C 30 seg, 72°
C 1 min; I ciclo a 72° C 5 min en un Robocycler 40-Stratagene. La reaccion de 50 ul
contenfa 7mM de MgCl,, 0.5mM de MnCl,, dNTPs desbalanceados (0.2mM dGTP, 0.2mM
dATP, ImM dCTP y ImM dTTP), buffer Gibco 1X para PCR™* (apéndice), 10 pmol de

cada uno de los oligonucleétidos (forward y reverse especiales para pUC18 por alinear con
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las regiones externas a la zona de clonacion maltiple), H,0, Tag polimerasa 2 u y ADN
templado (50 ng). El producto de PCR fue digerido EcoRI-Hindlll y purificado con el Kit
ROCHE para ser ligado (apéndice) en el vector pUCI8. Células de la cepa MC1061 fueron
electrotransformadas con el producto de la ligacién. El banco fue recuperado y amplificado
en cultivos con LB/Amp. Finalmente se purificé plismido y se digirié con EcoRI-Hindlll
para ver la presencia del inserto. Ademds, se mandaron a secuenciar 10 clonas para
verificar la tasa de mutagénesis de la reaccion de PCR mutagénica.

Método de Tamizado (reportero pRT22).

El banco obtenido de la PCR mutagénica fue electroporado en la cepa MC1061 que
contenia el pldsmido pRT22. El vector pRT22 presenta la regién de control de nifH de
Klebsiela pneumonie fusionada al gen lacZ y la activacién de este promotor permite
expresar la p-galactosidasa para la degradacion del sustrato cromogénico X-Gal (5-bromo-
4-cloro-3-indolil-p-D-galactosido). Las células recuperadas de la electroporacién que
contenian el banco mutagénico fueron tamizadas en cajas con medio M9/antibiéticos/X-gal
(apéndice). Las colonias que presentaron una mayor coloracioén azul fueron seleccionadas.
Posteriormente, se generaron mezclas de las mutantes previamente seleccionadas para
volver a tamizar de la misma manera y verificar el fenotipo observado. Las candidatas
seleccionadas fueron secuenciadas y sometidas a ensayos de actividad de p-galactosidasa in
vivo para verificar lo observado en el tamizado.

Construccion de la cepa MC1061 ArpoN.

La eliminacion del gen rpoN de Escherichia coli MC1061 se obtuvo por una doble
recombinacién homdloga, con el uso del vector suicida pKO03 (fig. 5) (Link er al., 1997).
Para esto. se disefiaron dos juegos de oligonucleétidos para generar por PCR dos
fragmentos que corresponden a las secuencias adyacentes 5” (fragmento A2: oligos rpoNA |
y rpoNAZ2, tabla 2) y 3" (fragmento B2: oligos rpoNB| y rpoNB2, tabla 2) del gen rpoN de
E. coli (condiciones de reaccion de PCR para fragmentos A2 y B2: un ciclo 92° C 5 min; 25
ciclos: 92° C 30 seg, 55° C 30 seg, 72° C | min; un ciclo a 72° C 5 min, en la mezcla comiin
para PCR). Cada fragmento fue de aproximadamente 500 pb y presentaba en los extremos
un sitio de restriccion (segiin sea el caso BamHI 6 Smal) y una regién que complementaba
aproximadamente con 15 pb del otro fragmento generado. Ambos fragmentos fueron

apareados en dicha regién complementaria al disminuir la temperatura de 92°C a 55°Cy
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extendidos con Taq polimerasa (Paso 1: extension: un ciclo 92° C 5 min; 5 ciclos: 92° C 30
seg, 55° C 1 min, 72° C 1 min; un ciclo a 72° C 5 min, en la mezcla tipica para PCR sin
oligonucledtidos) para generar un fragmento tnico de 1000 pb con los sitios BamHI y Smal
en los extremos. Este fragmento fue amplificado inmediatamente por PCR usando
solamente los oligonucledtidos externos rpoNA1 y rpoNB2 (Paso 2: amplificacion: un ciclo
92° C 5 min; 25 ciclos: 92° C 30 seg, 55° C 30 seg, 72° C | min; un ciclo a 72° C 5 min,
adicionando de oligonucleétidos externos). El producto obtenido fue digerido con BamHI-
Smal para posteriormente clonarlo en el vector pK03 previamente digerido con las mismas
enzimas. El vector pKO3 contiene una regién de clonacién miiltiple y un origen de
replicacién sensible a temperatura (42° C), ademds de los genes sacB y cat para la levan
sacarasa y para la cloranfenicol acetil transferasa respectivamente (Link et al., 1997). El
nuevo vector obtenido (pK03-RPON) con las secuencias adyacentes del gen rpoN de E. coli
se introdujo por electroporacion en células de E. coli cepa MC1061 para inducir el evento
de doble recombinacién. Posteriormente, una parte de las células electrotransformadas
fueron sembradas en cajas de LB/Cm e incubadas a 42° C, mientras que otra parte, fue
también crecida en cajas de LB/Cm, pero incubadas a 30° C para medir la frecuencia de la
integracién por recombinacién del vector en el cromosoma durante el crecimiento a 42° C.
De las cajas crecidas a 42° C, se seleccionaron de 1-5 colonias y se inocularon en 1 ml de
medio LB liquido permitiendo su crecimiento durante 2 horas a 30° C. Este cultivo fue
diluido y sembrado en cajas de LB/sacarosa al 5% para seleccionar aquellas clonas que no
porten el plasmido. Finalmente, las colonias obtenidas en las placas fueron picadas en cajas
de LB/sacarosa 5%, LB/Cm y en medio W-Arg para identificar las clonas que hubieran
perdido el gen del cromosoma y no presentaran el vector pK03. La eliminacién fue
confirmada por PCR y por secuencia de la regién cromosomal utilizando varios juegos de
oligonucledtidos (oligonuceétidos para las regiones adyacentes del gen rpoN y
oligonucleétidos para el reconocimiento de secuencia del gene rpoN de Klebsiella

pneumoniae).
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Figura 5. Eliminacién del gen rpo\ con el uso del vector pK03. A) Amplificacién por PCR de las regiones 5" y 3’
del gen rpoN para su ali ¥ extensidn (fig. 4), para crear un fragmento mayor. B) Clonacién del fragmento
en el sitio de clonacion miltiple de pK03. C) Transformacién de la nueva construccién en E. coli MC1061 y
facilitar la doble recombinacién para la eliminacién del gen.

RESULTADOS.
1. Analisis in silico del sistema ™.
Resultados y Discusién.

El ripido avance en la secuenciacién genémica de los organismos, ha proporcionado
una gran cantidad de datos que pueden ser explotados en una infinidad de dreas biolégicas.
Utilizando esta informacién buscamos determinar probables eventos de reclutamiento de
EBPs, similar al ocurrido en TyrR de Escherichia coli. Para ello, realizamos un anilisis in
silico de los elementos que participan en la regulacién transcripcional de genes
dependientes del factor 6™ (0™ y EBPs) en los 145 genomas bacterianos completamente
secuenciados y depositados hasta diciembre del 2003 en la base de datos del National

Center for Biotechnology Information  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

De la base de datos se eliminaron las secuencias que pertenecian a serotipos de la
misma especie evitando una posible duplicacién de informacién, reduciéndola finalmente a
17 arqueas y 100 eubacterias (tabla 4). Sobre estos 117 genomas, se hizo una biisqueda de
probables o™ y EBPs, utilizando como elementos de bisqueda RpoN de E. coli y el
dominio central de NtrC de Rhizobium meliloti (L139-A367) respectivamente. La biisqueda
fue realizada con el programa tblastn (PROTEIN query-TRANSLATED database) del
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NCBI, con una matriz de sustitucion BLOSUMS62 y con un valor minimo de expectativa de
0.0001. Con los resultados obtenidos se hicieron nuevas biisquedas con otras secuencias de
EBPs y de RpoNs con el fin de verificar lo observado inicialmente.

Los resultados de la biisqueda se observan en la tabla 4. En Arqueas no se encuentra
presente el sistema o™, mientras que en eubacterias, 58 organismos presentan los dos
elementos requeridos en la bisqueda con un niimero diverso de probables EBPs. Dentro de
este grupo de organismos, 7 contienen mds de un gene rpoN. También se puede observar
que en 10 organismos se encuentra presente el par funcional (0-EBPs) con un sélo
miembro de cada elemento. En Neisseria meningitidis, que se abordara
independientemente, s6lo se observaron restos de elementos que muy probablemente
pertenecian a un sistema o' y la evidencia de un evento de reclutamiento. En los restantes
41 genomas de eubacterias donde no estd presente o', se observaron 12 genomas donde la

biisqueda localizé 14 probables EBPs.

Tabla 4. Elementos del sistema o™ en los genomas totalmente secuenciados.

EBPs | rpolNs EBPs | rpolNs |
| ARCHEA Proteobacteria
| 17 penomes = — aloha subdivision
BACTERIAL Others
| Actinobacterial Bradvrhizobium iaponicum USDA 110 * 11 2
|_Bifidobacterium longum NCC2705 = = 3 1
Ce terium diphtheriae = — | Brucella suis 1330 3 1
| Corvnebacterium efficiens YS-314 = o Caulobacter crescentus CB13 4 L
|_Corynebacterium glutamicum ATCC 13032 — - Mesorhizobium loti * 7 2
|_Mycobacterium bovis subsp, bovis AF2122/97 = — Rhizobiaceae
| Mycobacterium leprae - = ? 1 6 1
|_Mycobacterium tuberculosis CDC1551 - —_ Sinorhizobium meliloti 7 1
|_Streptomyces avermitilis MA-4680 22+ 1 = | Rickettsiales
| Streptomyces coelicolor A3(2) *** 1 = Rickewslq pomorii %7 1 =
| Tropheryma whipplei TWO8/27 — = Rickettsia prowazekii *** 1 =
beta subdivision
Chla muridarum ** 1 1
Chlamydia trachomatis ** 1 1 Bordetella bronchiseptica * [ 2
| Chiamydophila cavige GPIC ** 1 1 Bordetella parapertussis * 6 r
| Chlamydophila pn: iae ARJD ** 1 1 Bordetella pertussis 3 1
Gloeobacter violaceus *** 1 = Ralstonia selanacearum 13 1
Nostoc sp. PCC 7120 *+* 1 = Neisseriaceae
| Prochlorococcus marinus str, MIT 9313 =+ 1 = Ch bacterium violaceum ATCC 12472 8 1
| Symechococcus sp, WH 8102 - aa= Neisserig meningitidis MOS8 *+* 1 1
|_Synechocystis sp, PCC 6803 »=* 1 == | Others
| Thermasynechococcus elongatus BP-1 = e Nitrosomonas ewropaga ATCC 19718 3 1
| Bacillales Campylobacter iciuni subsp. iejuni ** 1 1
i i 6 1 Helicobacier hepaticus ATCC 51449 *+ 1 1
i ATCC 14579 7 1 Helicobacter pylori 266935 1 1
Bacillus halodurans 9 1 Waolinella succinogenes * P 2
> - y
Listeria innocus 3 : Enterobacteriales
| Listeria mono EGD-¢ 3 1 Buchnerg aphidicola str. APS {Acvrthosiphon pisum) -
| Oceanobacillus iheyensis HTE83 | H 1 Candidatus Block Lloridanus -
|_Staphyviococcus aureus subso, aureus MW2 = == Wigelesworthia elossinidia endosvmbiont of Glossi e
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Tabla 4. Elementos del sistema o™ en los genomas totalmente secuenciados (continuacion).

Staphylococcus epidermidis — | — | Escherichigcoli K12 12 1
| Clostridia_ Photorhabdus luminescens subsp laumondii TTO1 6 1
|_Clostridium acetobutylicum 3 1| Salmonella enterica subsp_enterica serovar Tvphi 12 11
| Clostridium perfringens str. 13 ** 1 1| Salmonella typhimurium LT2 15 1 1

Clostridium tetani E8% 6 1 i i STT 9 1

Thermoanaerobacter fengcongensis 10 1 Yersinia pestis KM S 1

i Others
js V583 5 || Coxiella burnetii RSA 493
|_Lactobacillus plantarum WCFS1 =+ 1 1 Shewanella oneidensis MR- | 11 1

Lactococcus lactis su!ﬁn lactis == — Pasteurellaceae
|_Streptococcus aealactiae 2603V/R o i i o | ik 1
|_Streptococcus mutans UA139 — — zae Rd KW2() ==+ 1 —

Streptococcis pneumonige R6 — | — | Pasteurella multocida *** 2 | -
| Streptococcus pyogenes M1 GAS = | — 1 Pscudomonadacene
| Mollicutes Pseudomonas aeruginosa PAO| 2 1
|_Mycoplasma gallisepticum R = | — | Pseudomonas putida KT2440 22 1
| _Mycoplasma genitalium — | -— | Psendomongs syringe DV, tomato str, DC3000 23 1

Mycoplasma penetrans — — Vibrionaceae

Mycoplasma pneumoniae s e Vil 10V 14 1

Mpycoplasma pulmanis = | — | Vibric parahgemolyticus RIMD 2210633 17 1
| Ureaplasma urealyticum — | — | Vibrio vaimificus Y016 14 1
| Others Xanthomonadaceae
|_Aguifex acolicus VES [ 1| Xanthomonas axonopedis v, citri str, 306 * 2 2
|_Bacteroides thetaiptaomicron VPI-5482 9 1__| Xanthomonas campestris D, campestris str, ATCC 33913 * 8 2
|_Chiorobium tepidum TLS 3 1 Xuvlella fastidipsa Temeculal 2 1

i R1 — | — | Spirochactales

Fusobocterium nucleatum subsp nucleatum *** 2 — | Borrelia burpdorferi B3] ** 1 1
|_Pirellula sp, | 16 | 1 | Leprospira interropans serovar laj sir, 56601 2 1
|_Porphyromonas gingivalis W83 3 1__| Treponema pallidum subsp, pallidum str, Nichols 2 1

Thermotoga maritima i

Biisqueda de EBPs con el dominio central NtrC de R. meliloti, y de o™ con RpoN de E. coh ‘genomas con dos
genes rpoNs. **genomas con ¢l par funcional o™-EBP. ***genomas con probable evento de recl i de EBPs.

El par funcional o”-EBP.

A partir de los datos obtenidos en la bisqueda, se seleccionaron y analizaron los
casos donde se observé solamente un miembro de cada elemento del par funcional (1-
EBP/1-0™), esto con el fin de identificar los dominios presentes en la EBP y describir las
probables caracteristicas funcionales. De los diez casos descritos en la tabla 4 (no tomando
en cuenta el caso de Neisseria meningitidis), cuatro tienen los tres dominios caracteristicos
para las EBPs (N-terminal, central y C-terminal; fig. 6). Las proteinas HH1635 (FIgR) de
Helicobacter hepaticus, C11024C de Campylobacter jenjuni y BB0763 de Borrelia
burgdorferi presentan un arreglo similar a NtrC que es miembro del sistema de dos
componentes. Un sistema de dos componentes permite a la bacteria detectar responder
adecuadamente tanto a senales de estrés como a ambientales, y un buen representante de
estos casos es el sistema NtrB/NtrC. La proteina NtrC que regula la asimilacién de
nitrégeno, es activada por una histidina cinasa (NtrB), mediante la fosforilacién de un
residuo de aspartato presente en el dominio sensor. Esta fosforilacién permite la
oligomerizacién necesaria para la activacion transcripcional (Austin and Dixon, 1992;

Mettke et al., 1995). La proteina CPE2358 de Clostridium perfringens es la tinica de este
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grupo con dos dominios en su N-terminal, uno conocido como PAS, similar al presente en
la proteina TyrR de E. coli y que es utilizado para detectar metabolitos del medio, mientras
que el otro asignado como PTS-HPr, que es un dominio de fosforilacién (Studholme and
Dixon, 2003).

Por otro lado, existen seis casos donde no se observa el dominio de unién a ADN
(C-terminal, HVH), cuatro se encuentran distribuidos en Clamidiae (CP0162 de
Chlamydophila pneumonie, CCAQ0155 de Chlamydophila caviae, TCO753 de Chlamydia
muridarum y CT468 de Chlamydia trachomatis), mientras que los otros dos son HP0703 de
Helicobacter pylori y 1p_0585 de Lactobacillus plantarum (fig. 6).

En el grupo de proteinas de Clamidiae (4 miembros) se observé una identidad alta
entre ellas (66 % minimo en proteina completa, tabla 5), indicando que muy probablemente
son genes ortdlogos. Los genes ortélogos son genes homoélogos que se encuentran
realizando la misma funcién en distintos organismos (Gogarten, 1994). Ademds, igual que
las EBPs identificadas en H. hepaticus (HH1635), C. jenjuni (CJ1024C) y B. burgdorferi
(BB0763), presentan un arreglo de sus dominios similar a NtrC. En cuanto a la proteina
1p_0585 de L. plantarum, se observé que presenta el dominio central menos conservado,
ademds de no tener un dominio regulador en el N-terminal. Sin embargo, esta proteina
probablemente pueda seguir detectando a través de un dominio de fosforilacién (PRD)
ubicado en la regién C-terminal, disposicién no comin para las EBPs (Studholme and
Dixon, 2003).
jejuni (CJ1024C)

hepaticus (HH1635) G g E ieTnet
burgdorferi (BBOTE3) Fis-type

mIO

C. perfringens (CPE2358)__PTS-HPr ) (__PAS s

Fis-type

pneumoniae (CPO162)
caviae (CCAD0155)
mundarum (TCO753)
trachomatis (CT468)
pylon (HPO703)

IONO00

L. plantarum lp_0585

Figura 6. Disposicién de dominios de las EBPs unicas presentes en el par funcional. Con el anilisis de dominios
funcionales (bases de datos SMART, Prodom, Prosite), se observé que las mayoria de las EBPs descritas aqui
presentan un dominio N-terminal de tipo del sistema de dos comp tes (resp regul ). Ademis, se observa
que en el grupo de clamidias, las EBPs no presentan el dominio de unién a ADN, indicando una probable
activacion en frans llevada por estas proteinas. Finalmente en L. plantarum la EBP pr ta un arreglo poco comin
para esta familia de activadores transcripcionales.
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Tabla 5. Matriz de identidad de secuencia del grupo de clamidias, proteina completa (programa
BioEdit Sequence Alignament Editor).

Seq-> CT468 TCO753 CCA00155 CP0162
CT468 1.000 0.896 0.720 0.659
TC0753 -— 1.000 0.723 0.668
CCROO0155 e -— 1.000 0.769
CPO162 - —— = 1.000

Entre los casos que mas despertaron nuestra atencién, se encuentran el de H. pylori
y los del grupo de clamidias, ya que atn con la pérdida del dominio C-terminal (fig. 6),
situacion curiosa en las EBPs, tienen la posibilidad de activar en frans a promotores o
(Mathews and Timms, 2000; Spohn and Scarlato, 1999). Existe evidencia de que sélo el
dominio central de NifA, una EBP que activa genes para la fijacion de nitrégeno en
Rhizobium meliloti, puede activar la expresion en trans de genes dependientes del sistema
o (Huala and Ausubel, 1989). El dominio C-terminal, le podria conferir especificidad a las
EBPs cuando se encuentran coexistiendo varias EBPs dentro de un organismo, como es el
caso de E. coli que tiene 12 activadores de esta familia. Nosotros sugerimos que
probablemente la presencia de este dominio C-terminal en las EBPs tnicas, hasta cierto
punto seria innecesaria, por la capacidad de activacién en trans del dominio central y por la
ausencia de una probable activacién cruzada con otros activadores dependientes de ¢
inexistentes. Sin embargo, para que se logre una activacién eficiente bajo estas
caracteristicas, sugerimos también la presencia de al menos dos elementos: un dominio
central que genere una actividad en trans muy robusta y promotores fuertes —12 y 24, con
el fin de que con la minima interaccién se promueva la transcripcién. Judrez et al (2002),
identificaron por mutagénesis al azar cuatro residuos del dominio central de NifA de
Bradyrhizobium japonicum (P291S, S356G, N271D y S381G), que al ser modificados
incrementaban una activacién originalmente disminuida por una deficiencia en el pegado a
las UAS. Ellos también observaron que los cambios sencillos y multiples incrementaban de
forma distinta la activacién transcripcional. En las EBPs del grupo de Clamidias y la de H.
pylori se observa al menos una posicién (S356G) de las cuatro antes mencionadas, ademds
de presentar las regiones del domino central de importancia funcional muy conservadas.

También, en H. pylori se han localizado cinco operones con promotores —12, 24, en los

32



Resftados |
cuales, se observan secuencias consenso que indican una fuerte interaccién con Ec™
(Spohn and Scarlato, 1999).

Todas las EBPs descritas en esta seccién presentan las regiones altamente
conservadas del dominio central, a excepcion de Ip_0585 de L. plantarum, asi como los
aminodcidos conservados que estudios genéticos han demostrado que son importantes para
su funcion (principalmente regiones C1, C3, C4 y C7) (Gonzalez et al., 1998; Hilgenfeld.
1995; Morett and Segovia, 1993; Perez-Martin and de Lorenzo, 1996; Rombel er al., 1999;
Saraste er al., 1990). Esto nos permite sugerir que estos activadores son funcionales y que
se mantienen junto con o' regulando la expresion de genes. Existen datos experimentales
en H. pylori y C. jejuni que confirman dicha funcionalidad. En ambos casos, se observé que
la expresion de los operones con promotores o™ se relaciona con la estructuracién del
flagelo y que mutantes en la EBP, restringen la formacién de dicha estructura motriz
(Jagannathan et al., 2001; Spohn and Scarlato, 1999).

Estos datos en conjunto sugieren que los factores o™ en estos casos se encuentren
probablemente coevolucionado junto con su EBP, incrementando su especificidad por ella
y perdiendo la capacidad de interaccionar con otras EBPs. En Rhodobacter sphaeroides que
se vera mds adelante existen factores o™ especificos para ciertas EBPs (Poggio et al.,

2002).

Mds de un elemento del par funcional.

La mayor parte de los genomas analizados, presentan desde 2 hasta 23 EBPs (tabla
4), y sus funciones han sido descritas con mayor detalle por Studholme y Nixon (2003).
Ademds de esta informacion, los resultados de la tabla 4, muestran a los organismos que
presentan varias copias del gen rpoN (6™). De los organismos que presentan el sistema o™,
Bradyrhizobium japonicum, Mesorhizobium loti, Bordetella bronchiseptica, Bordetella
parapertussis, Wolinella succinogenes, Xanthomonas axonopodis y Xanthomonas
campesiris), contienen 2 genes rpoN sugiriendo la posibilidad, de que puedan estar
funcionando independientemente con determinadas EBPs, como es el caso de Rhodobacter
sphaeroides. En R. sphaeroides, un genoma no analizado en este trabajo, se ha observado
que al menos 2 de sus 4 copias de rpoN son requeridas para expresar de forma

independiente grupos de promotores. El gen rpoN2 regula la expresion de genes del flagelo,
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mientras que el responsable de la expresion de genes relacionados con la asimilacién de

nitrégeno es rpoNI (Poggio et al., 2002).

El caso Neisseria.

En el curso de este trabajo, encontramos un caso que nos dio pauta para reconstruir
un probable evento evolutivo reciente, que finalizé en la eliminacién gradual del sistema
o y en el reclutamiento de algunos de sus elementos. En el genoma de Neisseria
meningitidis (tabla 9) se observa la presencia de ambos elementos del par funcional (o™-
EBP), sin embargo, la secuencia de RpoN carece de regiones de importancia funcional
indicdndonos la inactividad del sistema o™. Ademds, en la especie cercana Neisseria
gonorrhoeae resalta la existencia de promotores o> funcionales que han sido verificados
experimentalmente (Carrick ef al., 1997). Dadas estas observaciones, nos propusimos a
analizar por separado y mds a fondo este caso.

Promotores sigma 54: En Neisseria meningitidis hasta ahora no se conoce la existencia de
promotores dependientes de o™, Sin embargo, en Neisseria gonorrhoeae la expresion de la
proteina PilE, que es una subunidad estructural del pili y que también esta presente en N.
meningitidis, es controlada por un promotor dependiente del factor o™ (P1), sobrelapado
con un promotor o> (P3). El promotor P3 no es activo en N. gonorrhoeae, pero en E. coli y
en P. aeruginosa si es dependiente de o™ (Carrick et al., 1997). Esto nos indica que la
expresion del gene pilE, necesario para la adherencia especifica sobre células de mucosa en
humanos, cambié su modo transcripcional a o™ al perderse el sistema o™, Madan Babu
(2003), describe que la pérdida de factores o dispara la acumulacién de pseudogenes y que
si algiin gene dependiente del factor perdido es esencial, se modifica el promotor para ser
reconocido por cualquier otro factor o, muy probablemente fue lo que sucedié en N.
gonorrhoeae.

Sigma 54: Existe evidencia experimental de que en las Neisserias se expresa un factor o™
por deteccion inmunoldgica usando anticuerpos anti-caja RpoN, que es una region en el C-
terminal de la proteina que reconoce la regién —24 del promotor, sin embargo no es
funcional (Laskos ez al., 1998). En la secuencia de la probable RpoN de N. meningitidis
obtenida en la bisqueda, observamos la conservacion de las regiones N-terminal (rica en

glutaminas) y caja RpoN, sin embargo, también se observa la eliminacién de la regién
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donde se encuentra el arreglo HVH (hélice-vuelta-hélice), importante para reconocimiento
de la region —12 del promotor. En cambio, en la RpoN de N. gonorrhoeae, Laskos et al
(1998) observaron por anilisis de secuencia un cambio en el marco de lectura de todo el N-
terminal (incluyendo la HVH), ademas de la eliminacién presente en N. meningitidis. Estas
caracteristicas imposibilitaron a esta proteina (RpoN N. gonorrhoeae) para complementar
el sistema o de E. coli TH1 (rpoN interferido por un transposon) (Laskos et al., 1998).
Esta informaci6n sugiere que la pérdida del sistema o™ producida por la eliminacién de
parte de la secuencia de ™ en ambas especies, se dio antes de la especiacién entre V.
gonorrhoeae y N. meningitidis, y que en N. gonorrhoeae posteriormente, se modificé el
marco de lectura inicial. Ademds, es de destacar que ambas proteinas conservan la caja
RpoN y probablemente puedan seguir funcionando como represor transcripcional ya que se
mantiene su afinidad de uni6n a ciertas regiones en el ADN.

Proteinas de unién a enhancer: Como resultado de este andlisis, encontramos una probable
EBP en el genoma de N. meningitidis (NMBO115, fig 7; tabla 4) que se expresa bajo ciertas
condiciones (Grifantini er al., 2003). La proteina NMBO115 presenta un dominio central
poco conservado con regiones funcionales tales como Walker A y la regién C7, pero carece
por completo de la regién C3, indicando la pérdida de su funcién como activador o>, Por
otro lado, en la especie N. gonorrhoeae, se ha descrito que la fusion de una probable EBP
con una proteina histidina cinasa (PilS), gener6 una proteina quimérica conocida como Rsp
(regulator-sensor protein) (Carrick et al., 2000). Rsp presenta el dominio transmembranal
de PilS fusionado a parte del dominio central (C4 en adelante) y el dominio C-terminal
(union a ADN, HVH) de la EBP. dicha fusién, ejemplifica claramente un evento de
reclutamiento de EBPs en esta especie. Las secuencias del dominio central de NMBOI115
(N. meningitidis) y de la parte correspondiente de Rsp (N. gonorrhoeae), resultaron
distintas cuando se analizaron por alineamiento miiltiple utilizando Clustal_X. Esta
informacién nos indicé que cada organismo recluté distintas EBPs posterior a la pérdida del
sistema o™,

En este caso en particular, se pudo observar que el sistema o> si existié en
Neisserias dada la presencia del par funcional y de un tercer elemento que corresponde al
promotor -12 y —-24, desechando completamente que la EBP localizada fuera un evento

aislado de transferencia horizontal. En trabajos posteriores se necesitaria realizar una
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bisqueda de promotores o™ en los genomas donde solamente se observaron EBPs, con el
fin de determinar cuales organismos llegaron a presentar un sistema o' y poder asignar
cuales genes pudieron estar bajo su control, como lo observado con PilE de N.

gonorrhoeae.

Reclutamiento de EBPs: evidencia de genomas sin 0.

A continuacién describiremos las caracteristicas estructurales y funcionales de 14
probables EBPs obtenidas en la bisqueda, en los genomas secuenciados sin o™ (tabla 4).
Nosotros sugerimos que estas proteinas sufrieron un evento de reclutamiento que fue
disparado por la pérdida del factor o™, y que su estado funcional probablemente se ha
mantenido en base al andlisis que a continuacién presentamos.

En el genoma del patogeno oportunista Fusobacterium nucleatum, que presenta 4
factores o y 43 reguladores transcripcionales (Kapatral et al., 2002), se localizaron las
proteinas FN1321 y FN1831 descritas por Studholme y Nixon (2003). Ambas proteinas
presentan una disposicién de dominios similar a NtrC con un dominio central de activacién,
un domino C-terminal para unién a ADN y un dominio sensor N-terminal perteneciente al
sistema de dos componentes (fig. 7). Por lo tanto, en F. nucleatum las proteinas FN1321 y
FN1831, muy probablemente puedan seguir detectando sefiales y actuando sobre nuevos

blancos, tales como promotores dependientes de otros factores o.
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Figura 7. Disposicién de dominios de las EBPs presentes en organismos sin o*. En la mayoria de las proteinas se
identificaron dominios preestablecidos para las EBPs (Studholme y Nixon, 2003) como son el arreglo similar a
Ntr( ¥ los arreglos de las TyrR's ¥ del género Streptomyces. Sin embargo, en cianobacterias todos los dominios
presenteb, a excepcidn del dominio central, son atipicos para la familia. La pérdida de la regién C3 en estas
pr corresponde a AC3. Domini ignados por las bases de datos SMART, Prodom y Prosite.

Con las mismas caracteristicas que FN1321 y FN1831, podemos observar a las
proteinas encontradas en los genomas del género Rickettsia (Rickettsia prowazekii: RP562;
y R. conorii: RC0849; fig 7). Las rickettsias son pardsitos intracelulares obligados que
contienen sélo los factores transcripcionales 6™ y 6™, asi como un nimero reducido de
genes regulatorios. También presentan una tendencia a la reduccion gendmica (Andersson
et al., 1998; Ogata et al., 2001). Las proteinas RP562 y RC0849 han sido anotadas como
NtrX, que es parte del sistema NtrY/NtrX, similar a NtrB/NtrC, y que fue determinado por
primera vez en Azorhizobium caulinodans (Pawlowski er al., 1991). También con el mismo
arreglo podemos observar a PM 1460, una de las dos proteinas localizadas en el genoma de
Pasteurella multocida. Los miembros de este género son considerados como oportunistas ¢
invasores secundarios en vertebrados, y P. multocida considerado como un patégeno
importante (May er al., 2001). A diferencia de las proteinas de F. nucleatum RP562,
RC0849 y PM 1460 no presentan parte de la region C3 que es de gran importancia para la

activacion dependiente de o (ver siguiente seccion).
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Nosotros también localizamos otro grupo de proteinas conocidas como TyrR’s en
Pasteurellaceas (patégenos oportunistas), agrupadas por su alta identidad con el dominio
central de la proteina TyrR de E. coli. Como ya se menciond, TyrR en E. coli regula al
menos ocho genes implicados en la biosintesis y transporte de aminodcidos aromaticos. Las
proteinas de Haemophilus influenzae (H10410), Haemophilus ducreyi (HD1229) y
Pasteurella multocida (PM0908) a diferencia de su homélogo en E. coli, carecen del
dominio N-terminal (fig. 7). Sin embargo, su funcionalidad no estd en duda. ya que existe
evidencia experimental de que al menos una de ellas (TyrR de H. influenzae; H10410) actia
como represor transcripcional de promotores dependientes de o™ igual que TyrR de E. coli
(Pittard and Davidson, 1991; Zhu et al., 1997).

De todas las EBPs presentes en el la fig. 7, las proteinas de las cianobacterias
(all3558, sIr1529 y glr0922) fueron las que presentaron los arreglos modulares mds atipicos
entre la familia de las EBPs. Estos organismos son fotosintéticos y presentan una gran
variedad de sistemas de transduccién de seiiales y de factores o (Kaneko er al.. 1996;
Kaneko er al., 2001; Nakamura et al., 2003). Su disposicién de dominios no caracterizado
hasta ahora en las EBPs, contiene un dominio N-terminal de unién a ¢cNMP (nucleétido
ciclico monofosfato), un dominio central tipico de las EBPs, y una region C-terminal con
un dominio del tipo ferrodoxina (4Fe4S), rodeado de varios elementos transmembranales.
Entre las proteinas que contienen el dominio de unién a cNMP se encuentran la CAP
(catabolite gene activator protein), proteinas cinasas y canales iénicos. Mientras que el
arreglo del C-terminal se encuentra distribuido principalmente en ferrodoxinas del tipo
bacteriano y en proteinas fierro/azufre para el transporte de electrones. En la proteina de
Prochlorococcus marinus (PMT2200), también se observa un arreglo 4FedS. P. marinus es
una pequefa cianobacteria marina con pocos genes regulatorios (factores o, reguladores
transcripcionales y sistemas de dos componentes cinasa/sensor) (Rocap et al., 2003). Por lo
tanto, estas deficiencias implicarian el uso de vias alternativas de sefalizacién donde
pudieran estar integrandose proteinas como PMT2200.

Nosotros proponemos que el tipo de arreglos modulares presentes en las
cianobacterias, solamente pudieron ser creados por el intercambio de dominios (Barnett er

al., 2000: Gilbert, 1978). donde un dominio central de una EBP con capacidad de detectar
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ATP del medio y de formar oligémeros funcionales, se fusioné con otros dominios para
realizar una nueva funcién que tal vez ya no intervenga en la activacion transcripcional.
Finalmente, la mayoria de estructuras descritas en esta seccion, presentan médulos
de sistemas de dos componentes (FN1321, FN1831, PM146, RP562 y RC0849), 6 son
similares a TyrR de E. coli (HD1229, HI0410 y PMO0908), 6 presentan los arreglos
descritos para la cianobacterias (all3558, sIr1529, glr0922 y PMT2200). Existen otros
dominios en el N-terminal presentes en las proteinas del género Streptomyces (fig. 7). En
SCO0255 de S. coelicolor y SAV1392 de S. avermitilis observamos a los dominios PAS y
GAF respectivamente, ya descritos anteriormente para otras EBPs, junto con un dominio
central y un dominio C-terminal. Estas proteinas serian los primeros elementos de un
sistema o' descritos para las actinobacterias. En el género Streptomyces abundan los
reguladores transcripcionales del tipo de dos componentes y los factores o. Sin embargo,
nunca se habian identificado ni el factor ™ ni sus activadores (EBPs) (Bentley et al., 2002;

lkeda et al., 2003).

Conservacién de secuencia del dominio central de probables EBPs.

Como se puede observar, en el alineamiento de secuencia del dominio central de las
14 EBPs (fig. 8), existe conservacion en ciertas regiones importantes ya descritas
anteriormente, y que fueron designadas como C1-C7. Sin embargo, se observa que la
regién C3 de importancia funcional para la activacién transcripcional dependiente de o™,
en la mayoria de nuestras probables EBPs, se encuentra incompleta. Esta ausencia
especifica de los residuos GAFTGA, indica que estas proteinas no esta actividad
regulatoria. Existe un nimero considerable de estudios mutagénicos, de andlisis de
secuencia y estructurales como el de NtrCl de Aquifex aeolicus (PDB INY6) que
demuestran la importancia de estos residuos (Gonzalez er al., 1998; Lee et al., 2003; Morett
and Segovia, 1993; Osuna et al., 1997). Hay dos casos que si presentaron esta region
completa y son localizados en el genoma de F. nucleatum, FN1321 y FN1831. Studholme y
Dixon (2003) sugieren que F. nucleatum, perdié o™ o gané estas EBPs por transferencia
horizontal, y que su mecanismo de regulacién transcripcional era dependiente de o™ debido
a la ausencia de ¢™. Observamos que algunas regiones de éstas proteinas presentan

aminodcidos poco comunes en la familia, por ejemplo en la regién C3 de FN1321 la
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treonina cambia a leucina (GAFT/LGA), mientras que en FN1831 cambia a 4cido
glutdmico (GSFI/EGA)(figs. 7 y 8). Hasta ahora el cambio T/E de la regién C3 de FN1831
s6lo se ha detectado en la proteina PhhR Pseudomonas aeruginosa, que depende de ¢, Sin
embargo, en ésta misma proteina se observa un cambio adicional en la region
(GA/SFEGA), representado en activadores como PilR de P. aeruginosa (Ishimoto and
Lory, 1992), AnfA y VnfA de Azotobacter vinelandii (Walmsley et al., 1994), y LevR de
Bacillus subtillis (Debarbouille er al., 1991). Estas modificaciones se salen del consenso de
la familia (GAFTGA), pero al estar presentes en otros activadores funcionales nos sugieren
que FN1831 podria ser funcional en un sistema o™

Por otro lado, las proteinas que presentan la regién Cl 6 Walker A con alta
conservacién son: FN1321 y FNI1831 de F. nucleatum, las TyrR’s (HD1229, HI0410 y
PMO0908) y las proteinas del género Streptomyces (SCO0255 y SAV1392), indicindonos
que dichas proteinas tienen una alta probabilidad de unir ATP. En contraste, las proteinas
de cianobacterias son mas divergentes en ésta regién (fig. 8). También, a pesar de que
algunas proteinas presentan la regién C1 consenso, la regién implicada en la hidrdlisis de
ATP (C4 6 Walker B) tiene modificaciones importantes. Por lo general, en la regién C4
estan presentes un dcido aspartico y un 4cido glutdmico (DE) después de una serie de
residuos hidrofébicos. Se ha determinado que el 4cido aspdrtico 238 en A. aeolicus es
requerido para la interaccién con los cationes divalentes (Mg*?) que interactiian con el ATP
(Lee et al., 2003). Un ejemplo donde estos residuos no estan conservados, se observa en
ambas proteinas de F. nucleatum (FN1321 y FN1831), donde estas posiciones cambian a
ED (FN1321) y AN (FN1831) sugiriendo posibles defectos en la hidrélisis de ATP y que
tal vez estas proteinas no requieran de la funciéon de ATPasa para realizar su funcién Esta
regién también se encuentra modificada en las proteinas de cianobacterias y las del género
Streptomyces. Por el contrario, solamente las candidatas observadas en ambas rickettsias
(RP562 y RC0849) presentan esta region mas conservada.

Otras regiones importantes que han sido caracterizadas para las EBPs se pueden
observar en el alineamiento de la figura 8. La secuencia FREDLY (regién C6) no es muy
conservada, y en los casos de cianobacterias existe una eliminacién de secuencia. La
arginina 293 (Aquifex aeolicus) de esta secuencia s6lo se conserva en algunas EBPs

descritas en este estudio. R293 probablemente puede estar contactando el fosfato y del ATP
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(Lee er al., 2003). Esto nos confirma que este residuo junto con la region C1 de estas
proteinas si pueden interactuar con el ATP. Finalmente, tenemos a la region C7, que junto
con la regién C3 son caracteristicas para definir diferencias entre las EBPs y la familia
AAA+. Esta region C7 es muy conservada, sin embargo, se puede observar que algunas
candidatas presentan modificaciones. La region C7 contiene un residuo conocido como
sensor Il (R357 A. aeolicus) que le permite responder a la EBP a los cambios en el balance
de nucledtido fosfatado (relacion NDP/NTP).

Inferencias filogenéticas. Para tener una idea de cuantas veces ha sucedido este
evento de reclutamiento dentro de la familia de las EBPs, nosotros realizamos un anilisis
de distancias filogenético de las 14 EBPs designadas como reclutadas. El drbol generado
por NJ (Clustal_X), es mostrado en la figura 9. La mayoria de las EBPs aqui descritas se
encuentran en un grupo, y sélo RP562 (R. prowazekii) y RC0849 (R. conorii) se encuentran
junto con las EBPs funcionales en otro grupo (XylIR, AtoC, NifA etc., fig. 9). Estos datos
sugieren que el reclutamiento probablemente ha sucedido sélo dos veces en la familia de las
EBPs.
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Figura 9. Arbol de agrupamiento del dominio central de probables EBPs reclutadas. En este drbol basado en
distancias, se observa gue en la familia de EBPs han sucedido 2 eventos globales de reclutamiento. Uno donde se
encuentran la mayoria de las EBPs obtenidas en la bisqueda, mientras que en el otro se encuentran las EBPs del
género Rickettsia RP562_RICPR y RCO0849_RICCO junto con EBPs funcionales (previ te descritas en la
literatura). El drbol fue generado por Neighbour Joining (NJ) de la paqueteria de Clustal_X. Los valores internos
indican el valor de bootstrap.
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I1. Evolucion por Mutagénesis del Dominio Central de TyrR de E. coli.
Resultados.
Alineamiento de los dominios centrales de TyrR y PhhR.

Dentro de las EBPs, la proteina PhhR de Pseudomonas aeruginosa es la que
comparte mayor identidad de secuencia con TyrR de E. coli. Utilizando las secuencias de
amino4cidos de los dominios centrales, obtenidas en la base de datos del NCBI (National

Center for Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), se realizé un

alineamiento miltiple usando la paqueteria del programa Clustal_X para identificar
residuos atipicos en las regiones de conservacién que comparten estas proteinas con las
EBPs. En los resultados de este andlisis (fig. 10), se puede observar que el dominio central
de PhhR presenta los determinantes importantes para la activacion dependiente de o™, tales
como las regiones conservadas C1, C3, C4 y C7 descritas por Morett y Segovia (1993). Sin
embargo, el dominio central de PhhR presenta en la regiones C3 y C4 residuos poco
comtines para la familia de las EBPs, tales como la treonina 274, el dcido glutimico 285, la
adicién de la arginina 288 y la glicina 308 (fig.10). También se observa en el alineamiento
que la regién C3, una de las mds conservadas y relevante para la activacién ¢, no esta
presente en el dominio central de TyrR como ya se habia mencionado anteriormente. Para
lograr nuestro objetivo, nos basamos en la relacién de identidad que existe entre el dominio
central de PhhR con el dominio central de TyrR (49 % a nivel de aminodcidos, bl2seq
NCBI), y en el hecho de que PhhR puede sustituir a TyrR en algunas de sus funciones

(Song and Jensen, 1996).

Construcciones TyrRcentralWT y TyrRcentral GAFTGA.

En un estudio previo (Flores H, datos no publicados) se observé por ensayos de -
galactosidasa in vivo en E. coli IM101, que el dominio central silvestre de TyrR de E. coli
(TyrRcentral WT) no activa la transcripcién de promotores dependientes de o™ (pCU101 y
pSUO003, tabla 3). Tampoco se detecto la capacidad de activar transcripcional con la
construccién TyrRcentral GAFTGA que contiene los residuos de la regién C3 consenso
para las EBPs, ausentes en TyrR silvestre. Estas observaciones fueron corroboradas en el
presente trabajo (tablas 6 y 7) y dieron la pauta para probar nuevas posiciones en dicha

region C3 con el fin de obtener una variante que activara genes dependientes de ™.
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Figura 10. Alineamiento de las secuencias protéicas del dominio central de varias EBPs. Las regiones conservadas
¥ de importancia funcional son sefialadas como C1, C3, C4 y C7 (Morett and Segovia, 1993). PhhR de
Pseudomonas aeruginosa es la mds cercana a TyrR de E. coli y presenta una region C3 distinta a los demds
miembros de las EBPs (residuos indicados con flechas). También se observa que la regién C3 de la proteina TyrR
de E. coli no esta completa. XYLR_PSEPU, proteina XyIR de Pseudomonas putida; NIFA_BRAJO, proteina NifA
de Bradyrhizobium japonicum; NTRC_RHIME, proteina NtrC de Rhizobium meliloti; TYRR_ECOLI, proteina
TyrR de Escherichia coli; PHHR_PSEAE, proteina PhhR de Pseudomonas aeruginosa. Alineamiento por
Clustal_X, Mac OSX.

Activacion en trans de PhhR.

Lo primero que hicimos fue verificar si el dominio central de PhhR presentaba una
capacidad robusta de activar en rrans promotores dependientes de ™. La construccién
pUCI8PhhR que expresa el dominio central de la proteina PhhR de Pseudomonas
aeruginosa fue obtenida utilizando distintas condiciones en la reaccién de PCR debido al
gran contenido de GC presente en el genoma de P. aeruginosa. La capacidad de activacién
en trans por éste dominio fue evaluada mediante ensayos de actividad de p-galactosidasa in
vivo. Para estos ensayos se utilizé la cepa JM101 de E. coli y el pldsmido reportero pCU101
(materiales y métodos, tabla 3) que contiene la regién promotora —12, —24 y las UAS de
nifH de Rhizobium meliloti fusionada a lacZ.

Los resultados del ensayo son mostrados en la figura 11. La activacién en trans por
el dominio central de PhhR (pUCI18PhhR: 1543 unidades) es 15 veces menor que la
activacion transcripcional generada por la proteina NifA completa de Bradyrhizobium
Japonicum (pM1-k: 25080 unidades). La activacién por pUC18PhhR es ligeramente mayor
que la del dominio central silvestre de TyrR (TyrRcentral WT: 1254 unidades) y que la del

dominio central de TyrR con parte de la regién C3 al consenso (TyrRcentral GAFTGA:
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1511 unidades). Probablemente la baja activacién transcripcional del pUCI8PhhR
observada, sea el resultado de la regién C3 poco comiin que presenta PhhR (fig. 10). Por
ejemplo, PhhR no presenta en su regién C3 una treonina implicada en la funcién de las
EBPs. En NifA de B. japonicum, se ha demostrado que esta treonina (308) en la regién C3
(GAFTGA) juega un papel crucial para la activacién transcripcional del sistema o™
(Gonzélez er al., 1998). Sin embargo, la capacidad de activacion de PhhR ha sido
demostrada por la expresion y deteccion inmunolégica de PhhA, una proteina bajo control
de PhhR (Song and Jensen, 1996). También la baja activacion se puede deber a que
utilizamos solamente el dominio central de PhhR y no la proteina completa. Por otro lado,
quizd o™ de E. coli sea distinto e incapaz de complementar a ™ de P. aeruginosa, o que
PhhR presente una baja funcién de activacion de manera natural. Por lo tanto, los datos
observados en la figura 11 indican que PhhR presenta una baja activacién en trans y

cualquiera de estas razones puede ser la respuesta.

U. Miller*25080 Actividad de p-galactosidasa
25080
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Figura 11. Actividad de p-galactosidasa in vivo de construcciones del dominio central de TyrR. Se observa que el
dominio central de PhhR presenta una baja capacidad de activacién en trans, mientras que las mutantes
TyrR/PhhR y TyrR191-285 son las que generan mayor activacién. NifA: pMI-k; (-): pKK223-3; TyrR:
TyrReentralWT; GAFTGA: TyrRcentralGAFTGA; PhhR: pUC18PhhR. Los ensayos se realizaron en la cepa E.
coli JM101 con crecimiento anaerdbico a 30° C y en medio LB. Se utilizé el reportero pCU101 (tabla 3). *Unidad
Miller: Cantidad de enzima que produce Inmol de o-nitrofenol/min/OD,,, de cultivo celular (Miller, 1972).
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Activacion transcripcional de TyrRIPhhR.

Para lograr el objetivo del trabajo y de acuerdo a lo observado en el alineamiento de
la figura 10 se construyé una variante del dominio central de TyrR que presentara una
region C3 semejante a la de PhhR de Pseudomonas aeruginosa (TyrR/PhhR). Para ello se
utilizé6 mutagénesis dirigida al sitio (materiales y métodos). La alta identidad de secuencia
entre TyrR y PhhR nos hizo suponer que la restitucion de la regién C3 en TyrR con
residuos de PhhR podria generar una variante con la capacidad de activar genes
dependientes de o™, Esta regi6n en la proteina PhhR completa si es dependiente de ™. Por
otro lado, con el uso de una secuencia C3 consenso en TyrR no se observaron buenos
resultados al buscar restablecer ésta funcién.

La nueva construcciéon TyrR/PhhR fue evaluada como activador de genes
dependientes de ™. Para ello se cuantifico la actividad de B-galactosidasa in vivo en E. coli
JMI101 transformada con el reportero pCU101 que contiene la fusién nifH-lacZ de R.
melilori (pCU101, tabla 3). La actividad de la variante es mostrada en la figura 11. La
construccion TyrR/PhhR (2009 unidades) mostré ser mds activa que las construcciones
TyrReentral WT (1254 unidades), TyrRcentral GAFTGA (1511 unidades) y pUCI8PhhR
(1543 unidades). Estos resultados indican que los cambios introducidos incrementan la
capacidad de activar la expresion del gen reportero. Sin embargo, la variante TyrR/PhhR
mostré aiin baja actividad, por lo que se buscé incrementarla. Para ello, generamos por
mutagenénesis dirigida al sitio nuevas modificaciones en la regién C3, creando la mutante
TyrR/PhhR+Arg (materiales y métodos, tabla 2). Esta variante presenta en la region C3 la

adicion de una arginina (288 en PhhR, fig. 10) y los siguientes cambios (mostrados en

negrillas):

PhhR WT ESMAEEELFGEPGAFQGARP_E_GKLGLLELTAGGTLFLDG
TyrR/PhhR EDAVETELFGYG GA-TALKKGFFEQANGGSVLLDE
TyrR/PhhR+Arg EDAVETELFGYGPGAFEGARPEGKLGLLELTAGGSVLLDE

La actividad transcripcional de TyrR/PhhR+Arg (1660 unidades) resultante de los
ensayos de (-galactosidasa in vivo, se reporta en la figura 11, donde se puede observar una
disminucién en la activacion con relacién a TyrR/PhhR (2009 unidades). Este efecto

negativo producido por la introduccion de la arginina y los otros residuos, se puede deber a
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que este grupo de residuos en PhhR pueden estar contactando con otros residuos que no
estin presentes en la proteina TyrR. Por ultimo, la arginina 288 presente en PhhR y no en
otras EBPs pudo ser la causa de que el dominio central de PhhR presentara una baja
activacion en trans de manera natural.

Durante la obtencién de la construcciéon TyrR/PhhR+Arg, se generé una mutante
espontdnea, que presenta un codén de término ocre (UAA) en la treonina de la regién C3
(GAFT/ZGA)(fig. 12). Esto origina que sélo se exprese la regién N-terminal del dominio
central de TyrR/PhhR, ya que la cepa utilizada (JM101) no es supresora para este codon de
término. Esta mutante denominada TyrR191-285 mostré una actividad transcripcional
(1973 unidades) similar a la construccién TyrR/PhhR (2009 unidades) (fig. 11). Este

resultado inesperado nos hizo analizar con mds detalle esta variante.

Activacion transcripcional de pUCTyrRZ y pUCPspFZ.

Para verificar que la actividad transcripcional generada por el fragmento proteico
resultante de la expresion de TyrR191-285 (fig. 11) no fuera un artificio, nos dimos a la
tarea de contruir dos nuevas mutantes, pUCTyrRZ y pUCPspFZ. Ambas fueron clonadas
como péptidos de fusion en pUCI8 (EcoRI-HindIll). La construccién pUCPspFZ es
originada del activador transcripcional PspF que controla genes de respuesta a fago
dependientes de o™ en E. coli. Tanto pUCTyrRZ como pUCPspFZ consisten tinicamente
de un dominio de activacién (central), interrumpido por un codén de término en la treonina
de la region C3 y la eliminacién del resto de la secuencia (fig. 12). Esta interrupcién fue

generada por PCR usando oligonucleétidos mutagénicos (materiales y métodos, tabla 2).
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TyrR/PhhR MITNSQLQNV AAQDVSAFSQ IVAVSPEKMKH VVEQAQKLAM LSAPLLITGD

TyrrR191-285 MITNSQLONV AAQDVSAFSQ IVAVSPKMKH VVEQAQKLAM LSAPLLITGD

TyrRZ MITNSQLONV AAQDVSAFSQ IVAVSPEKMKH VVEQAQKLAM LSAPLLITGD

PSpFWT MRGSHHHHHH GIRMAEYKDN LLGEANSFLE VLEQVSHLAP LDKPVLIIGE

PSpFZ MITN...... ..SMAEYKDN LLGEANSFLE VLEQVSHLAP LDKPVLIIGE

Regién C3

TyrR TGTGKDLFAY ACHQASPRAG KPYLALNCAS TPEDAVETEL FGYGPGAFEG

TyrrR191-285 TGTGKDLFAY ACHQASPRAG KPYLALNCAS TPEDAVETEL FGYGPGA

TyrREZ TGTGKDLFAY ACHQASPRAG KPYLALNCAS TPEDAVETEL FGYGPGAFH.

PsSpFWT RGTGKELIAS RLHYLSSRWQ GPFISLNCAA LNENLLDSEL FGHEAGAFTG

PspFz RGTGKELIAS RLHYLSSRWQ GPFISLNCAA LNENLLDSEL FGHEAGAFH.
Regién C3 4
——

TyrR/PhhR AT.ALKKGFF EQANGGSVLL

TyrR191-285 ARPEGKFGFF EQANGGSVLL

TYERE = caccsaaass T s

PspFWT AQ.KRHPGRF ERADGGTLFL

PspFI s s s s s s samss semssesen=s

Figura 12. Alineamiento de la regién N-terminal de los dominios de activacion de las distintas construcciones TyrR
¥ PspF. En la regién C3 se generaron mutaciones puntuales para crear un codén de término igual al presente en
TyrR191-285. Las construcciones resultantes fueron pUCTyrRZ (TyrRZ) y pUCPspFZ (PspFZ). En negritas y
cursivas se sefialan las modificaciones iniciales tomadas de la secuencia de PhhR e introducidas en el dominio
central de TyrR. En sombreado se indica la seiial de terminacién (ocre) adicionada en la secuencia en pUCTyrRZ y
pUCPspFZ, los aminodcidos siguientes son parte de la secuencia del vector pUC18, mientras que, en TyrR191-285
son la continuacion del dominio central. Alineamiento hecho en Clustal_X (Mac OSX).

La capacidad de actividacién transcripcional de ambas construcciones fue
determinada por ensayos de p-galactosidasa in vive y los resultados son mostrados en la
tabla 6. Se puede observar que la activacion de pUCTyrRZ (797 unidades) y TyrR191-285
(792) son muy similares y que la construccién pUCPspFZ (674 unidades) se encuentra por
debajo de estas. Esto nos indica que no existe una supresion del codén de término en
TyrR191-285, que podria estar generando un dominio central completo. Sin embargo, el
efecto de este coddén de término en pUCPspFZ, si influyé en su capacidad de activar la
transcripcién en nuestro sistema de activacion pCU101, como se observa claramente en la

tabla 6.

Tabla 6. Actividad B-galactosidasa in vivo de pUCTyrRZ y pUCPspFZ. Crecimiento de E. coli MC1061
anaerébico a 30° C en medio minimo M9. Uso de reportero pCU101(tabla 3).

Clona Unidades Miller Desviacién estandar (+/-)
pMl-k NifA B. japonicum 17636 834
pKK223-3 405 23
TyrRcentralWT 617 24
pMJ1S5 Dom central PspFwt 3784 211
TyrR/PhhR 697 14
TyrR191-285 792 24
pUCTyrRZ 197 43
pUCPspF2Z 674 20

*Unidad Miller: Cantidad de enzima que produce Inmol de o-nitrofenol/min/OD,,, de cultivo celular (Miller,
1972).
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Los resultados obtenidos con las construcciones pUCTyrRZ y TyrR191-285
también indican que el fragmento obtenido de la expresion de ambas construcciones, puede
contener los requerimientos necesarios para generar una activacién transcripcional del
sistema o>, Por lo tanto, es necesario demostrar si esta activacion transcripcional observada
con el fragmento pUCTyrRZ, es dependiente de o™, Para esto, decidimos construir una

cepa de E. coli sin ™.

Construccion de cepa MC1061ArpoN.

La cepa E. coli MC1061 sin o™ (gene rpoN), se generé por un evento de doble
recombinacién utilizando el vector pK03, como se indica en materiales y métodos. La cepa
MCI1061ArpoN, fue caracterizada por su crecimiento en medio W-arginina, por activacion
transcripcional de genes dependientes de o™ y por PCR de regiones dentro y fuera del gen
rpoN.

Primero se verificé por PCR la eliminacién del gen rpoN en la cepa MC1061ArpoN,
usando oligonucledtidos que amplifican las secuencias adyacentes 5’ y 3’ del gen rpoN
(rpoNA1 y rpoNB2, materiales y métodos, tabla 2) y oligonucleétidos que amplifican la
regién N-terminal del gene rpoN de K. pneumonie (B7 y W302, materiales y métodos, tabla
2). La PCR usando ADN cromosomal de MCI1061 y los oligonucledtidos rpoNA1 y
rpoNB2 generé un fragmento de 2432 pb, que corresponde a las regiones adyacentes 5’ y 3’
(500 pb de cada una), més las 1432 pb de la regién codificante del gene rpoN (fig. 13 banda
A). En MC1061ArpoN, con los mismos oligonucledtidos, la PCR generd un producto de
1000 pb que corresponde sélo a las regiones adyacentes 5" y 3' (fig. 13 banda B),
indicdndonos la eliminacién de la secuencia del gen rpoN en este locus. También por PCR,
se verificé si la secuencia eliminada no se habia desplazado a otra regidn por algin evento
de recombinacion durante el proceso de eliminacién del gene rpoN. Para determinar esto,
se utilizaron los oligonucleétidos B7 y W302 que amplifican aproximadamente 800 pb de
la regién codificante 5" del gene rpoN de K. pneumonie. En la figura 13 se observa
claramente que la PCR con ADN de MC1061ArpoN, no produce la banda esperada,
mientras que con MC1061 esta banda si se observa (fig. 13 banda C). Finalmente, el
producto de la amplificacion de MC1061ArpoN generado con los oligonucleétidos rpoNA|

y rpoNB2 (fig. 13 banda B) fue secuenciado por la unidad de secuencia del Instituto de
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Biotecnologia de la UNAM, y al analizar su secuencia se observé que durante la

eliminacién del gen rpoN no se afectaron las regiones vecinas.

MC1061 ArpoN

2500pb —

1000ph —»
800ph —»

Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa al 1% para la caracterizacion genotipica por PCR de MC1061ArpoN.
La banda A es el producto de amplificacién del gen rpoN mds las regiones adyacentes 5° ¥ 3°; la banda B
corresponde a las regiones adyacentes inicamente; y la banda C es la regién interna del gene rpoN. Carril 1:
Marcador GenRuler Fermentas; carriles 2 y 4: amplificacién con oligos rpoNA1 y rpoNB2 (tabla 2) de MC1061(2)
¥y MC1061ArpoN(4); carriles 3 y 5: amplificacién con oligos B7 y W302 (tabla 2) de MC1061(3) y MC1061ArpoN(5S).

Los resultados de la caracterizacién fenotipica se reportan en la tabla 7 y destaca
que la cepa MC1061ArpoN sélo crecié en W-arginina cuando fue complementada con un
gen rpoN silvestre de Klebsiella pneumonie. El medio W-arginina induce la expresion del
promotor glnAp2 dependiente de o™, que controla al operén g/nALG (ginA:glutamina
sintetasa; glnL:NtrB; y ginG:NtrC) necesario para la asimilacién de nitrégeno en E. coli
(Ninfa er al., 1987; Syed and Gralla, 1998). La ausencia de o™ en E. coli MC1061ArpoN
impide la expresion de ginAp2, reflejindose en una disminucién considerable en el
crecimiento.

Para la caracterizacion funcional de la cepa MC1061ArpoN, primero se observo el
fenotipo generado por la expresién de un gen reportero bajo el control de ¢ en cajas de
LB/X-Gal/Cm y posteriormente se cuantificé la activacién por ensayos de f3-galactosidasa

in vivo. En MC1061ArpoN/pCU101 sélo se observé la activacién transcripcional basal del

51



Resultados H

reportero, mientras que, las colonias de una cepa MC1061ArpoN/pCU101 complementada
con ¢ de K. pneumonie produjeron un azul més intenso por la degradacién del X-Gal,
indicando la activacion transcripcional realizada por los activadores presentes en las células
(tabla 7). Finalmente, también se verifico por ensayos de B-galactosidasa in vivo (materiales
y métodos), la activacién transcripcional o, utilizando la proteina NifA de
Bradyrhizobium japonicum como activador del sistema ¢ (pM1-k). En los resultados de la
tabla 8, se observa que en presencia del activador NifA y un o™ funcional (o™ E. coli: 3467
unidades 6 o™ K. pneumoniae: 3315 unidades), se incrementa considerablemente la
activacién transcripcional del reportero, mientras que en la cepa MC1061ArpoN, con el

activador NifA, no se observa activacion transcripcional considerable (403 unidades).

Tabla 7. Caracterizacién fenotipica de MC1061ArpoN 1. Crecimiento de MC1061 y MC1061ArpoN en
medios W-arginina y W-arginina/X-Gal. Actividad de la fusién nifH-lacZ (pCU101, tabla 3).

Cepa Crecimiento Crecimiento Actividad fusidén nifH-
LB W-Arg lacz (pCU101). LB/X-Gal
MC1l061wt + + Observable
MC1061ArpoN + - Minima
MC1061ArpoN/ + + Observable

rpoN K. pneumoniae

Tabla 8. Caracterizacién fenotipica de MC1061ArpoN I1. Actividad de f-galactosidasa in vivo de E. coli
MC1061ArpoN+pWKSNIfA y el reportero pCU101. Crecimiento aerébico a 37° C en LB.

Cepa/reportero/construccién Unidades Miller* Desviacién Estandar
MC1061wt/pCU101 391 6.3
MC1061wt/pCU101/pMl-k 3467 224.1
MC1061ArpoN/pCU101 390 28.7
MC1061ArpoN/pCU101/pMl-k 403 62.3
MC1061ArpoN/pCU1l01/pM1-k/ 3315 229.7

rpoN K.pneumoniae

*Unidad Miller: Cantidad de enzima que produce Inmol de o-nitrofenol/min/ODg, de cultivo celular (Miller,
1972).

Todos los resultados anteriores demuestran que la cepa de E. coli MC10614rpoN no
presenta el gen rpoN.
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Actividad transcripcional de pUCTyrRZ en la cepa MC1061ArpoN.

Utilizando la cepa MC1061ArpoN, verificamos si la activacion transcripcional
observada con la construccién pUCTyrRZ era dependiente de o™, 6 si fue producto de otros
factores celulares.

En la figura 14 se observa que la variante pUCTyrRZ con el codén de término
muestra una activacion mayor que los controles en presencia de ¢”'. Sin embargo, en los
resultados de las actividades transcripcionales realizadas en MC1061ArpoN no se observa
claramente una disminucion en la activacion para la construccion pUCTyrRZ. Estos
resultados indican que probablemente la activacién observada no es dependiente de ™.
Quiza en un trabajo posterior seria muy interesante identificar esta activacién por ensayos
transcripcionales in vitro con el fin tener un mejor panorama de lo que se esta observando

en este trabajo.

Actividad p-galactosidasa
U. Miller MC1061 de TyrRZ y PspFZ MC1061
2000 1803 Wi ArpoN 1696
1800 +
1600 -
1400 4
1200 4

633
800 448 467 519 474
400 -
200 1
[ T T o (E 1 s y
- Pkl Tyt

Tyrk {-n (=12

Tyral TR NtdsKp

Figura 14. Activacion transcripcional de pUCTyrRZ y otras construcciones en presencia y ausencia de ™. En las
actividades realizadas en MC1061 (o™wt) se observa que sélo el control positivo (NifA) y pUCTyrRZ activan la
transcripcién por arriba de las demds construcciones evaluadas. Sin embargo en la ausencia de o™
(MC1061ArpoN), la actividad de pUCTyrRZ no disminuye de a considerable. Esta disminucién en la
actividad no se mantiene constante en otros ensayos realizados, indicando que no es posible determinar la
dependencia de esta activacién por o™, [-]1: cepa/pCU101; [-]2: pUCI18; NifA: pM1-k; TyrR:TyrRcentralWT. La
iltima barra representa la activacion con NifA en la cepa MC1061ArpoN complementada con o* de Klebsiella
prneumoniae. Uso de reportero pCU101 (tabla 3). Crecimiento aerdbico en LB y a 37° C.
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Construccion de banco mutagénico de TyrR/IPhhR.

A partir de los datos mostrados en la figura 11 para la construccién TyrR/PhhR que
contiene parte de la region C3 del dominio central de PhhR, decidimos generar variantes al
azar de esta para incrementar su actividad. Esta construccién fue sometida a mutagénesis
por PCR y se generé un banco de 2.3 X10° clonas. La tasa de mutagénesis del gen fue del
2.12 %, esta tasa de mutagénesis indica que por cada inserto de 850 pb (inserto de
TyrR/PhhR en pUCI8) existian aproximadamente 18 cambios. El banco obtenido y clonado
en pUCI8 (EcoRI-Hindlll) fue electroporado en la cepa E. coli MC1061 que contenia el
reportero pRT22. El vector pRT22 (materiales y métodos, tabla 3) contiene la region de
control nifH de K. pneumoniae fusionada a lacZ y decidimos utilizarlo en vez de pCU 101
por presentar una baja actividad basal. Esto con el fin de identificar diferencias durante el
tamizado del banco.

En el tamizado del banco bajo el sistema pRT22, se exploraron 50 000 clonas en 50
cajas con medio minimo M9-X-Gal. Para una buena observacién del fenotipo (colonias
azules), es necesario tener las colonias aisladas en las cajas de petri, de lo contrario se
tendrian que aislar nuevamente si se encuentran mezcladas. De las clonas exploradas se
seleccionaron por color 65 candidatas que fueron nuevamente tamizadas bajo las mismas
caracteristicas. Finalmente 5 clonas con una mayor coloracién fueron sometidas a ensayos

de B-galactosidasa in vivo.

Actividades de las mutantes seleccionadas (reportero pCU101).

Para verificar si la activacion de las 5 mutantes obtenidas durante el tamizado con el
promotor nifH de K. pneumoniae (pRT22) se mantenia por arriba de TyrR/PhhR utilizando
otro promotor, estas fueron sometidas a ensayos de actividad transcripcional de P-
galactosidasa in vive con el reportero pCU101 (promotor nifH de R. meliloti). Como se
observa en la figura 15, las 5 mutantes presentan actividades superiores a la construccion
parental TyrR/PhhR (M1, 909 unidades; M2, 985 unidades; M3, 949 unidades, M4, 849
unidades; M5 1186 unidades; y TyrR/PhhR, 665 unidades), donde M5 sobresale con casi el

doble de actividad.
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Figura 15. Actividad transcripcional de las mutantes M1-MS5 obtenidas del banco mutagénico de TyrR/PhhR. Se
observa claramente gue las 5 mutantes seleccionadas por el tamizado con el vector pRT22 conservan el incremento
en la activacién (con relacién a la construccién parental) bajo el sistema pCU101. La mutante 5 es la mds activa,
con casi el doble de actividad de TyrR/PhhR. Los ensayos in vive fueron realizados en E. coli MC1061. Crecimiento
aerdbicoen LBy a 37°C.

Cuando se analizaron las secuencias a nivel de proteina de las 5 candidatas (fig. 16),
se pudo observar qué sélo existian dos secuencias diferentes. Las candidatas M1, M2 y M5,
presentan un codén de término en el inicio de la secuencia, que impediria la formacién del
dominio central completo. Este codén de termino (ambar) generado en la PCR mutagénica
no puede ser suprimido por la cepa utilizada en el ensayo (MC1061). Una posibilidad para
explicar este fenémeno es que la traduccion del ARN de estas mutantes pueda estar
iniciando en un segundo codon ATG (metionina) 6 GTG (valina) presente en el gen y que
se encuentre en fase con el resto de la proteina. Esto acortaria la proteina en 20
aminoacidos. Sin embargo, para esto seria necesaria la cercania de una region similar a la
Shine-Dalgarno para el reconocimiento por el ribosoma. Las mutantes M3 y M4, no
presentan el codén de término y la mayoria de los cambios observados son distintos a las
primeras mutantes. Los cambios de todas las mutantes son descritos en la figura 15. Los
cambios no afectan las regiones de importancia funcional que han sido descritas para las
EBPs (C1, C3, C4, y C7). Sin embargo, cuando se identificaron estos cambios en la
estructura de NtrCl de Aquifex aeolicus (Lee et al., 2003), se observé que la mayoria se

localizaban en las regiones de interfase entre los mondmeros del heptimero funcional.
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Figura 16. Alineamiento de las secuencias proteicas de las mutantes M1-M5. Se observa la disposicidn de
aminodcidos de los dos grupos de mutantes hermanas (grupo 1: Mut 1, Mut 2 y Mut 5; grupo 2: Mut 3 y Mut 4).
Cada grupo mantiene sus cambios caracteristicos no localizados en regiones de importancia funcional.
Alineamiento realizado con Clustal_X (Mac OSX).

Al observar los resultados del andlisis de secuencia, se seleccion6 una candidata de
cada grupo (M4 y MS5) y ambas fueron sometidas nuevamente a ensayos de activacién
transcripcional in vivo, pero en la cepa MC1061ArpoN y con el reportero pMB210
(materiales y métodos, tabla 3). Esto se realizé con el fin de determinar si la activacién
producida por estas construcciones es dependiente de o™, En la figura 17, se observa
claramente que las mutantes activan mejor que la construccién parental en presencia de o™,
Sin embargo, en ausencia de o™ también se observa este comportamiento. Estos datos,
sugieren que las mutantes probablemente puedan estar activando la fusién por otro
mecanismo transcripcional independiente de o™'. Quiza la existencia de un promotor ¢™
sobrelapado en la regién de control de nifH de R. meliloti (pMB210), o una activacién
proveniente de la regién 5’ del promotor —12, -24 sea la respuesta. Existe evidencia
experimental de la presencia de promotores dependientes de o™ sobrelapados en
promotores —~12, -24, como es el caso de fixR de Bradyrhizobium japonicum (Barrios et al.,
1995). Por lo tanto, disefiamos varias modificaciones en el vector pMB210 para evaluar

estas posibilidades.
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Figura 17. Activacién transcripcional de M4 y M5 en presencia y ausencia de o™, A primera vista se puede
observar una mayor activacién transcripcional en la cepa MC1061ArpoN que no presenta o, Las mutantes M4 ¥
M5 en MC1061 mantienen los niveles de activacién por arriba de los controles observados en ensayos anteriores,
sin embargo, estas diferencias se conservan en MC1061ArpoN, indicando probablemente una independencia de o™.
NifA:pMI-k; [-]:pUC18; TyrR:TyrRcentralWT; GAFTGA: TyrRcentralGAFTGA. Se uso el reportero pMB210
(tabla 3). Crecimiento aerébico en LB y a 30° C.

Nosotros construimos 3 reporteros (fig. 18) a partir del plasmido pMB210 (Ditta et
al., 1985) para determinar una posible actividad transcripcional generada en la region 5’ del
promotor nifH. El pldsmido pMB210 contiene aproximadamente 750 pb de la regién de
control nifH de Rhizobium meliloti. Esta regién comprende el promotor —12, -24 y las
secuencias activadoras upstream (UAS). La primera construccién (pMB210tt) presenta en
el extremo 5’ de las 750 pb de R. meliloti los terminadores transcripcionales de los genes
ribosomales de E. coli, rrnBT1 y rrnBT2. Esto con el fin de evitar una posible transcripcién
originada en la secuencia del pMB210. La segunda construccién (pMB210-A1), contiene la
secuencia de R. meliloti hasta las secuencias activadoras (UAS). Finalmente, la tercera
(pMB210-A2), presenta solamente el promotor —12, -24 de la regién de control de nifH.

eliminando el resto de la secuencia de R. meliloti incluyendo las UAS,
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Figura 18. Plismidos reporteros para identificar la regién en pMB210 que origina la activacién transcripcional por
las mutantes M4 y M5. A pMB2101t se le adicionaron terminadores transcripcionales en el extremo 5° de las 750 pb
de nifH de R. meliloti. pMB210-A1, contiene la secuencia del promotor nifH hasta las secuencias activadoras
(UAS). pMB210-A2 conti sélo el pr tor —12, -24 de nifH. Todas las construcciones se basan en el plismido
pMB210. El tridngulo con color solido indica insercién de secuencia. Las regiones entre los tridngulos rayados son
secuencias eliminadas.

Con cada uno de ellos se realizaron ensayos de activacién transcripcional in vivo
con las mutantes M4 y M5, en presencia y en ausencia de o™, Los resultados de los ensayos
fueron muy similares entre si, por lo que sélo se presenta en la figura 19 los obtenidos con
pMB210tt. En este ensayo (fig. 19), se observa claramente que ambas mutantes (M4 y M5)
en la presencia de o> (MC1061) mantienen la misma tendencia que en ensayos
transcripcionales anteriores. Cuando o no esta presente (MC1061ArpoN), se observa el
mismo incremento en las mutantes M4 y MS5. Estos resultados indican que no existe una

transcripcion originada en la secuencia 5’ de la regién de control nifH, que sea

independiente de o™,
L;._)::a(l}ll-r Actividad p-galactosidasa
B =2 Mutantes M4 y M5 pMB210tt
MC1061 MC1061
wt ArpoN
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Figura 19. Activacién transcripcional de pMB210tt con las variantes M4 y M5 en presencia o ausencia de o™ . Los

datos de esta grifica reflejan los resultados realizad bién con las construcciones pMB210-A1 y pMB210-A2.
Las mutantes Md y M5 en ausencia de o™ mantienen la activacién transcripcional de nuestros reporteros por
arriba de los controles, indicando finalmente una ind lencia de la activacién por el factor o™, NifA:pM1-k; [-

J:pUC18. Uso de reporteros pMB210tt, pMB210-A1 y pMBZ 10-A2. Crecimiento aerdbico en LB y a 30" C.



sestilandos

Decidimos probar nuestras mutantes M4 y M5 en un sistema bajo un promotor
dependiente de 6™, con el fin de determinar si estas activaban dicho promotor. Utilizando el
vector pRO310 (Oropeza et al., 1999), que presenta la region promotora -10, -35 del gene
ompS 1 de Salmonella typhi fusionada a lacZ, realizamos ensayos de activacion
transcripcional in vive con las mutantes M4 y M5 en la cepa MC1061ArpoN. Los
resultados descritos en la figura 20, indican claramente que ambas mutantes son incapaces
de activar el promotor o™ presente en el vector pRO310 y que la activacién observada es

solamente la basal.

Actividad p-galactosidasa
Activacién o’ MC1061ArpoN pMO310

u. Miller
200 160
i:g 152 150 T
140 120 J.
120
100 -
80
60
40
20 - 7
0 - e . :
(-)1 (=)2 TyrR M4 M5

Figura 20. Activacién transcripcional de M4 ¥y M5 en un promotor o™ (pRO310). En el ensayo transcripcional se
utilizé un reportero que presenta una regién de control o™ fusionado a lacZ. Se observé que las mutantes M4 y M5
no generan una activaciéon mayor que la obtenida por los controles evaluados. El ensayo se realizd en la cepa
MC1061ArpoN. [-]1: cepa sola; [-]2: cepa/pRO310. Crecimiento aerdbico en LB y a 37° C.

Finalmente, se realizé un ensayo con las mutantes M4 y M5, donde se utilizé una
mutante o~ de Klebsiella pneumoniae incapaz de activar la transcripcién (construida en el
Laboratorio, datos no publicados). Al utilizar esta mutante, que se une al ADN pero no
activa la transcripcion, bloqueamos el promotor -12, -24, del plaismido pMB210. Los
resultados del ensayo son mostrados en la figura 21. En este ensayo se observa una
disminucién general de las actividades, que puede deberse a la utilizacién del gen o™ de K.
pneumoniae. Sin embargo, en M4 y M5 la baja activacién observada en presencia de la
mutante o™, nos sugiere que muy probablemente dicha activacion, no proviene de la regién
3" del promotor, sino que estd relacionada con una regién muy cercana al promotor. Estos

datos por lo tanto, fortalecen nuestra hipétesis de un promotor sobrelapado en el promotor
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-12, -24, de nifH. La actividad transcripcional alta observada en TyrRcentral WT en este
ensayo, quizd sea un efecto del estado metabélico de las células, ya que en otros ensayos se
mantuvo por debajo de las mutantes M4 y M5.

Actividad p-galactosidasa
u. Miller
5608

Bloqueo de promotor o®** pMB210tt
i o™ Kp ot Kp
25 wt Mutante
21 19
20 18
14 :
| g
15 12 13 §
10 :
s
o — =
MirA, TyrR ~Ma M5 MirA TyrR ~Ma

Figura 21. Bloqueo de promotor o™ en la activacién transcripcional de M4 y MS5. Se observa claramente la
disminucién en la activacién transcripcional generada por las mutantes M4 y M5 cuando la cepa MC10614rpoN es
complementada con un o™ incapaz de activar la transcripcién dependiente de o™, Estos datos dan fuerza a nuestra
hipétesis de un pr sobrelapado ¢ muy cercano al promotor o™ presente en el pMB210tt (pMB210tt,
presenta terminadores transcripcionales en el 5° del promotor). Crecimiento aerdbico en LB y a 30° C.

Discusi6n.

En general, el amplio conocimiento sobre evolucién molecular in vitro (lldmese
ingenieria de proteinas o evolucién dirigida), se ha enfocado a la bisqueda de nuevas
propiedades funcionales, o a la optimizacién de las ya existentes. En una menor proporcién,
este conocimiento se ha utilizado para el esclarecimiento de los miiltiples procesos
evolutivos, hasta ahora poco estudiados. Nosotros buscamos restablecer una funcién
ancestral del dominio central de TyrR de Escherichia coli, modificando parte de su
secuencia con el fin de comprender cuales fueron los determinantes para la activacién
dependiente de 6™ que ha perdido esta proteina al adquirir su nueva funcion.

Como ya se ha detallado anteriormente, TyrR es un regulador (activador/represor)
de genes dependientes de o™ (Pittard and Davidson, 1991), mientras que las EBPs con un
mecanismo totalmente distinto, activan los genes bajo la dependencia del factor o™ (Morett
and Segovia, 1993). Nosotros esperdbamos una mayor activacién en frans con el dominio
central de PhhR de Pseudomonas aeruginosa que la que se observé (fig. 11). Aunque las
diferencias observadas en los resultados no fueron muy contundentes, pUCI8PhhR siempre

se mantuvo por arriba de los controles evaluados (fig. 11). La activacién en rrans por el
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dominio central ha sido determinada experimentalmente en varias EBPs siendo un claro
ejemplo la proteina NifA de Rhizobium melilori (Huala and Ausubel, 1989). Entre las
probables causas de la baja activacion en trans observada con pUCI18PhhR se encuentra la
presencia en el dominio central de regiones C3 y C4 distintas al consenso de las EBPs ya
descritas por Song y Jensen (1996). Sin embargo, estas modificaciones pueden ser una
respuesta natural a los requerimientos celulares. También, la ausencia en la construccién
pUCI18PhhR de los dominios adicionales (N-terminal: sensor de la sefal; y C-terminal:
pegado a las UAS) podria estar relacionada con la baja activacion observada. Esto es
respaldado por la observacion en NifA de Bradyrhizobium japonicum, de una unién fuerte
por el C-terminal a las secuencias activadoras upstream, compensando una baja capacidad
de activacién del domininio central (Juarez et al., 2000). Finalmente, queda también la
posibilidad de que o™ de Escherichia coli presente en los ensayos transcripcionales in vivo,
no funcione adecuadamente con las EBPs de Pseudomonas aeruginosa, como lo
propusieron Song y Jensen (1996) cuando realizaron los experimentos del activador PhhR
en E. coli.

Al observar que el dominio central presentaba una actividad baja, decidimos
introducir sélo parte de la region C3 de PhhR a TyrR, tomando en cuenta que esta region si
es funcional en PhhR (Song and Jensen, 1996) y que TyrR presenta las regiones de unién e
hidrélisis de ATP, asi como los requerimientos para la formacién de oligémeros
funcionales mds conservadas que PhhR (Dixon et al., 2002; Pittard and Davidson, 1991).
Todas estas regiones son necesarias para la activacién transcripcional de genes
dependientes de ¢™. En los resultados descritos en la figura 11, se observé que TyrR/PhhR
incrementd la activacion transcripcional del reportero con relacién a las construcciones
TyrRcentralWT y TyrRcentral GAFTGA. TyrRcentral GAFTGA presenta la secuencia
consenso de las EBPs para la regién C3 y en un estudio anterior se habia observado que no
activaba la transcripcion dependiente de o™ (Flores H., datos no publicados). Por lo tanto,
el incremento en la activacién es un indicio de que los cambios introducidos lograron
nuestro proposito.

Al observar estos resultados, también generamos una nueva mutante adicional
(TyrR/PhhR+arg) con otras modificaciones en la regién C3 buscando incrementar mds la

activacion transcripcional. Sin embargo, con ésta construccion disminuyd
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Resuliedos 1

considerablemente la activacién (fig. 11). Estos datos sugieren que los nuevos residuos de
PhhR introducidos en TyrR/PhhR, causaron un efecto negativo en la activacién
transcripcional. Serfa necesario cambiar un residuo a la vez para identificar cual 6 cuales
son los cambios nocivos en la construccion. Probablemente estos residuos se encuentren
interactuando con otras regiones presentes en la secuencia de PhhR, pero no en la de
TyrR/PhhR.

Durante la contruccién de la mutante TyrR/PhhR+arg, se generé la mutante
TyrR191-285 que expresa la region amino del dominio central por la presencia de un codén
de término en la regién C3. Esta mutante, junto con pUCTyrZ, presentaron un incremento
en la activacién con relacién a los controles TyrReentral WT y TyrReentral GAFTGA (tabla
6). Al observar estos datos, pensamos que la regién expresada era importante para la
activacién transcripcional de genes dependientes de 0™ y que probablemente presentara los
requerimientos minimos para la activacién. Sin embargo, cuando la mutante pUCTyrRZ
fue evaluada en ausencia de o™ (MC1061ArpoN) (fig. 14) no se pudo observar claramente
una activacién transcripcional dependiente de o™, Nosotros proponemos para un trabajo
posterior la caracterizacion de esta mutante con ensayos de transcripcién in vitro.

Por otro lado, al aplicar evolucién dirigida a la mutante TyrR/PhhR para
incrementar su capacidad de activacién transcripcional, se obtuvieron 5 mutantes. De ellas,
M4 y M5 fueron sometidas a ensayos transcripcionales (figs. 15 y 17). Ambas en presencia
de o™ (MCI1061) activaron més la transcripcién de nuestro reportero que la mutante
parental TyrR/PhhR. Existen estudios en EBPs donde se ha aplicado evolucién dirigida,
con el fin de incrementar la activacion transcripcional y en donde han logrado buenos
resultados (Juarez et al., 2000). Cuando se analizo la secuencia de la mutantes M4 y M5
(fig. 16), se observo que los cambios presentes en ambas, no se localizaban en las regiones
de importancia funcional descritas por Morett y Segovia (1993). Sin embargo, cuando
fueron sobrepuestas en la estructura de NtrCl de Aquifex aeolicus (Lee er al., 2003) se
observé que la mayoria se encontraban en la regién de interfase monémero-monémero del
oligémero funcional. Esto nos indicé que las modificaciones generadas probablemente
promuevan la formacién de los oligémeros activos en M4 y M5.

Cuando se verificé la actividad transcripcional dependiente de o™ en ensayos

transcripcionales con la cepa MC1061ArpoN (fig. 17), se observd que las mutantes M4 y
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MS continuaban activando la transcripcién del reportero ain en ausencia de ™. Estos
resultados indicaban que la activacién observada probablemente era originada por un
promotor que estuviera presente en el reportero pMB210 y que fuera dependiente de otro
factor o. Esto nos llevo a la biisqueda del origen de esta activacién.

Se construyeron 3 vectores a partir del pMB210 para buscar una posible activacion
en la region 5° de la regién de control nifH de R. meliloti, también, se realizaron ensayos
transcripcionales con un reportero o° dependiente, y se buscé bloquear con un o™ mutante
el promotor —12, -24, del pMB210. Los resultados de estos experimentos (figs. 19,20y 21)
indicaron un probable sobrelapamiento de promotores o™ y 0™, dando como resultado la
activacion observada en los ensayos transcripcionales anteriores por las mutantes M4 y M5.
Se ha determinado por datos experimentales la presencia de promotores sobrelapados en la
region de control nifA de Bradyrhizobium japonicum inicialmente o™ dependiente (Barrios
et al., 1995). También se observé que en ausencia de o™ la activacién transcripcional basal
de los reporteros de la serie pMB210 fue mayor que cuando se encontraba o™ presente,
indicando un fuerte bloqueo de la transcripcién generada en la region de control nifH de R.
meliloti.

Los resultados obtenidos demuestran que existen formas distintas de activar los
promotores o' dependientes ensayados en este trabajo. Nosotros al buscar variantes de
TyrR que activaran mds estos promotores, logramos obtener candidatas, aunque no las
esperadas. Entre las causas probables de esta seleccién de variantes estaria la existencia de
un promotor sobrelapado en la regién de control nifH de R. meliloti, por lo que se debe de
evitar en estudios posteriores este tipo de activacién. Otra explicacion seria la presencia en
la region de control —12 y —24 de una estructura caracteristica que permita una mayor
afinidad de la ARNpol por este tipo de regiones en el ADN y que esta haya sido
incrementada por proteinas como las mutantes M4 y M5.

También, creemos que es necesario explorar mds el espacio de secuencia presente
en el dominio central de la proteina TyrR para poder lograr nuestro objetivo principal, y
proponemos la creacion de nuevos bancos mutagénicos de la construccién TyrR/PhhR para
ver si es posible obtener el fenotipo esperado. También con el uso de nuevas estrategias,

como son la recombinacion entre genes homélogos y entre genes no homélogos (por la baja
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(onclusiones

identidad de secuencia que presenta el dominio central de TyrR con relacion a otros
activadores transcripcionales de la familia de las EBPs), se pueda lograr la meta planteada.
Los limitados conocimientos sobre la relaciones estructura funcién de la proteinas
que integran las EBPs nos dificulta el uso de la ingenieria de proteinas, que junto con la
mutagénesis al azar y la recombinacién in vitro, son las tinicas herramientas desarrolladas

para explorar los mecanismos que se generan durante la evolucién natural de las proteinas.

CONCLUSIONES.

Con la bisqueda de EBPs en los genomas bacterianos totalmente secuenciados,
identificamos 14 eventos de reclutamiento en 12 especies que no presentan o™ Estas
proteinas presentaron diversas estructuras modulares y en la mayoria se observé pérdida de
secuencia en la region C3 con excepcion de las proteinas de Fusobacteriom nucleatum.

También se identificaron y describieron con detalle casos de interés como el evento
de reclutamiento reciente en Neisserias, y de la presencia de EBPs tinicas del par funcional
EBP-0™ en clamidias y Helicobacter pylori, las cuales no presentaron el dominio de unién
a las secuencias activadoras (C-terminal).

Por otra parte, con los resultados obtenidos en la evolucién dirigida de TyrR, no fue
posible restaurar la actividad dependiente de ™ al dominio central de TyrR de E. coli. Las
modificaciones dirigidas a la regién C3 y las generadas por mutagénesis al azar no fueron
suficientes para restaurar dicha actividad, indicando que existen otras posiciones no
exploradas que son necesarias para lograr esta meta.

Finalmente, los métodos de tamizado y seleccién utilizados en esta parte
permitieron seleccionar algunas variantes, aunque no con las caracteristicas esperadas. Por

lo tanto, es necesario modificar los reporteros usados para obtener las variantes deseadas.



APENDICE.

Medios de cultivo.

LB

10 g triptona.

5 g extracto de levadura.

5 g NaCl.

1 ml NaOH IN.
Antibidticos.

H,O cuanto baste para 1 litro.

* Para LB sélido, anadir 15 g de agar.

M9

6 g Na,HPO,

3 g KH,PO,

1 g NH,CI

0.5 g NaCl

I ml MgSO,*7H,O

10 ml glucosa 20 %

0.1 ml vitamina B1 (tiamina) 0.5 %
5 ml casaminodacidos 20 %
Antibidticos.

* Para M9 solido, anadir 15 g de agar.

Técnicas de Biologia Molecular.

PCR (reacciin).
Buffer de amplificacién 10X (Gibco)
500 mM KCl
100 mM Tris pH 8.3
15 mM MgCl,
0.1 % gelatina

Mezcla de 4 dNTPs Biolabs (c/u a 2.5 mM)

Oligonucleétido 1
Oligonucleétido 2

ADN templado

Taq polimerasa (invitrogen).
H,0

Apendice

LB sacarosa 5 %

10 g triptona.

5 g extracto de levadura.

5 g NaCl.

1 ml NaOH 1IN.

Antibidticos

H,O cuanto baste para | litro.

5 % sacarosa

* Para LB sélido, anadir 15 g de agar.

W-arg

10.4 g K,HPO,

5.2 g KH,PO4

20 ml glucosa 20%

I ml tiamina 5 %

0.860 ml MgSO, IM

| g L-arginina

5 ml de L-leucina 200x
Antibiéticos.

* W-arg sélido, anadir 15 g de agar.

5ul

5ul

10 pmoles

10 pmoles

5ug

2.5 unidades

para volimen final 50 ul

* Uso Dimetil sulféxido (DMSO) dependiendo de la reaccidn.



PCR Mutagénica (reaccidn).
Buffer de amplificacion 10X (Gibco)
500 mM KClI
100 mM Tris pH 8.3
70 mM MgCl,
0.1 % gelatina
Mezcla 10X de 4 dNTPs Biolabs
2 mM dGTP
2 mM dATP
10 mM dCTP
10 mM dTTP
Oligonucledétido 1
Oligonucleétido 2
ADN templado

MnCl, 5 mM
Taq polimerasa (invitrogen).
H,O

Apdndice

5ul

S5ul

10 pmoles

10 pmoles

5ug

5 ul

2.5 unidades

para volimen final 50 ul

* Uso Dimetil sulféxido (DMSO) dependiendo de la reaccién.

Ligaciones en Vectores (reaccidn).

Buffer para ADN ligasa T4 10X (Roche).

660 mM Tris-Hcl
50 mM MgCl,
50 mM DTT
10 mM ATP
pH7.5

ADN ligasa T4 (Roche)

Vector digerido

Inserto digerido

H,0

* Temperatura de incubacién, 16° C toda la noche.

Digesti con Enzi de Restriccion (reaccidn).

5

Buffers 10X (Amersham’s) dependiendo enzima

ADN (vector/producto de PCR)
Enzima 1 (Amersham)

Enzima 2 (Amersham)
H,0

* Temperatura de reaccion dependiendo la enzima.

2ul

lu

20 fentomoles

60 fentomoles

para volimen final 20 ul

1 ul

5ug

Ju

Ju

para voliimen final 10 pl

** Uso de BSA (Amersham) dependiendo la enzima.
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Purificacidn de Producto de PCR (Roche).

1. ldentificar y cortar la banda de ADN del gel de agarosa para introducirla a un tubo de 1.5
ml de microcentrifuga.

2. Adicionar 30 ul de buffer de unién por cada 100 mg de agarosa.

3. Disolver la agarosa agitando el tubo e incubar a 56° C por 10 min.

4. Adicionar 150 ul de isopropanol por cada 100 mg de agarosa disuelta y agitar
fuertemente.

5. Pasar por columna el contenido del tubo y centrifugar a 14 000 rpm 1 min.

6. Eliminar el liquido y adicionar a la columna 500 ul de buffer de lavado para centrifugar a
14 000 rpm | min.

7. Eliminar el liquido y adicionar 200 ul de buffer de lavado para centrifugar a 14 000 rpm
1 min.

8. Eliminar el liquido y adicionar 60 ul de buffer de elucién a la columna para centrifugar a
14 000 rpm 1 min.

9. Almacenar la solucién eluida que contiene el ADN purificado.

Purificacion de Pldsmido (Roche).

1. Centrifugar el cultivo de toda la noche a 9 000 rpm 30 seg y resuspender el pellet en 250
ul de buffer de suspension+RNasa.

2. Mezclar suavemente con 250 ml de buffer de lisis e incubar a temperatura ambiente por
5 min.

3. Mezclar suavemente con 350 ml de buffer de unién e incubar en hielo por 5 min.

4. Centrifugar a 14 000 rpm por 10 min.

5. Pasar por columna el sobrenadante y centrifugar a 14 000 rpm 1 min.

6. Eliminar el liquido y adicionar a la columna 700 pl de buffer de lavado para centrifugar a
14 000 rpm 1 min.

7. Eliminar los restos del liquido por centrifugacién a 14 000 rpm | min.

8. Adicionar 60 ul de buffer de elucién a la columna y centrifugar a 14 000 rpm 1 min.

9. Almacenar la solucién eluida que contiene el ADN purificado.

Buffers.

Buffer Z

16.1 g Na,HPO,+7H,0

5.5 g Na,PO,*H,0

0.75 g KCl

0.246 g MgSO,+7H,0

2.7 ml B-mercaptoetanol

H,0 para volumen final de 1000 ml
Ajustar pH a 7.0
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