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RESUMEN

Ladisponibilidad de las secuencias de multiples genomas bacterianos ha permitido estudiar
la presencia de dominios proteicos comunes para muchas especies bacterianas.
Recientemente se han descrito los dominios GGDEF y EAL los cuales han sido
identificados como los responsables de las funciones de diguanilato ciclasa y
fosfodiesterasa de ¢-di-GMP, respectivamente. Estos dominios se encuentran ampliamente
distribuidos en bacterias pero no en arqueas ni en eucariotes.

El c-di-GMP es un segundo mensajero propio de bacterias que originamente se descubrid
como un activador alostérico de la celulosa sintasa en la bacteria Gluconacetobacter
xylinus. Posteriormente el ¢di-GMP ha sido involucrado en la produccion de celulosa en
otras bacterias, asi como en la modificacion de la superficie celular que le permite regular
la formacion de biopeliculas, 1a motilidad y la virulencia entre otros procesos bacterianos.
Escherichia coli, € modelo de estudio de este trabgo, tiene en su genoma genes que
codifican para 19 proteinas con dominios GGGDEF y 17 proteinas con dominios EAL.

Este trabajo presenta e andlisis del operon yddV-dos que codifica para una diguanilato
ciclasa (YddV) y una fosfodiesterasa de c-di-GMP (Dos). El andlisis transcripcional del
operén yddV-dos muestra que es un bicistron que se expresa principalmente en fase
estacionaria, en condiciones de crecimiento aerébico y solo tiene un inicio de la
transcripcion. La mutacion del gen dos, asi como del operén completo no presenta un
fenotipo evidente; sin embargo, la sobreproduccion de la proteina Y ddV da como resultado
la acumulacién del segundo mensagjero c-di-GMP en la célula por accién de la actividad de
diguanilato ciclasa de esta proteina. A su vez, tiene como consecuencias la modificacién de
la matriz extracelular 1o que da lugar a una mayor produccién de componentes
extracelulares como celulosa y “curli” (también conocido como fimbria agregativa), asi
como a la disminucién de la motilidad y a deficiencias en la division celular dando lugar a

estructuras filamentosas que al canzan longitudes de hasta 15 nm.



El andlisis del perfil transcripcional de células que sobreproducen ¢-di-GMP mostré que la
expresion de 196 genes se modifican, principalmente de genes que codifican para proteinas
de funcién desconocida, reguladores transcripcionales y genes que codifican para probables

proteinas de membrana.

Por otro lado, € andlisis transcripciona global de la mutante DyddV-dos::kan en
condiciones de crecimiento aerébico muestra gue muchos de los genes cuya expresion se
modifica, codifican para proteinas de metabolismo de aminoécidos y carbohidratos, pero la
mayoria son de funcion desconocida. Esto mismo sucede con los genes cuya expresion se

modifico en condiciones de crecimiento anaerébico.



ABSTRACT

The availability of multiple bacterial genome sequences has led to the discovery of several
conserved domains of proteins. Recently, GGDEF and EAL domains have been described
as domains responsible for the diguanylate cyclase (c-di-GMP synthase) and c-di-GMP
specific phosphodiesterase activities respectively. These domains are not found in archea

or eucarya.

C-di-GMP, a second messenger in bacteria, was first discovered as an alosteric activator of
the cellulose synthase in Gluconacetobacter xylinus, and recently it has been identified asa
globa regulator of several processes such as biofilm formation, motility and virulence,
presumibly through a modification of the cell surface properties. Escherichia coli K-12
bears 12 proteins with a GGDEF domain, 10 with an EAL domain and 7 with both
domains, however, their physiological roleis still unknown.

In the present work, we show the anaysis of the operon yddV-dos that codes for a
diguanylate cyclase (YddV) and a cdi-GMP phosphodiesterase (Dos). The transcriptiona
analysis of yddV-dos operon provided evidence that indeed it is a bicistronic operon
expressed mainly at the stationary phase of aerobic growth in an RpoS dependent manner.
Only one transcriptional start site was found under all conditions tested. Disruption of the
gene dos or the complete operon does not present a distinguishable phenotype, however,
over expression of YddV, renders an accumulation of intracellular ¢-di-GMP, leading to a
modification of the extra cellular matrix (production of “curli” and cellulose), and aso a
decreasein motility and cellular division.

The transcriptional profile analysis of cells with high levels of c-di-GM P showed that 196
genes were modified in expression, mainly, genes that code for proteins of unknown
function, transcriptional regulators and putative membrane proteins. On the other hand, the
transcriptional profile analysis of the DyddV-dos::kan mutant in aerobic growth conditions
showed that most of the genes that changed their expression, code for proteinsinvolved in
aminoacid and carbohydrate metabolism and proteins of unknown function.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION GENERAL

1.1 Escherichia coli como modelo de estudio

Escherichia coli es una bacteria anaerobia facultativa, Gram negativa, que coloniza el
intestino de vertebrados, pero que también sobrevive cuando es liberada al medio ambiente.
E. coli es clasficada como una gproteobacteria perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae y ha sido el modelo de estudio para muchos procesos esenciales de la
vida, debido a que es un organismo de rapido crecimiento y de requerimientos nutricionales
simples y ademés, se han desarrollado herramientas bioquimicas, genéticas y moleculares
gue facilitan su estudio.

Algunas cepas de E. coli han sido estudiadas en detale. E. coli K-12 MG1655 fue la
primera cepa cuyo cromosoma fue secuenciado. Tiene un Unico cromosoma circular, con
4,639,221 pb y 4,288 genes que codifican para proteinas. De estos genes, € 38% no tiene
alguna funcién asignada. El genomade E. coli K-12 tiene 50.8% de contenido de G+C. Los
genes que codifican para proteinas constituyen e 87.8% del genoma, los genes que
codifican para RNA estable es & 0.8%, el 0.7% consta de secuencias repetidas no
codificantes y €l resto del genoma corresponde a secuencias reguladoras y de otras
funciones (1).

1.2 Transduccion de sefiales en bacterias

1.2.1 Sistemas de dos componentes

Las bacterias han desarrollado diversos mecanismos de transduccion de sefides para
responder a los cambios ambientales. En esencia, la transduccion de sefiales es la
conversion del reconocimiento de una sefid hacia la activacion de una respuesta celular.
Entre los sistemas de transduccion de sefides se encuentran los sistemas de dos
componentes, que actlan através de lo que se conoce como relevo de fosfatos.



Se ha demostrado que los sistemas de dos componentes en bacterias, regulan una variedad
de respuestas celulares que incluyen la osmoregulacion, la quimiotaxis, la esporulacion, la
produccion de antibidticos y la patogenicidad entre otros (2). Estos sistemas estan
constituidos por una proteina cinasa, la cual consiste de un dominio de reconocimiento de
la sefial, acoplado a un domino de autofosforilacion (autocinasa). La deteccién de la sefia
por esta autocinasa resulta en la hidrélisis de ATP y la fosforilacion de un residuo de
histidina, en un sub-dominio de fosfotransferasa en la autocinasa. Este sub-dominio de
fosfotransferasa est4 acoplado especificamente al dominio regulador de una proteina,
Ilamada regulador de respuesta, ala cua se le transfiere el grupo fosforilo resultando en un
grupo aspartil-fosfato. La funcién del regulador de respuesta es activar la respuesta
apropiada a estimulo recibido. En la mayoria de los casos, la respuesta es la activacion
transcripcional de genes cuyos productos contienden o responden ante una sefial molecular
dada, aungue otro tipo de enzimas o dominios pueden ser controlados de esta manera (3).
Esta via de sefiaizaciéon también incluye una fosfatasa, que defosforila a regulador de
respuesta, regresandolo a su estado no estimulado y habilitAndolo nuevamente para
responder a la sefid. La fosfatasa puede ser la histidina cinasa misma, € regulador de
respuesta, o bien, otra proteina por separado. Las histidina cinasas residen por 1o general en
la membrana pero también pueden encontrarse en e citoplasma, mientras que los
reguladores de respuesta estan en € citoplasma (3,4).

1.2.2 Segundos mensgjeros

Existe otra forma de transduccién de sefiales en las bacterias y es € caso de los segundos
mensajeros. Los segundos mensajeros son moléculas de bajo peso molecular, empleadas en
la transduccion de sefiales para retransmitir o potenciar una sefial en la célula. El segundo
mensgjero més estudiado en Escherichia coli y en otras bacterias es la molécula
monofosfato de adenosina ciclico (AMPc, Fig.1), la cua es una molécula de bajo peso
molecular que, entre muchas funciones, se une al factor transcripcional Crp. La bacteria E.
coli posee la capacidad de elegir, de una mezcla de fuentes de carbono diferentes, a aquélla
que le permite crecer mas rgpidamente. La molécula AMPc y su proteina receptora Crp
forman parte de un sistema que responde a los niveles y a tipo de fuente de carbono



presente en e medio, constituyendo uno de los mecanismos relacionados a la represion
catabdlica. Se ha determinado experimentalmente que el complejo Crp-AMPc se une alas
regiones promotoras de arededor de una docena de operones. En la gran mayoria de los
casos estudiados, el complejo Crp-AM Pc funciona como activador transcripcional (5).

Otro segundo mensgjero en bacterias es la molécula tetrafosfato de guanidina (ppGpp,
Fig.1), que se produce en respuesta a la limitacién de nutrientes, principalmente, en escasez
de aminoéacidos o de fuente de carbono y en circunstancias que detienen el crecimiento
bacteriano. Las enzimas responsables de la sintesis de esta molécula en bacterias Gram
negativas son RelA y SpoT . El ppGpp se une directamente alas unidadesb y b’ delaRNA
polimerasa y afecta una variedad de funciones fisiol6gicas, principalmente la transcripcion
de genes relacionados con €l crecimiento, con la respuesta a estrés y con la respuesta a la
falta de nutrientes. Adicionalmente, este segundo mensajero, también [lamado molécula de
alarma, reprime la sintesis de RNA ribosomal y actlia como un efector positivo de genes
dependientes del factor s, requeridos durante condiciones que detienen el crecimiento, la

entrada afase estacionariay larespuesta a estrés (6).

cAMP ppGpp

Figura 1. Segundos mensajeros presentes en bacterias.



1.3 El segundo mensajero c-di-GMP

1.3.1 Lamoléculac-di-GMP

Ademas de los segundos mensgj eros anteriormente descritos, en las bacterias se encuentra
a menos otra molécula clasificada como segundo mensgjero, € his-(3',5)-acido
diguanilico ciclico (c-di-GMP). Esta molécula se describid inicialmente como un activador
alostérico de la enzima celulosa cintaza, en la bacteria productora de celulosa
Gluconacetobacter xylinus. Lafuncion del ¢c-di-GMP como molécula de sefiaizacion no se
conocia sino hasta estudios recientes, en los que se le ha involucrado en diversos procesos
bacterianos como la virulencia, la produccion de exopolisacaridos, la formacion de

biopeliculas, entre otros (7).

El c-di-GMP es un dinucléotido ciclico, que consiste de dos residuos de riboguanosina
unidos por enlaces 3'-5 fosfodiéster, que forman una estructura ciclica (Fig.2). La
estructura cristalina de dicha molécula muestra una columna rigida, formada por dimeros
intercalados y el andlisis de espectroscopia de masas sugirié un arreglo de cuatro moléculas
de ¢di-GMP, aineados para formar dos cuartetos de guanina paralelos con una cavidad
central (8,9). El carécter &cido del c-di-GMP le permite formar sales con iones presentes en
el medio, como Li*, Na" y K™ (10).
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Figura 2. Estructura quimicadel c-di-GMP.



1.3.2 ¢c-di-GMP como regulador alostérico de lacelulosa sintasade G. xylinus

Como se mencionod anteriormente, el ¢-di-GMP se identificé por primera vez por € grupo
de M. Benziman, como una molécula activadora de la enzima celulosa sintasa (CS) en la
bacteria G. xylinus, ya que incrementala actividad de la sintesis de este polimero de manera
especifica (11). La sintesis de celulosa en G. xylinus est a cargo de la enzima celulosa
cintaza, gue consta de una subunidad catalitica que se encarga de sintetizar €l polimero de
celulosa a partir de UDP-glucosa y una subunidad de union a c-di-GMP, también llamada
proteinade unién a c-di-GMP (CDGBP, Fig. 3, (12)).

En G. xylinus, la concentracion intracelular de ¢di-GMP se estima que es de 510 nM y
estd mediada por la accion antagonista de las enzimas diguanilato ciclasa (DGC) y
fosfodiesterasa de ¢-di-GMP (PDEA). G. xylinus contiene tres isoenzimas de DGC y tres
isoenzimas de PDEA, las cuales estan codificadas en tres operones independientes. Cada
una de las tres proteinas DGC (codificadas por los genes cdgl, cdg?2, cdg3) y las tres
proteinas PDEA (codificadas por los genes pdeAl, pdeA2 y pdeA3), comparten homologia
en sus dominios estructurales pues cada una de ellas contiene los dominios GGDEF y EAL
en lasregiones del carboxilo terminal (C-terminal).

La identificacion de los dominios GGDEF y EAL compartidos por las enzimas DGC y
PDEA y encontrados en numerosas proteinas bacterianas de funcién no definida, sugiere
gue ambos dominios estan involucrados en mecanismos de regulacion conservados, que
podrian estar coordinando distintas actividades requeridas en diversas proteinas, en donde
e c-di-GMP estéd involucrado como una molécula sefial (13,14). La funcién de estos
dominios se abordara més adelante.
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Figura 3. Sintesis de celulosa en G. xylinus. El ¢-di-GMP es sintetizado por la diguanilato
ciclasa Dgcl y se une a la subunidad CDGBP activando la sintesis de celulosa, la cua es
llevada a cabo por la enzima celulosa sintasa (CS) la cua utiliza como sustrato UDP-
glucosa. El c-di-GMP es degradado por la actividad de fosfodiesterasa de la enzima PdeA 1.

1.4 Regulacion de la sintesis de celulosa en otras bacterias

Las bacterias que producen celulosa (Fig. 4), la usan generamente como un componente
extracelular para proteccion de agentes mecanicos y quimicos asi como para facilitar la
adhesién de células a tegjidos huéspedes. G. xylinus ha sido € modelo para €l estudio de

sintesis de celulosa bacteriana ya que produce celul osa pura como producto extracelular.

Figura4. Estructura quimicade la celulosa



1.4.1 Mecanismos de la sintesis de celulosa

La via metabdlica para la sintesis de celulosa consiste de los siguientes pasos: la glucosa es
transportada a través de la membrana bacteriana por la glucosa permeasa y fosforilada por
la glucosa cinasa, para formar glucosa-6-fosfato. La glucosa-6-fosfato es isomerizada por la
fosfoglucomutasa a glucosa-1-fosfato, la cual es transformada a glucosa uridina5'-
difosfato (UDP-Glucosa) por la UDPG pirofosforilasa. Finalmente, la UDP-Glucosa es

polimerizada a celulosa por accién de la celulosa sintasa (CS) (15,16).

CELULOSA Glucosa Fuera de la celula
Celulosa Glucosa Dentro de la célula
Sirtease " permeasa
UDP-Glucosa Glucosa
LTRG - Gliecosa
Pirgfosioriasa r Clrasea
Glucosa-1-P Glucosa-6-F
Fasfoelecomuiasea

Figura 5. Reacciones involucradas en la sintesis de celulosa bacteriana. Modificado de
(15,17).

1.4.2 Sintesis de celulosa en otras bacterias
La sintesis de celulosa en bacterias no esta limitada para G. xylinus. Algunas bacterias de
los géneros Acetobacter, Agrobacteria, Rhizobia Yy Enterobacteria producen este
biopolimero como parte de su matriz extracelular.

1.4.2.1 Agrobacterium tumefaciens

A diferencia de G. xylinus, donde las fibrillas de celulosa son sintetizadas en forma de

listones que emergen de un polo de la célulay se unen paraformar una peliculade celulosa,



en Agrobacterium tumefaciens, |as fibrillas de celulosa emergen al azar en diferentes sitios
de la superficie celular. Estas fibrillas juegan un papel importante en la patogénesisy sirven
para adherir a la bacteria a células huésped de plantas. En estas bacterias, la produccion de
celulosa es estimulada por la presencia de células o extractos de plantas (18). El ¢-di-GMP
también actia como un regulador aostérico de la CS en esta bacteria. Experimentos
realizados en extractos celulares de A. tumefaciens mostraron que la incorporacion de c-di-
GMP estimula la sintesis de celulosa en extractos de la cepa de C58 de esta bacteria. Hay
un modelo propuesto para la sintesis de celulosa en A. tumefaciens en € cua, la UDP-
glucosa se une primero a un componente lipidico. El intermediario lipido-glucosa en €l
citoplasma sufre de modificaciones por € producto del gen celB para ser incorporado por la
CSalas cadenas de celulosa (19).

1.4.2.2 Rhizobium leguminosarum bv. trifolii

En labacteria Rhizobium leguminosarum bv. trifolii, se identificaron genes involucrados en
la sintesis de celulosa mediante una mutagénesis al azar por transposiciéon, en una cepa
sobreproductora de celulosa. Esta cepa se identificd por su habilidad de unir e colorante
rojo congo, empleado en la identificacion de bacterias productoras de celulosa 'y de “curli”

(también conocido como fimbria agregativa o pili tipo 1) (20). El andlisis de micrografia de
esta cepa mostré una abundancia de micro-fibrillas de celulosa, que emergen radialmente
de todas partes de la superficie celular, diferenciandose muy claramente de los flagelos. El

tratamiento con la enzima celulasa resultd en la total desaparicidon de las fibrillas. Una
mutagénesis por transposicion, permitio la identificacion de dos posibles reguladores de la
sintesis de celulosa, CalR1y CelR2 (21). Los genes celR1 Yy celR2 estan organizados en un
operén y comparten homologia con productos de genes involucrados en transduccién de
sefidles en sistemas de dos componentes. CelR1 comparte homologia con la proteina
histidina cinasa FixL de Rhizobia, que es un sensor de oxigeno que participa junto con €l

regulador trascripcional FixJ en la regulacion transcripcional de genes de fijacion de
nitrégeno. Se ha demostrado que la proteina Cel R2 tiene actividad de diguanilato ciclasa, es
decir, catdiza la sintesis de c-di-GMP y ademés comparte homologia con las proteinas

DivK y PleD que son dos reguladores transcripcionales de Caulobacter crescentus 'y que



son fosforilados por una misma histidina cinasa PleC, proteinas esenciales en la regulacion
deladivision celular de C. crescentus (21,22).

1.4.2.3 Salmonella enterica serovar Typhimuriumy Escherichia coli

En enterobacterias como Salmonella enterica serovar Typhimurium 'y Escherichia coli,
también se ha detectado la produccién de celulosa (23). La multicelularidad es un
comportamiento comun en bacterias patdgenas y ambientales, en ciertas etapas del
desarrollo, que les ofrece ciertas ventgjas ecolOgicas. Las bacterias se benefician de la
cooperacion multicelular para acceder a recursos que no pueden ser utilizados
efectivamente por células individuales (24).

El comportamiento multicelular (morfotipo rdar) en Salmonella enterica Serovar
Typhimurium y Escherichia coli, et caracterizado por la formacién de colonias
extendidas y de superficie seca, en placas de cultivos en fase estacionaria, que construyen
una red celular y gque se adhieren a superficies, mientras que en cultivos liguidos en fase

estacionaria se observan agregados de células (25,26).

En el morfotipo rdar, las células de S. typhimurium en placas de cultivo con el colorante
RC se observan como colonias rojas, debido a la absorcién del colorante por la produccién
de celulosa y de “curli”, Unicamente en fase estacionaria (25). EI morfotipo rdar esta
regulado por e producto del gen csgD, un miembro de la familia de reguladores
transcripcionaes FixJ (25). El gen csgD forma parte del operdn csgDEFG y regula la
transcripcién del operon csgAB responsable de la biosintesis de “ curli” (26,27).

Por otro lado, la proteina CsgD regula transcripcionamente a gen adrA4, un gen que
codifica para la proteina transmembranal AdrA, un posible regulador de la produccion de
celulosa en estas bacterias (16). Una mutante en €l gen ¢sgA, que codifica para la subunidad
de “curli”, resulta en la formacién de colonias color rosa (morfotipo pdar) que no produce
fimbria y solamente produce celulosa. Una mutacion en € gen adrA o en rpoS (factor
sigma de la RNA polimerasa especifico de fase estacionaria), da lugar Unicamente a la



produccion de fimbriay evita la produccién de celulosa, resultando colonias de color café
(morfotipo bdar) (26). El genomade E. coli también tiene un operdn csgDEFG, que regula
la transcripcién del operdn divergente csgdB, que codifica para las subunidades
estructurales de “ curli” de manerasimilar alaregulacion de S. typhimurium (28,29).

Un andlisis de mutantes de Salmonella enteriditis, demostré que la celulosa es un
componente requerido para la formacion de biopeliculas (biofilms), una forma de vida de
los microorganismos basada en comunidades multicelulares complegjas, adheridas a una
superficie. Mutantes deficientes en la produccion de celulosa no mostraron ateraciones en
cuanto a la capacidad de infectar células huéspedes; sin eanbargo, fueron méas sensibles al
tratamiento con hipoclorito de sodio, por 1o que se sugiere que la produccion de celulosay
la formacion de biofilms en S. enteriditis le confieren proteccion a las células contra
condiciones adversas del medio ambiente (23). Los genes requeridos para la sintesis de
celulosa, homdlogos alos de G. xylinus, estan presentes tanto en S. typhimurium como en
E. coli (16,23).

1.5 Dominios GGDEF y EAL

Los dominios GGDEF y EAL se asociaron por primera vez a la sintesis y degradacion,
respectivamente, del segundo mensgjero c-di-GMP en las proteinas diguanilato ciclasas
(DGC) y fosfodiesterasas (PDEA) de G. xylinus. Posteriormente el andlisis de secuencias
de genomas bacterianos a gran escala, mostré la abundancia de estos dominios, los cuales
representan dos de las superfamilias mas grandes de proteinas en € reino Bacteria, pero
gue no estén presentes en proteinas codificadas en los genomas del reino Arquea ni del
reino Eucaria, dandole a c-di-GMP un reconocimiento como una molécula de sefializacion

general Unicamente para bacterias (30).

1.5.1 Descripcion de los dominios GGDEF y EAL

El dominio GGDEF consta de aproximadamente 170 residuos de aminoécidos y recibe este
nombre debido a patrén de secuencia conservado GG[DE][DE]F. En una blsqueda de



proteinas homologas a las que tienen el dominio GGDEF se encontr6 que este dominio esta
relacionado estructuralmente con la familia de las adenilato ciclasas. La comparacién por
métodos bioinformaticos de estas proteinas muestra la conservacion de dominios y de
residuos cataliticos importantes asi como de patrones de hidrofobicidad similares, lo cual
sugiere que ambas familias, las adenilato ciclasas y las que tienen dominio GGDEF, se
relacionan evolutivamente y que probablemente 1os mecanismos de catalisis son similares
(30,32).

El dominio EAL que se denomina asi por sus residuos conservados (glutamato-alanina
leucina) consta de aproximadamente 250 residuos de aminoécidos y se describio
originamente en la proteina BvgR de Bordetella pertusis, un factor transcripcional que
regula los genes de virulencia (vrg) en esta bacteria (30,32). Por otro lado, el dominio EAL
se descubrié independientemente como un dominio adyacente al dominio GGDEF y se
propuso que era el posible responsable de la actividad de fosfodiesterasa de c-di-GMP en la
proteina PdeAl de G. xylinus (14). Este dominio contiene residuos de aminoacidos de
caréacter acido que podrian participar en launion ametalesy potenciamente podrian formar
un sitio activo de fosfodiesterasa (30).

1.5.2 Distribucion de los dominios GGDEF y EAL

Las vias de sefidizacion mediadas por ¢c-di-GMP no son equitativamente abundantes en las
especies bacterianas (Tabla I). Algunas bacterias tienen menos proteinas con € dominio
GGDEF que otras, por ejemplo, Staphylococcus aereus tiene solamente una proteina con el
dominio GGDEF, Bacillus subtilis tiene 4 proteinas con este dominio, mientra que
Synechocystis sp tiene 22 proteinas con dominio GGDEF, Pseudomonas aeruginosa PAOL
tiene 33, E. coli K-12 tiene 19, Vibrio cholerae Ol biotipo ElTor tiene 41 y Aquifex
aeolicus 12 proteinas con € dominio GGDEF (30). De manera similar, e dominio EAL
también se encuentra en varias proteinas de un mismo genoma bacteriano, por gemplo, E.
coli K-12 tiene 17 proteinas con dominio EAL, mientras que B. subtilis tiene 3y ain €
pequefio genoma de Rikettsia prowazekii codifica para una proteina con domino GGDEF y
una con dominio EAL (30,33). Hasta el momento, €l mayor nimero de proteinas que



contienen estos dominios se ha encontrado en e genoma de la bacteria Vibrio vulnificus
gue tienen 66 proteinas con dominio GGDEF y 33 con dominio EAL. Por otro lado, estos
dominios estan ausentes en las proteinas codificadas en los genomas secuenciados de
Bacteroidetes, Clamidiasy Fusobacterias (33).

Bacteria GGDEF EAL
Aquifex aeolicus 11 8
Bacillus halodurans 2
Bacillus subtilis 4 3
Campylobacter jejuni 0
Caulobacter crescentus 11 10
Deinococcus radiodurans 16 5
Escherichia coli 19 17
Lactococcus lactis 0 0
Mesorhizobium loti 32 18
Mycobacterium leprae 3 2
Mycobacterium tuberculosis 1 2
Pseudomonas aeruginosa 33 21
Rikettsia prowazekii 1 1
Salmonella enterica serovar 12 14
Typhimurium
Synechocystis sp 23 13
Thermotoga maritima 11 0
Vibrio cholerae 41 22
Vibrio vulnificus 66 33
Xylella fastidiosa 3 3

Tabla 1. Numero de copias de los dominios GGDEF y EAL presentes en algunas bacterias
(30,33).



1.5.3 Dominios asociados a proteinas involucradas en la transduccion de sefiadles
encontrados en proteinas con dominios GGDEF y EAL

Los andlisis bioinforméticos muestran que algunas de las proteinas que contienen los
dominios GGDEF y EAL existen como proteinas de un solo dominio , GGDEF o EAL, y
en algunos casos ambos dominios se encuentran presentes en una sola proteina. Estos
dominios se localizan en el extremo carboxilo de proteinas de organizacion modular, es
decir, en proteinas que tienen otros dominios en €l extremo amino y que por lo general son
dominios de sefializacion celular; capaces de percibir una amplia variedad de sefiales como
fosforilacion, union a proteinas, union a moléculas gaseosas, entre otras. Otra fraccion de
proteinas con los dominios GGDEF y/o EAL esta relacionada a proteinas con dominios
peripldsmicos o dominios integrados a la membrana (34,35). En agunos casos, los
dominios periplasmicos pertenecen a familias bien caracterizadas de proteinas con
dominios de uni6on a solutos, por eemplo, dominios involucrados en la unidén a
aminoé&cidos, sugiriendo que la presencia de un aminoacido podria modular € recambio de
c-di-GMP. En algunos casos, la arquitectura de las proteinas con dominios GGDEF y/o
EAL es similar a la de proteinas histidinacinasas 0 metil-acarreadoras de quimiotaxis,
sugiriendo que & modo de accidn de estas proteinas podria ser similar (33).

Una fraccion importante de los dominios GGDEF y/o EAL esta ligada a dominios sensores
citoplasmicos como los dominio PAS y GAF, involucrados en la unién a pequefios
moléculas ligantes o en las interacciones proteina-proteina (33,36). Los dominios PAS se
distribuyen ampliamente en |las bacterias, las arqueas y |os eucariotes. Estan frecuentemente
correlacionados con procesos de transduccion de sefiales. Estos dominios comparten un
plegamiento tipico de cadenas ab y estan acoplados a actividades enziméticas 0 a dominios
de unién a DNA. Entre las sefid es que detectan los dominios PAS se encuentra el oxigeno,
laluz, € voltgje, e potencial redox y los hidrocarburos arométicos (37,38). Los dominios
GAF tienen una estructura similar a los dominios PAS y se caracterizan por tener una
estructura de bolsillo que pueden abergar pequefias moléculas como ligantes (33). Los
dominios GAF se describieron originamente como dominios conservados de unién a

GMPc en fosfodi esterasas de nuclebtidos ciclicos (30).



Por otro lado, en algunas bacterias, los dominios GGDEF y los EAL se asocian con los
dominios CACHE (por la denominacién en inglés calcium and chemotaxis) propios de los
candes de Ca®* y de los receptores de quimiotaxis, ademas, también se encuentran en
homologos a las tres principal es clases de proteinas sensoras, las histidinas cinasas de clase
I, las metil aceptoras (MCP's) y las adenilato ciclasas (35,38).

Los dominios GGDEF y EAL también se asocian a dominio CHASE (llamado asi por la
denominacion en inglés cyclase/histidine kinase-associated sensing extracellular domain),
modulo extracelular presente en varias proteinas sensoras, y aungue es menos comun gue €l
dominio CACHE, también se puede encontrar en histidinas cinasas, adenilato ciclasas y
posibles diguanilato ciclasas y fosfodiesterasas aungque no en sistemas de quimiotaxis
(35,38).

El dominio MHYT (descrito en inglés como Met-His-containing YkoW transmembrane
domain) es un dominio transmembranal que se encuentra en los sensores del tipo histidina
cinasa presentes en los genomas de B. subtilis, de C. crescentus, de M. loti y de P.
aeruginosa. Este dominio consiste de seis segmentos transmembranales interconectados
por regiones citoplasmicas y regiones periplasmicas cortas ricas en arginina. En estas
bacterias el dominio MHY T se encuentra en muchas proteinas como dominio Unico o bien
fusionado a otros dominios de sefializacion tales como € PAS, e GGDEF, € EAL, €
CheY y e dominio de unién a DNA hélice-vueta-hélice, HTH (por las siglas en inglés,
hdlix-turn-helix). La funcion de este dominio no se conoce pero podria formar centros de
cobre Utiles en ladeteccion del O, del NO 'y del CO (39).

Los dominios NIT (por la designacion en inglés nitrate- and nitrite-sensing), MASEL y
MASE2 (por la designacion en inglés membrane-associated sensor) se descubrieron por
medio del andlisis de las secuencias de los genomas bacterianos. La funcion de estos se
desconoce pero se propone que podrian participar en la deteccion del nitrato y del nitrito
para €l caso de NIT o bien para la deteccion de hierro y oxigeno en €l caso de MASEL y
MASE2. Estos dominios se encuentran ligados a dominios de sefidlizacion y también alos



dominios GGDEF y EAL, a igua que e dominio HAMP caracteristico de las proteinas
histidina cinasas, adenilato ciclasasy MCP' s (34,40).

Finamente, el dominio HNOB (por la designacion en inglés heme-nitric oxide binding) se
asocia a dominio GGDEF y se encontr6 originalmente en las proteinas guanilato ciclasa
solubles de eucariotes pero también en algunas proteinas de bacterias que participan como

sensores en laquimiotaxis (41).
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Figura 6. Asociacion de los dominios GGDEF y EAL con otros dominios de sefializacion

en bacterias.

Por lo anterior, la asociacion de los dominios GGDEF y EAL con dominios de sefidizacion
celular sugiere que € c-di-GMP es una molécula mediadora de las respuestas a diversos

estimulos ambientales o celulares (Fig. 7).
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Figura 7. Procesos en los que e c-di-GMP potencialmente participa como segundo
mensajero. Modificado de (42).

1.6 Papel de las proteinas con dominios GGDEF y EAL en el metabolismo de

bacterias

1.6.1 Gluconacetobacter xylinus

Lafuncion de la mayoria de las proteinas que poseen los dominios GGDEF y EAL aln se
desconoce; sin embargo, en la bacteria productora de celulosa G. xylinus se comprob6
experimentalmente que las proteinas DGC y PDEA, que tienen estos dominios, son
enzimas que sintetizan y degradan el c-di-GMP respectivamente (14).

Como se menciond anteriormente, en G. xylinus, la concentracion intracelular de c-di-GMP
se determina por la accion opuesta de tres enzimas diguanilato ciclasa (Dgcl, Dgc2, Dgc3)
y tres enzimas fosfodiesterasa de diguanilato (PdeAl, PdeA2, PdeA3), las cuales se
codifican en tres operones independientes. Cada una de las tres proteinas DGC (codificadas
por los genes dgcl, dgc2, dgc3) y las tres proteinas PDEA (codificadas por los genes
pdeAl, pdeA2 'y pdeA3), muestran un arreglo de dominios PAS-GGDEF-EAL y un arreglo

genético dgc-pdeA que sugiere una regulacion tipo operon. El andlisis comparativo de las



secuencias de aminoacidos de estas proteinas revela un alto grado de identidad estructural

en cada grupo de isoenzimas. Las seis proteinas contienen los dominios GGDEF y EAL en
las regiones de carboxilo terminal (C-terminal) y los dominios sensores en el amino
termina (N-terminal). Algunos estudios realizados en mutantes en los tres operones
muestran que hay unajerarquia funcional en donde el operdn cdgl eslafuente del 80% de
la actividad enzimética de DGC y PDEA y los operones cdg? y cdg3 contribuyen con el 15
y e 5% de laactividad, respectivamente (11,14,43,44).

PDEA1 -@- GAF GGDEF EAL

DGCA PAS e GGDEF EAL

Figura 8. Organizacion modular de las proteinas Dgcl y PdeAl de G. xylinus. Modificado
de (45).

Para probar la hip6tesis de que los dominios GGDEF en diferentes proteinas tienen
actividad de diguanilato ciclasa, se realizaron experimentos de complementacion genética
empleando tres genes distintos que codifican para proteinas cuyo Unico elemento en comin
es el dominio GGDEF. Los genes empleados fueron celR2 (R. leguminosarum biovar
trifolii), dgcl (G. xylinus) y yddV (también llamado yhcK, E. coli) los cuales fueron
clonados en vectores de expresion y utilizados para transformar una cepa mutante celR?2
(que codifica para una c-di-GMP sintasa) de R. leguminosarum bv. trifolii deficiente en la
produccion de celulosa. En los tres casos, la transformacion resultd en larecuperacion de la
capacidad de producir celulosa. Estos datos genéticos sugirieron por primera vez gue las
proteinas que contienen el dominio GGDEF, poseen actividad de diguanilato ciclasay que
este dominio es el responsable de dicha actividad (22,46).



1.6.2 Caulobacter crescentus

Caulobacter crescentus €S labacteriaen la cua se ha estudiado con mayor detalle el papel
del dominio GGDEF. En esta bacteria se ha descrito un mecanismo de diferenciacion
celular en € cual participala proteina PleD que contiene un dominio GGDEF. Esta proteina
la codifica € gen pleD y se requiere para la diferenciacion caracteristica de céulas
flageladas (mdtiles) a células no flageladas (no métiles) (47,48).

El desarrollo polar es una manifestacion visual de la diferenciacion celular en C.
crescentus. Un polo de la célula pre-divisiona tiene un unico flagelo o pili tipo 1V,
mientras que € otro polo lleva una estructura llamada prosteca, de tal forma que la division
celular produce dos células especiaizadas, una célula planctonica maétil y otra célula no-
motil capaz de adherirse a superficies para formar monocapas de células (49). La proteina
PleD participa negativamente en e control flagelar, la pérdida de la motilidad y la
formacion de la prosteca durante la transicion de célula métil a célula no maétil de C.
crescentus 'y forma parte de un sistema de transduccion de sefides del tipo de dos
componentes, en donde PleD es un regulador de respuesta, el cual es fosforilado por las
histidinas cinasas PleC y DivJ (47).

PleD tiene en su extremo amino dos dominios receptores (D1y D2) y en el C-termindl, a
diferencia de los reguladores de respuesta tipicos de los sistemas de dos componentes que
tienen un dominio HTH de unién a DNA, PleD tiene un dominio GGDEF capaz de
sintetizar ¢-di-GMP (47,50). Solamente uno de los dominios receptores (D1) es fosforilable
y laactividad de diguanilato ciclasa de PleD es independiente del estado de fosforilacion de
la proteina, aungue en su forma activa (fosforilada) tiene mayor actividad de ciclasa (47).
En contraste, la actividad de diguanilato ciclasa de la proteina Rrpl de Borrelia burgdorferi
requiere de lafosforilacion de la proteina (46).

La estructura cristalina de la proteina completa PleD en presencia de su producto de
reaccion c-di-GMP ha sido reportada(Fig. 9, (51)). Como se habia predicho, € andlisis
cristalogréfico muestra un arreglo lineal de tres dominios estructurales (D1, D2 y DGC)



conectados por cadenas de aminoécidos que forman estructuras de asa simples. Los
dominios D1 y D2 muestran la topologia esperada para los dominios receptores de
aspartato de los reguladores de respuesta de | os sistemas de dos componentes. El arreglo de
estos dos dominios tiene una estructura globular que favorece €l contacto entre ambos
dominios. El dominio GGDEF (referido en este reporte como DGC por su actividad de
diguanilato ciclasa) consiste de cinco cadenas b-plegadas rodeadas de hélices. El motivo
GG(D/E)EF, la firma caracteristica de los dominios GGDEF, se encuentra localizado en
una horquilla central b y forma parte del sitio activo de la proteina. La estructura cristalina
de PleD mostré dos moléculas de c-di-GMP unidos en lainterfase de los dominios D1/D2 y
DGC (Fig. 9, (51)).

Figura 9. Estructura cristalina de la proteina PleD de Caulobacter crescentus (51).

Algunos datos cinéticos junto con los datos de la estructura cristalina permitieron elucidar
un mecanismo de accién de la enzima PleD. Esta proteina requiere la dimerizacion para ser
cataliticamente activa. PleD catdiza la condensacion de dos sustratos idénticos (2
moléculas de GTP) los cuales se unen en € sitio activo de cada monémero. La unién del

sustrato provoca la flexion de un péptido que funciona para enlazar al dominio DGC con
los dominos D1/D2 (Figura 10) y esto permite la unién de los dos sitios activos del dimero
de PleD (sitios A) para llevar a cabo la reaccion de condensacion (2GTP ® c¢-di-GMP +
2PPi). La actividad de PleD es inhibida al ostéricamente por producto, es decir, € producto
de la reaccion, c-di-GMP puede dimerizarse a su vez y unirse a un sitio de la interfase



D1/D2-DGC (llamado “sitio 1” de inhibicion) para inmovilizar la parte flexible de la
proteina e impedir el acercamiento de los sitios activos (51). Este mecanismo de accion de
la proteina PleD sugiere que existe un control estricto de la concentracion intracelular de c-
di-GMP en C. crescentus, |0 cua esimportante si esta molécula actla sobre otros sistemas
dentro de la célula. El estudio de la proteina PleD de C. crescentus muestra que €l cdi-
GMP participa en procesos distintos a la sintesis de exopolisac&ridos, como lo es la

diferenciacion celular (47).
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Figura 10. Mecanismo de accién propuesto para la enzima PleD de C. crescentus.
Modificado de (51).

1.6.3 Salmonella enterica serovar Typhimurium

La agregacion celular es un comportamiento comuin en las bacterias patégenas y en los
aislados ambientales en ciertas etapas del desarrollo lo que les ofrece ventgjas ecol bgicas.
Las bacterias se benefician de la cooperacién multicelular para acceder a los recursos que
no pueden utilizar efectivamente como células individuaes. En Salmonella enterica Serovar
Typhimurium el comportamiento multicelular ocurre como consecuencia de cambios en la
composicion de la matriz extracelular. Estos cambios se producen al sintetizar “curli”,
celulosa 0 ambos compuestos y dan lugar a tres morfotipos. el morfotipo rdar se aparece
cuando Salmonella produce “curli” y celulosa, se caracteriza por colonias de apariencia



rugosa y de color rojo en placas de medio suplementado con el colorante rojo congo. El
morfotipo bdar se produce cuando se sintetiza Unicamente “curli” y da lugar a colonias
lisas de color café y e morfotipo pdar que da origen a colonias lisas y de color rosa es
caracteristico de células que Unicamente producen celulosa(52).

El genoma de S. typhimurium codifica para cinco proteinas con dominio GGDEF, siete
proteinas con el dominio EAL vy siete proteinas con ambos dominos. AdrA es una proteina
de 371 aminoacidos con un extremo amino que contiene cuatro regiones transmembranal es
comprendidas en un domino MASE2 anteriormente descrito y un dominio GGDEF de 180
aminoacidos en e extremo carboxilo (26). Algunos estudios mostraron que en células de S.
typhimurium la sobreexpresion del dominio GGDEF de la proteina AdrA producen una
elevada concentracion celular de c-di-GMP mientras que la sobreexpresion del dominio
EAL de la proteina YhjH de E. coli reduce la concentracion de c-di-GMP. Estas
fluctuaciones en la concentracion intracellular de ¢-di-GMP regulan la sintesis de celulosa,
la adherencia a superficies abidticas y lamotilidad (52,53).

En S. typhimurium la celulosa es un componente importante para la formacion de
biopeliculas (23,52). Un andlisis de complementacion de una cepa de S. typhimurium que
no forma biopeliculas con un banco genético de una cepa productora de biopeliculasllevé a
la identificacion de un grupo de siete genes capaces de restaurar la formacion de
biopeliculas. Todos €llos codifican proteinas que comparten e dominio GGDEF. Estas
proteinas se nombraron Gep (por la designacion en inglés GGDEF domain containing
protein). Por otro lado, una mutante DadrA se transformé sistemati camente con cada uno de
los genes gep expresados en un plasmido y el resultado fue que no todas las proteinas Gep
restauraron la produccién de celulosa en esta mutante. Dos proteinas, GepA y MIrA fueron
las que corrigieron en mayor grado la deficiencia en la sintesis de celulosa. Una de estas
proteinas, GcpE, no pudo complementar a la mutante en adrA y su sobreproduccién
elimind la produccion de celulosa en una cepa silvestre; por el contrario, una mutacion en e
gen gcpE incremento la produccién de celulosa. La proteina GepE ademas del dominio
GGDEF contiene un dominio EAL por lo que se sugiere que esta proteina podria actuar
como una fosfodiesterasa (54). Debido a que se encontraron varias proteinas con dominios



GGDEF capaces de restaurar e fenotipo de produccion de celulosa y formacion de
biopdliculas, este trabajo sugirié que existe un orden jerarquico en la utilizacién de
proteinas GGDEF para latransduccion de sefiales (54).

Recientemente, € grupo de Ute Romling demostré que & c-di-GMP es requerido para
regular los dos componentes que producen el morfotipo rdar (celulosa y “curli”). En
concentraciones elevadas de ¢-di-GMP ademés de la celulosa, también se eleva la sintesis
de “curli”, superando la regulacion del factor transcripcional CsgD requerido para la
transcripcién del operon csgAB, que codifica para las subunidades estructurales del “curli”
(28,55).Un andlisis por Northern blot del transcrito de csgD durante la sobreexpresion de
Adray YhjH revel6 que e cdi-GMP es requerido para la activacion de la expresion del
gen csgD anivel transcripcional. La mutacion del gen adrA en el cromosoma no alterd la
expresion del gen esgD, pero si se modificd por otras mutaciones en los genes STM2123 y
STM3388 gue también codifican para proteinas con dominios GGDEF (55). En este mismo
estudio, se cuantifico la cantidad de c-di-GMP producido por la sobreexpresion de estas tres
proteinas (AdrA, STM2123 y STM3388) y encontraron que solo AdrA contribuye
significativamente a incrementar la concentracion absoluta de c-di-GMP en la céula
Mientras que la sobreexpresion de AdrA produce cantidades de c-di-GMP en el orden de
picomoles, lo cua significa un aumento de aproximadamente 10,000 veces la
concentracion basal de c-di-GMP, las proteinas STM2123 y STM3388 Unicamente
incrementaron los niveles de ¢di-GMP cinco y tres veces del nivel basal respectivamente
(55). Estos resultados sugieren que la cantidad de c-di-GMP producida en la célula
dependera de la actividad y la concentracion de las distintas proteinas con dominios
GGDEF y/o EAL y probablemente la actividad de estas proteinas también depende de la
estructuray la organizacién modular , es decir, de los dominios presentes en estas proteinas
adicionales alos dominios GGDEF y/o EAL (Fig. 6) (55).

En una busqueda de los genes implicados en la virulencia de S. typhimurium mediante
mutagénesis por insercion de transposon se encontrd a gen cdgR (por c-di-GMP regulator),
gue codifica para una proteina capaz de disminuir los niveles celulares de ¢c-di-GMP'y que
tiene Unicamente un dominio EAL17. La proteina CdgR confiere resistencia al estrés



oxidativo pues mutantes del gen cdgR son més susceptibles ala accion bactericidadel H20;
gue la cepa silvestre o que una cepa complementada con e gen cdgR slvestre. Esta
proteina CdgR también participa en la virulencia de S. typhimurium a incrementar su

capacidad para sobrevivir en macréfagos (56).

1.6.4 Vibrio cholerae

Vibrio cholerae €s una bacteria patdgena que puede cambiar reversiblemente de un estado
virulento a uno no virulento. En el fenotipo virulento la bacteria esta embebida en una red
de polisacaridos extracelulares que le confieren a la colonia una apariencia rugosa y que
favorece la formacion de biopeliculas. En € fenotipo no virulento s abate la sintesis de

exopolisacéridos por lo que las colonias muestran una apariencialisa (57).

Figura 11. Morfologia de células de Vibrio cholerae en estado no virulento y virulento.
Tomado de (58).

En una busqueda de los determinantes que intervienen en el cambio reversible de células
rugosas alisasy viceversa, se encontrd ala proteina RocS que es una proteina que tiene los
dominios GGDEF y EAL. Las mutantes afectadas en € gen rocS no son capaces de
cambiar a fenotipo rugoso y presentan deficiencias en la motilidad por 1o que se sugiere
gue RocsS tiene un papel importante en la regulacion de los determinantes de virulencia de
esta bacteria. El andlisis de la secuencia de la proteina RocS mostré que tiene mayor
similitud con la enzima diguanilato ciclasa (Dgcl) que con lafosfodiesterasa (PdeAl) de G.
xylinus ya que estas proteinas Dgcl y PdeA1l tienen también los dominios GGDEF y EAL
(14). Por otro lado, €l hecho de que una mutante rocS no puede sintetizar exopolisacaridos

es consistente con la incapacidad de sintetizar celulosa en una mutante dgcl en G. xylinus



(57) y con la disminucion en la motilidad (53). La proteina RocS podria regular la
produccion de exopolisacaridos, la formacion de las biopéliculas y la virulencia a través del

segundo mensajero c-di-GMP (57).

Lavirulenciade V. cholerae esté regulada por otros factores ademas de la proteina RocS.
Entre estos factores se encuentran €l sistema de tres componentes VieSAB codificadas en el
operdn vieSAB en donde VieS es una histidina cinasa mientras que VieA y VieB son dos
reguladores de respuesta que participan en la regulacion transcripciona del operon ctxAB
gue codifica para las subunidades A y B de la toxina de célera (CT). Probablemente es una
regulacion indirecta pues los niveles de mensajero de toxT, €l gen de uno de los reguladores

transcripcionales del operdn ctxAB, disminuyen en una cepa DvieSAB (59) .

VieA es una proteina que porta un dominio EAL, pero que ademés tiene las caracteristicas
propias de los reguladores de respuesta tipicos de los sistemas de dos componentes: un
residuo de aspartato fosforilable y un dominio de unién a DNA (HTH) (30).Esta proteina
también regula indirectamente la produccion de los exopolisac&ridos en V. cholerae. Los
operones vpsA-D Yy vpsL-Q codifican para la sintesis de los exopolisacaridos cuya
activacion transcripcional depende del factor VpsR. Por su parte, la proteina VieA
disminuye los niveles intracelulares de ¢di-GMP mediante |la actividad de fosfodiesterasa
gue le confiere el dominio EAL. Esta disminucion provoca gue los niveles de transcrito del
gen vpsR bajen 'y por tanto disminuya también la transcripcion de los genesvps y lasintesis
de exopolisacaridos que se requieren para la formacion de biopeliculas (58). El cambio en
concentracion de c-di-GMP parece ser una consecuencia de la disminucién en la actividad
de fosfodiesterasa del dominio EAL de VieA o del aumento de la actividad de ciclasa de
una o mas proteinas GGDEF. Se propone que 10s genes vps responden a incremento en la
concentracion de c-di-GMP a través de algun factor de transcripcion que percibe este

compuesto y regulalaexpresion del gen vpsR (58).

La proteina MbaA (por la designacion en inglés maintenance of biofilm architecture) es
otra de las multiples proteinas que presentan los dominios GGDEF y EAL en V. cholerea.
Esta proteina participa en la maduracion y el mantenimiento de la arquitectura de la



biopelicula en esta bacteria. La mutacion DmbaAd no afecta las etapas tempranas de la
formacion de la biopelicula pero provoca una acumulaciéon del material extracelular que
resulta en una formacion de una biopelicula de arquitectura distinta a la tipica de pilares de
células separados por canales. Aungue no se ha demostrado, |os dominios presentes en la
proteina MbaA sugieren que esta proteina podria regular las concentraciones del segundo
mensgero c-di-GMP, posiblemente requerido para € mantenimiento de la matriz

extracelular en las biopeliculasde V. cholerae (60).

1.6.5 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa €S una bacteria que habita en una amplia variedad de ambientes
entre los que se incluye el suelo, el agua, los tejidos de plantas y 10s tgjidos de mamiferos,
entre otros. En los humanos, P. aeruginosa €s una bacteria patdgena oportunistay afecta a
individuos inmunocomprometidos o que sufren de fibrosis quistica (61).

Del esputo de pacientes con fibrosis quistica se pueden aislar variantes de P. aeruginosa
gue presentan resistencia al tratamiento con antibiéticos y que comparadas con células no
resistentes presentan una morfologia distinta. Las céulas resistentes a los antibioticos
forman colonias pequefias y de apariencia rugosa (RSCV por la designacion en inglés
rough small-colony variant). En contraste, las células sensibles forman colonias lisas de
mayor tamafio. Las células RSCV forman agregados de células en medio de cultivo liquido,
y biopeliculas con mayor contenido de biomasa y de arquitectura distinta a las que pueden

formar las células sensibles.

P. aeruginosa es capaz de cambiar del fenotipo RSCV a fenotipo silvestre de manera
transitoria, 1o que le permite a la bacteria modificar su resistencia a antibiéticos. Estos
cambios estan regulados por la proteina PvrR, un regulador de respuesta del tipo de los
sistemas de dos componentes, homdlogo a la proteina VieA de V. cholerae en todos sus
dominios incluyendo &l dominio EAL (62). La presencia del dominio EAL sugiere que la
disminucion de los niveles de c-di-GMP podria ser un factor determinante en estos



procesos y potencialmente un arma importante para el tratamiento de infecciones por esta
bacteria (7,63).

Por otro lado, la autoagregacion de P. aeruginosa provoca laformacion de colonias rugosas
y esta relacionada con la adhesion de las células en el proceso de formacién de biopeliculas.
Esta agregacion la regula la proteina WspR, un factor transcripcional del tipo regulador de
respuesta de sistemas de dos componentes que tiene un dominio GGDEF (64). La funcién
opuesta sugerida para los dominios GGDEF y EAL es consistente con la actividad
mostrada por la proteina WspR (GGDEF) para inducir la autoagregacion y la actividad de
laproteina PviR (EAL) paraevitarla (7).

P. aeruginosa tiene 33 proteinas con el dominio GGDEF y 21 proteinas con el dominio
EAL (30); sin embargo, se conoce la funcion de algunas de estas proteinas. Por gjemplo, la
proteina FimX tiene ambos dominios y se localiza en un polo de la célula. A esta proteina
se le ha relacionado con la regulacion del movimiento tipo “twitching”, que es un
movimiento provocado por la extensiéon y retraccion del pili requerido paralaformacion de
biopeliculas (65).

1.6.6 Yersinia pestis

Con la publicacion constante de genomas bacterianos secuenciados en su totalidad se han
identificado cada vez més proteinas con dominios GGDEF y EAL. De la mayoria de ellas
se desconoce su funcién pero se les haido involucrando en diferentes procesos bacterianos.
Por gemplo, el caso de las proteinas HmsT y HmsP de Yersinia pestis. Esta bacteria tiene
la capacidad de formar colonias tefiidas de color café verdoso o rojo a unir hemina o rojo
congo (RC) respectivamente (fenotipo Hms+), a temperaturas menores a 34°C. A mayor
temperatura las colonias son siempre de color blanco (66).

Dentro de los genes involucrados en la regulacién del fenotipo Hms+ se encuentran las
proteinas HmsP y HmsT. La primera de estas proteinas, HmsP codifica para una
fosfodiesterasa de c-di-GMP pues contiene un dominio EAL que le confiere dicha actividad



(67). Mutantes en ~msP forman colonias rojas en medio suplementado con RCa26°Cy a
37°C y la complementacion en trans con € gen hmsP provoca la formacion de colonias
blancas a ambas temperaturas. Por otro lado, la proteina HmsT codifica para una
diguanilato ciclasa, puesto que tiene un dominio GGDEF en su estructura capaz de
sintetizar c-di-GMP (68). La formacion de biopelicula en Y. pestis depende de los genes
hms. Esta bacteria forma biopelicula a 26°C pero no a 37°C. Cuando se sobreexpresa el gen
hmsT 0 hay una mutacién en e gen hmsP, la formacion de biopéicula se incrementa
considerablemente por lo que se sugiere que su formacién depende de la concentracion de
c-di-GMP (67).

1.6.6 Escherichia coli

Como se menciond anteriormente, E. coli tiene 12 proteinas con el dominio GGDEF, 10
proteinas con dominio EAL y 7 proteinas con ambos dominios (Figura 12). La funcién de
estas proteinas en el metabolismo de E. coli es aln desconocida pero reportes recientes las
han involucrado con el recambio de c-di-GMP en lacélula (54,69-72).
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Figura 12. Proteinas de E. coli que tienen los dominios GGDEF y/o EAL (Fuente Swiss-
Prot Database, http://ca.expasy.org).



Una de estas proteinas con dominios GGDEF y EAL de E. coli que se ha estudiado
estructuralmente a detalle es la proteina Dos. Esta proteinatiene un extremo amino con dos
dominios PAS, uno de ellos asociado a un grupo hemo y un extremo carboxilo con un
dominio de fosfodiesterasa (Fig. 11). La proteina Dos fue descrita originamente como un
sensor directo de oxigeno (direct oxygen sensor) por la union reversible de G, a grupo
hemo con mayor especificidad que con otros ligantes como NO o CO (73).

Se ha reportado que Dos exhibe actividad de fosfodiesterasa de AMP ciclico y la forma
ferrosa del grupo hemo confiere la forma activa de la proteina, mientras que en estado
oxidado es inactiva (74). En contraste, en otras condiciones experimentales, la proteina
pura muestra actividad de fosfodiesterasa frente a c-di-GMP pero no frente a cAMP (69) lo
gue ha generado controversias en cuanto a la verdadera actividad de esta proteina (37). La
estructura cristalina de la proteina Dos muestra la formacioén de un dimero (75,76); sin
embargo, la proteina Dos también forma homotetrameros y la region C-termina es
responsabl e de ésta oligomerizacion (77).

Las caracteristicas fisicas de unién del grupo hemo han sido estudiadas a detalle (73,78-80).
El residuo Asp40 juega un papel principal en mantener la estructura electrénica del hierro.
Mutaciones en este residuo eliminan la actividad catalitica hacia cCAMP (81). Los residuos
His77 (74,80) y Met95 coordinan a grupo hemo (80). La coordinacion por € residuo
Met95 parece ser indirecta, probablemente mediada por una molécula de agua (82). Cuando
una molécula de O, o CO se une a hiero, la interaccidon hemo-Met95 se rompe,
provocando un cambio conformacional en la proteina (80). La presencia de iones Mg?* es
requerida para la actividad enzimética 'y a parecer este metal es unido por los residuos
His590 y His594 (77).

A pesar de la abundante informacién estructural que existe acerca de la proteina Dos, su
papel fisioldgico en el metabolismo de E. coli es alin incierto. El gen dos (también [lamado
b1489 o yddU) que codifica para esta proteina esta localizado a 24 pb rio abgjo del gen
yddV (también llamado »1490). La funcion de la proteina YddV también es desconocida
pero se ha demostrado que tiene actividad de diguanilato ciclasa (22,53,72).



1.7 Objetivo de esta tesis

La amplia distribucion de las proteinas con dominios GGDEF y EAL en €l reino bacteria
abren una nueva ventana de investigacion para la €lucidaciéon del papel fisiolégico y las
vias de sefializacion del segundo mensgjero c-di-GMP, 1o que constituye uno de los topicos
mas interesantes en la microbiol ogia actual de bacterias.

La presente tesis tiene como objetivo principal, aportar informacién que pueda ayudar al
entendimiento del papel de este nuevo segundo mensagjero c-di-GMP, através del andlisis
genético y fisiolégico del operdn yddV-dos de Escherichia coli.



CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Cepas empleadas en este estudio

Cepas de E. coli Genotipo relevante Fuente o referencia

BW25113 [D(araD-araB)567, DiacZ4787(::rrnB-4), laclp- B. Wanner

4000(acl®), | ~, rpoS396(Am), rph-1, D(rhaD-

rhaB)568, rrnB-4, hsdR514
ECL5001 MCA100 F (cydd-‘lacZ) O. Kwon (83)
ECL5002 MCA4100 F (/IdP-'lacZ) O. Kwon (83)
JC7623 F recB21 recC22 sbcB15 sbC201 argE3 thi-1 thr-1 (84)

leu-6 proA2 his-4 aral4 strA rpoS396(Am) lacYl

xylA5
JVH0443 M C4100 transformada con € plésmido pKD46 Este trabajo
JMHO476 JC7623 pero Ddos::kan Este trabgjo
JVIHO478 M C4100 pero Ddos::kan Este trabgjo
JVHO761 W3110 pero Ddos::kan Este trabgjo
JVIHO762 ECL 5001 pero Ddos::kan Este trabgjo
JVHO763 ECL5002 pero Ddos::kan Este trabgjo
JMH0915 TE2680 pero F (dos-*lacZ) Estetrabgjo
JVIH0917 TE2680 pero F (yddV-'lacZ)c Este trabgjo
JVMH0919 TE2680 pero F (yddV-‘lacZ). Este trabgjo
JMH0922 MC4100 pero F (dos-'lacZ) Este trabgjo
JMH0923 MC4100 pero F (yddV-*lacZ)c Este trabgjo
JMH1005 MC4100 pero F (yddV-‘lacZ)c rpoS::tet Este trabajo
JMH1005 MC4100 pero F (yddV-'lacZ). rpoS::tet Este trabgjo
JMH1007 MC4100 pero F (yddV-‘lacZ). Este trabgjo
JMH1122 MC4100 pero F (yddV-'lacZ)c fur::Cm Este trabgjo
JMH1124 MC4100 pero F (yddV-'lacZ)c arcA::tet Este trabgjo



JMH1133 MC4100 pero F (yddV-'lacZ), fur::Cm Este trabgjo
JMH1232 MC4100 pero ybeW::GBKan JM. Ghigo (85)
JVH1479 MC4100 transformada con el plasmido pSE420 Este trabgjo
JVH1480 W3110 transformada con el pldsmido pSE420 Este trabgjo
JVH1481 MG1655 transformada con el plésmido pSE420 Este trabajo
JVH1482 TOBL1 transformada con el plasmido pSE420 Este trabajo
JVH1483 MC4100 transformada con el plasmido pY ddV Este trabajo
JVH1484 W3110 transformada con €l plédsmido pY ddV Este trabajo
JVH1485 MG1655 transformada con el plésmido pY ddV Este trabajo
JVH1486 TOB1 transformada con el pléasmido pY ddV Este trabajo
JVIH1493 MG1655 pero DyddV-dos::kan Este trabgjo
JVIH1740 BW2513 pero DyddV-dos::kan Este trabgjo
MC4100 F (araD139DargF-lac)U169 rpsL150 flbB5301  (86)

deoC ptsF25 rbsR reldl
MG1655 Silvestre (wt) E. coli K-12 F. Blattner
SH8150 W3110 pero DepdA::kan H. Niki (87)
TE2680 F'| “IN(rrnD-rrnE) OlacX74 rpsL galK2 (88)

recD::Tn10d-Tet trpDC700::putPA13033 (Kan®Cm'

lac)
TOB1 Aidlado feca U. Romling (52)
W3110 F lam -In(rrnD-rrnE)1 rph-1 (89)
XL1-blue recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 reldl lac

(F proAB" lacl? lacZ DM15Tn10) Stratagene
Fagos
Pl Fago de transduccion general (90)

Tabla 2. Cepas empleadas.



2.2 Plasmidos empleados en este estudio

Plasmido Genotipo Fuente o
Referencia
pKD46 [0riR101], [repA10L(ts)], araBp-gam-bet-exo,(T") B. Wanner
pKOBEG araBp-gam-bet-exo, (T, Cm") JM. Ghigo
pK OBEGA araBp-gam-bet-exo, (T, Amp') JM. Ghigo
pMM4 pUC18 pero con la construccion de 3.4 Kb Ddos::kan la Estetrabajo
cual tiene 1.1 kb de cada regién que flanquea al gen dos,
clonadas en los sitios EcoRI-Pst|
pMM5 pTZ19R pero con la construccion de 3.4 kb Ddos::kan la Este trabajo
cual tiene 1.1 kb de cada regién que flanquea al gen dos,
clonadas en los sitios EcoRI-Pst|
pSE420 Vector de clonacién para sobre-expresion ApR lacl?P,.. Invitrogen
ColEL, lacO, g10 rBS.
pTZ19R Vector de clonacién. F1 ori, pBR322 ori, lacZ’. Pharmacia
puC18 Vector de clonacion. ori colEl, lacl, lacZa Pharmacia
pUCAK-KIXX Vector que contiene 1.3 kb del inserto kan flanqueado Pharmacia
por sitios BamHI
pY ddVv pSE420 pero con el gen yddV clonado en los sitios Estetrabajo
Ncol-Sacl
PRS551 Vector de clonacioén bla, kan, Ty, lacZYA (88)
pF (dos-'lacZ) PRS551con lafusion F (dos-'lacZ) Este trabajo
pF (vddV-'lacZ)c PRS551con lafusion F (yddV-'lacZ)c Este trabajo
pF (vddV-'lacZ). PRS551con lafusion F (yddV-'lacZ). Este trabajo

Tabla 3. Pldsmidos empleados en este trabgjo.



2.3 Oligonucléotidos empleados en este estudio

Todos los oligonucl éotidos fueron empleados a una concentracién final de 40pmol/m.

Parala mutagénesis del gen dos:

Dos EcoRI-L GAT CGGGAATTCTACCAATCA CCAGCATATC
Dos BamHI-L ACG CAG GAT CCA CTG TCG CGT TAT TCA GG

Dos BamHI-R GAT TAG GAT CCCATC CTG GCG CAT CTA AAGAC
Dos Pstl-R GTT CGG ACT GCA GCG CCG CAGAAA AACTTCAG
Left Pstl 3 ACGCACCTGCAGCTGTCGCGT TAT TCA GG
Right Pstl 5 ATT ACT GCA GCATCCTGG CGCATCTAAAGAC

ParalasfusioneslacZy para5 -RACE:

dos-lacZ Eco5' GCT GAG AAT TCT CCT CTA TCC GGT GAT CTT CTC TTC GG
dos-lacZ Bam3' CGT TAG GAT CCA CCG CAC CCA TCA TAT TTT GC
yddV-lacZ EcO5’ CCG AGA ATT CGA TCC GCT CGG TTC CGA TAC CCG
yddV-lacZ Bam3 GAG CGG ATC CAA CGG CAA TTT CCG CGG C

yddV-lacZ larga ECO5’ CTG GGA ATT CAG GGG TGA AAC TGG TCG TGG C

lacZ GGG GGA TGT GCT GCA AGG CG

lacZrev CGC CAG GGT TTT CCCAGT CACGACG

Para lamutagénesis del operon yddV-dos

Ampli Kan L5 GGG GGA AAG CCA CGT TGT GTCTCA A

Ampli Kan L3 GGG GGC GCT GAG GTC TGCCTCGTGA

YddV-GB-L3
GCAATGTAACATCAGAGATTTTGAGACACAACGTGGCTTTCATAATTCACACCCTTATAAGGCTGGG
YddVv-GB-L3B CCG GAA CTG AAA AAG CAG CTCGAT CTTAACG
Dos-GB-L5

GCAACACCTTCTTCACGAGGCAGACCTCAGCGCCTGACAAATTCCTCTCGCCCGCACTCGCGGGTTTTC
Dos-GB-L5B TTG CCA CAA CATCGCCTGTGCTTG TTG TGG GCG



Parala clonacion de yddV en pSE420

yddV -Ncol-5 CCCAGCCTT ATA AGG GCCATG GTTATGGAGATGTAT
vddV-Sacl-3 CTC TGA GCT CTG GCG CAT CTA AAG ACT GGC
ParaRT-PCR

MM1 (dos-fwd) CGG GCT GCA TACCGC TGG CTT CGC

MM2 (dos-rev) GAG GGG ATGAGT CGGGAGCTGC

MM3 (yddV-fwd)  CGGTTG TGA CGA ATG TAT TCA GG
MM4 (yddV-rev) ~ CCGCCG TTT CCT ACC GAC TAT CT

2.4 Medios de cultivo empleados en este estudio

Los medios liquidos se prepararon por disolucion de los solutos indicados en agua destilada
y la posterior esterilizacion a 15 psi y 121°C por 20 min. Cuando e medio estaba
suplementado con MOPS, el tiempo de esterilizacion disminuy6 a 15 min. Los medios
solidos se prepararon por adicion de agar a 2% (w/v) a los medios liquidos y posterior
esterilizacion bajo las condiciones mencionadas anteriormente.

Se utilizé medio Luria-Bertani (LB) para cultivos en medio liquido. Para los ensayos de
formacion de biofilm se usd medio LB suplementado con 100mM MOPS. Antes de
esterilizar, el pH de los medios se gjusté a 7.0 con NaOH 2.5N o HCI concentrado seguin el

Caso.

Reactivo Concentracion final
NaCl 1%

Triptona 1%

Extracto de levadura 0.5%

Tabla 4. Férmula parala preparacién de medio LB.

En algunos casos se utilizd6 medio minimo para € crecimiento de cultivos liquidos de

acuerdo alo siguiente:



Reactivo Concentracion final
NH.CI 1%

KH2PO4 3%

NapHPO4 6 %

NaCl 05%

MgSO4 0.025%

Azlcares 0.2%

Tiamina 0.0005 %

Timina 20ng/ml
Aminoéacidos 20mg/ml

Tabla 5. Férmula parala preparacion de medio minimo (medio M9).

Los antibidticos utilizados fueron esterilizados por filtracion usando filtros de membrana
MF& (Millipore Acrodisk) de 0.45 mm y adicionados a medio bajo condiciones de
esterilidad a una temperatura del medio de cultivo menor a 50 °C. Las concentraciones de
antibidtico fueron las siguientes: ampicilina 200 mg/ml (medio L2), cloramfenicol 25 mg/ml
(medio L3), kanamicina 100 ng/ml (medio LBKan)y tetraciclina 25 ng/ml (medio L9).
Cuando fue necesario se adiciond IPTG a una concentracién final de 0.3,0.501 mM y X-
ga a una concentracion final de 40 ng/ml. Para el crecimiento de cultivos en anaerobiosis,
los medios fueron suplementados con Glucosa a 0.2%, o bien con nitrato de sodio

(NaNOs) auna concentracion final de 40mM.

Para los ensayos con rojo congo (&cido benzidindiazo-bis-1-naftilamina-4-sulfénico
C32H22NsNaO6S,), a medio LB seleelimind e NaCl y fue suplementado con:

Rojo Congo 20 ng/ml

Azul de Coomassie 10 ng/ml

Tabla 6. Suplementos para ensayos con rojo congo.



Para los ensayos con calcofltior (Fluorescent Brightener 28 SigmaQO, CioH4N12010S,), d
medio LB se le elimin6 e NaCl y fue suplementado con calcofltor a una concentracion
final de 200 ng/ml.

2.5 Condiciones de cultivo

Los cultivos aerébicos en medio liquido se realizaron en matraces Erlenmeyer, €l volumen
del cultivo no fue mayor a 20% de la capacidad del matraz. La incubacion se llevé a cabo
en un agitador orbital a 225 rpm.

Las incubaciones anaerdbicas se llevaron a cabo en tubos de ensayo con tapa de rosca
[lenados al maximo de su volumen e incubados en jarras de anaerobiosis, usando sistemas
anaerdbicos GasPaka (BBL Microbiology Systems) que generan una atmosfera compuesta
por hidrégeno y dioxido de carbono. La condicion anaerdbica fue comprobada mediante €l
uso detiras de anaerobiosis (BBLO).

El crecimiento celular bacteriano fue monitoreado midiendo la densidad 6ptica (DO) a 600
nm utilizando el espectrofotémetro Ultrospec 3100 pro (Amersham Pharmacia Biotech) y
celdas de pléstico desechables de 1cm de paso de luz.

2.6 Técnicas basicas de Biologia Molecular

2.6.1 Obtencion de DNA cromosomal
La purificacion de DNA cromosoma para la amplificacion de fragmentos de DNA por
PCR y digestion de DNA con enzimas de restriccion se llevé a cabo por dos técnicas, la
primera por extraccion de DNA cromosomal por purificacion por extracciones con fenol-
cloroformo o empleando un kit comercial.

2.6.1.1 Extraccion fenol-cloroformo

Lapurificacion del DNA cromosomal por el método de extraccidn organica con una mezcla

de fenol-cloroformo se llevd a cabo como se describe a continuacion:



1. - Crecer un cultivo de 50 ml de la cepa seleccionada hasta DO a 600 nm entre 0.8 y 1.0.

2. - Cosechar las células por centrifugacion a 3000rpm/10min/4°C.

3. - Resuspender en 10 ml de solucion TE (Tris-HCL 25mM, pH8.0, EDTA 1 mM).

4. - Adicionar 10 mg de lisozima en polvo e incubar 15 mina 30 °C.

5. - Adicionar 1ml de SDS a 20%, agitar con pipeta 15 segundos para lisar las células. La
solucién se vuelve viscosa

6. - Adicionar 10 ml de fenol (saturado con TE) y 1.5 ml de NaCl 5M. Invertir e tubo
répidamente a temperatura ambiente por 20 min.

7. - Separar las fases por centrifugacion a 3000rpm durante 10 min.

8. - Remover lafase superior con una pipeta despuntaday transferirlaa un tubo limpio.

9. - Adicionar un volumen de una mezcla de fenol-cloroformo (1:1) y mezclar invirtiendo
por 10 min.

10. - Repetir lospasos 7 y 8.

11. - Adicionar un volumen de cloroformo y mezclar invirtiendo durante 10 min.

12. - Repetir lospasos 7y 8.

13. - Adicionar un volumen de isopropanol suavemente por la pared del tubo (se forman
dos fases por diferencia de densidad de los disolventes).

14. - Con una varilla de vidrio mezclar suavemente en la zona de interfase para recoger €
DNA enformadefibras enrolladas en lavarilla

15. - Lavar € DNA en etanol frio a 70%.

16. - Secar e DNA atemperatura ambiente.

17. - Resuspender el DNA en 1ml de TE. Se debe disolver totalmente.

18. - Adicionar RNAsaa 20 ng/ml de concentracién final e incubar a’50 °C durante 1hora
19. - Adicionar proteinasa K disuelta a una concentracion final de 100 nmg/ml. Incubar a 37
°C por 1h.

20.- Adicionar TE paragustar €l volumen a5 ml.

21.- Adicionar un volumen de fenol:cloroformo (1:1). Mezclar invirtiendo por 10 min.

22.- Centrifugar y recuperar lafase superior.

23.- Adicionar un volumen de cloroformo. Mezclar invirtiendo €l tubo por 10 min.

24.- Centrifugar y recuperar lafase superior.



25.- Repetir los pasos 13,14,15,16 y 17. El DNA puro se puede resuspender en buffer TE o
en agua bidestilada.

2.6.1.2“Wizarda Genomic DNA Purification kit” de Promega

En algunas ocasiones purificamos el DNA cromosomal con e kit comercial de Promega
“Wizarda Genomic DNA Purification de acuerdo a siguiente protocolo sugerido por €l

fabricante.

1.- En un tubo Eppendorf, centrifugar 2 ml de un cultivo saturado de la cepa seleccionada a
14000 rpm en una microcentrifuga.

2.- Remover e sobrenadante y adicionar 600ul del reactivo “Nuclel Lysis Solution”. Se
mezcla con la pipeta suavemente hasta que las células gueden resuspendidas. Esta solucion
contiene, entre sus componentes principales, SDS paralisar las cdulas.

3. Seincuba € tubo a 80°C durante 5 minutos para lisar las células y entonces se enfria a
temperatura ambiente.

4.- Agregar 3ul de “RNase Solution” una solucion que contiene una mezcla de Rnasas para
eliminar e RNA presente en lamuestra. Se invierte el tubo 2-3 veces para mezclar.

5.- Incubar a 37°C durante 20 minutosy dejar enfriar el tubo atemperatura ambiente.

6.- Agregar 200ul of “Protein Precipitation Solution”, una solucion &cida para la
precipitacion de proteinas totales. Se mezcla en el vortex vigorosamente a mayor velocidad
durante 20 minutos para asegurar la precipitacion homogénea.

7.- Incubar lamuestra en hielo durante 5 minutos para favorecer la precipitacion.

8.- Centrifugar a 14000 rpm durante 15 minutos.

9.- El sobrenadante se mezcla con un volumen de isopropanol, para precipitar el DNA.
Para mejores resultados, se puede incubar 20 minutos a—20°C.

10.- EI DNA precipitado se centrifuga a 14000 rpm durante 15 minutos.

11.- Eliminar €l resto del disolvente por evaporacion.

12.- Disolver e DNA puro en 100 ml de H»O bidestilada.



2.6.2 Obtencién de DNA plasmidico

Para la purificacion de plasmidos, empleamos la cromatografia de intercambio idnico que
es el método mas utilizado para la separacion de &cidos nucleicos. El mecanismo basico es
el intercambio reversible de los iones en solucion con los grupos funcionales unidos
covalentemente a unafase estacionariainsoluble llamada resina.

2.6.2.1 Kit “miniprep” QIAgen

La extraccion de DNA plasmidico se reaizd usando el kit de purificacion de DNA de
QIAGENa, siguiendo las instrucciones del fabricante. Se utilizd € protocolo “QIAprep
Spin Miniprep Kit”, que permite la purificacion de mas de 20 ng de DNA plasmidico. La
purificacion de DNA plasmidico utilizando columnas de QIAgen de membranas de silica
gel se basa en un simple procedimiento de union-lavado-elucion Los acidos nucleicos son
adsorbidos a la membrana de silica gel en presencia de sales, las cuales remueven € agua
de las moléculas de é&cidos nucleicos hidratadas en solucion. Los polisacaridos y las
proteinas no se adsorben y son removidos.

El protocolo inicia con la lisis de las células bajo condiciones alcainas (NaOH, SDS). El
SDS solubiliza los componentes fosfolipidicos y proteicos de la membrana celular,
permitiendo lalisis y liberacién del contenido celular. EI NaOH desnaturaliza tanto el DNA
cromosomal y de plasmido, asi como las proteinas. El tiempo 6ptimo de lisis permite la
maxima liberacion del DNA de plésmido de la célula sin permitir la salida del DNA
cromosomal, minimizando a su vez la exposicion del plasmido a una desnaturalizacién
irreversible. EI RNA se degrada por accion de la RNasa A. Las proteinas, e DNA
cromosomal y los restos celulares son precipitados debido a la alta concentracion de sales
empleadas.

En las columnas de QIAgen, e DNA plasmidico es adsorbido en una columna de resina de
intercambio anidnico, constituida por dietilaminoetilo (DEAE, Fig. 13), en condiciones
&cidas la resina se carga positivamente e interacciona con los grupos fosfatos del DNA



plasmidico a través de interacciones electrostéticas. Las endonucleasas y sales son
removidas mediante lavados. El DNA se eluye a pH basico (7.0-8.0) en condiciones de

bajas concentraciones de sal y en pequefios vol imenes.
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Figura 13. Grupos funcionales que interactdan en una purificacion de DNA por columna.

El protocolo sugerido por € fabricante utilizando una microcentrifuga es el siguiente:

1.- Colectar 2ml del cultivo de interés saturado por centrifugacion a 14000 rpm.
Resuspender las células en 250 ni de buffer PL (100 i g/ml RNasa A; 50 mM Tris-HCl, pH
8.0; 10 mM EDTA) hasta obtener una solucién homogénea.

2.- Agregar 250 m de buffer P2 [200 mM NaOH, 1% SDS (w/v)] a la suspension celular,
mezclar invirtiendo el tubo gentilmente hasta obtener una solucién viscosay clara

3.- Agregar 350 ml de buffer N3 (3.0 M CH3COOH (&cido acético, pH 5.5), mezclar en
vortex 10 seg.

4.- Centrifugar por 10 min a 14,000 rpm.

5.- Transferir el sobrenadante a una columna QIAprep de QIAgen.

6.-Centrifugar 1min a 14,000 rpm y descartar € filtrado.

7.-Lavar la columna agregando 750 m de buffer PE (etanol al 70%) y centrifugando de 30 a
60seg.

8.-Descartar € filtrado y centrifugar por 1 min més para remover residuos del buffer de
lavado.

10.- Colocar una columna QIAprep en un tubo de microcentrifuga limpio. Para eluir afiadir
50 m de buffer EB (10 mM Tris-Cl, pH 8.5) o H»O bidestilada a centro de la columna,
incubar por 1 miny centrifugar por 1 min a 14,000 rpm.

11.-Almacenar los plasmidos obtenidos a4 °C.



2.6.3 Obtencidn de RNA total

La purificacion de RNA total se llev6 a cabo por dos técnicas, la primera por extraccion de
RNA empleando un kit comercial para llevar a cabo los experimentos de RT-PCR y 5'-
RACE o por purificacién mediante extracciones con fenol caliente y cloroformo para los
experimentos de microarreglos.

2.6.3.1 Kit RNeasy de QIAgen

La técnica de purificacion de RNA mediante el uso del kit RNeasy de QIAgen utiliza una
combinacién de las propiedades de unién de los acidos nuclei cos a membranas de silica gel
ya antes mencionadas y el uso de centrifugacion a alta velocidad. Un sistema de uso de
buffers de altas concentraciones de sales permite la purificacion de mas de 100 pg de RNA
de mas de 200 bases de longitud para poder ser unidos a la membrana de silica de las
columnas de RNeasy. Las células primeramente son lisadas y homogenei zadas en presencia
de un buffer desnaturalizante que contiene tiocianato de guanidina (CHsN3sHSCN), € cual
inmediatamente inactiva las Rnasas presentes en la muestra para asegurar la purificacion de
RNA intacto. Se utiliza etanol para proveer condiciones apropiadas de union y entonces la
muestra se hace pasar por una columna RNeasy, donde el RNA total es adsorbido a la
membrana y los contaminantes son eliminados eficientemente a través de lavados. EIl RNA
obtenido es de dta calidad y se eluye de la columna en 30-100 pl de agua libre de Rnasss.
Este procedimiento ofrece una muestra de RNA rica en mRNA, puesto que la mayoria de
los RNAs menores a 200 nucledtidos, es decir los rRNA y tRNA, son excluidos

selectivamente.

El protocolo sugerido por €l fabricante utilizando una microcentrifuga es el siguiente

1.-A partir de un O.N. se crece un cultivo de la cepa de interés hasta densidad dptica de 0.5
a 600 nm.



2.- Se centrifugan 2ml de cultivo a 14000 rpm en una microcentrifuga y se elimina €l
sobrenadante.

3.- El pellet de células se resuspende en 100 m de buffer TE + lisozima empleando €l
vortex y seincuba 5 min atemperatura ambiente.

4.- Se agregan 350 m de Bufer RLT + b-mercaptoetanol y se mezcla vigorosamente en el
vortex, sin degjar material insoluble.

5.- Se agrega a cada tubo 250 m de etanol absoluto y se mezcla pipeteando. No se debe
centrifugar ni vortexear.

6.- Agregar 30m de solucién de DNAsal (0.91 unidades/ml) e incubar 15 minutos a 25°C.
7.- Se transfiere a una columna RNeasy y se centrifuga a 14000 rpm durante 15 segundos
exactamente. Seeliminad filtrado.

8.- Se agregan 700 ml de buffer RW1 a la columna y se centrifuga a maxima velocidad
durante 15 segundos descartando €l filtrado (lavado del RNA).

9.- Transferir la columna a un tubo de recoleccién nuevo y agregar ala columna 500 ml de
buffer RPE. Centrifugar a maxima velocidad durante 15 segundos (segundo lavado).

10.- Hacer un tercer lavado con 500 ml de Buffer RPE y centrifugar 2 minutos a maxima
velocidad para que se seque lamembrana.

11.- Pasar la columna a un nuevo tubo de recoleccién y centrifugar un minuto adicional.

12.- Transferir la columna a un tubo Eppendorf de 1.5 ml y adicionar 30 ml de H20 libre
de RNAsa alacolumna. Centrifugar 1 minuto a maxima velocidad para eluir.

13.- Cuantificar el RNA purificado a 260 nm. (5 ml de RNA en 995ml de H,O) donde:

1 Unidad de Absorbancia = 40 ng RNA /ni.

14.- El RNA seguardaa — 70 °C.

2.6.3.2 Fenal cdiente

Para purificar e RNA empleado en los microarreglos, se empled € método de fenol
caliente cuyo protocol o se describe a continuacion:

1.- Inocular 30 ml de cultivo con 0.3 ml de cultivo fresco. Crecer hasta fase logaritmica o
fase deseada.



2.- Cosechar las células por centrifugacion en tubos COREX de 30 ml a 10,000 rpm en
rotor SS-34 a 4°C durante 5 minutos.

3.- Mantener € tubo con la pastilla bacteriana en hielo y sin sacarlo resuspender en 1/10 (3
ml) de su volumen en solucién delisis (sin usar vortex).

4.- Caentar a70°C durante 1 minuto en bafio mariaparalisar las células.

5.- Agregar un volumen (3 ml) de fenol saturado a 65°C y agitar 10 minutos de 200 a 300
rpm en unaincubadoraa 65°C.

6.- Centrifugar a 10,000 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente.

7.- Sin mezclar las fases, sumergir e tubo en bafio maria a 65°C y con una pipeta pasteur
estéril sacar lafase acuosa superior (donde vael RNA) y pasarlaaotro tubo.

8.- Repetir dos veces mas los pasos 5,6 y 7, paraun total de tres extracciones.

9.- Extraer unavez con un volumen de cloroformo : isoamilico (24:1)

10.- En la Ultima extraccion, tomar la fase acuosa 'y afiadir 1/10 del volumen de acetato de
sodio 3M, pH 5.5y 2.5 volumenes de etanol absoluto.

11.- Mezclar muy bieny precipitar a—20°C todala noche.

12.- Centrifugar a 10,000 rpm a4°C por 15 minutos.

13.- Desechar el sobrenadante, secar el precipitado y resuspender en 400 ml de agua.

14.- Reprecipitar en eppendorf y centrifugar a 14,000 rpm 15 minutos en el cuarto frio y
lavar con etanol a 70%.

15.- Resuspender en 150 ul de agua y hacer una dilucion 1:500 (2 ul RNA en 998 ul de
agua). Obtener la OD260 y OD280 nm. La relacion 260/280 nm debe ser entre 2y 22.
Una unidad de absorbancia equivale a 40 ug/ml de RNA

16.- Guardar a—20°C en etanol 0 a—70°C en agua.

Solucionesy Reactivos:

1.- Solucion delisis

Acetato de sodio 20 mM pH 5.5
EDTA 1mM
SDS 0.5%
Esterilizar en autoclave.



2.- Fenol bidestilado. Saturar €l fenol con Acetato de sodio 20 MM pH 5.5y EDTA 1 mM,
esterilizado previamente en autoclave.

3.- Acetato de sodio 3M pH 5.5

4.- Etanol absoluto

5.- Etanol a 70%

6.- Cloroformo: alcohol isoamilico (24:1)

2.6.4 RT-PCR

El RT-PCR es un método enzimético de sintesis in vitro de miltiples copias en forma de
DNA, de una secuencia especifica de RNA que involucra la sintesis de cDNA mediante el
uso de una transcriptasa reversa y posteriormente la amplificacion de los fragmentos de
interés através de unareaccién de PCR.

Para llevar a cabo este experimento se requiere partir de un RNA libre de DNA para la
sintesis de cDNA, € cua fue purificado por é método de RNeasy de Qlagen descrito
anteriormente. EI RNA se digirié con la enzima de restriccion Sau3Al para eliminar por
completo el DNA contaminante.

Para sintetizar e cDNA empleamos € kit OmniscriptO de QIAgen (Fig. 14). A partir del
RNA purificado se sintetiza el ¢cDNA empleando una enzima transcriptasa reversa,
posteriormente se degrada el RNA templado con RnasaH y el cDNA obtenido es utilizado
en las reacciones de PCR.

Sintesis de cDNA

MRNA
l Alineamiento del oligonucledtido
mRHA
A——
l Transcripcion reversa
mMRMHA

cDNA

Degradacidn del RNA templado
{RNasa H)

-

cDNA

Reacciones subsecuentes

Figura 14. Obtencién de cDNA a partir de RNA puro.



2.6.5 Determinacion del inicio de latranscripcion por el método de 5'-RACE

Para determinar €l inicio de la transcripcién del operdn yddV-dos, se purifico RNA total de
la cepa MC4100/pF (vddV-‘lacZ).. de cultivos crecidos aerébicamente en fase exponencial
y estacionaria, purificado con € kit RNeasy de QIAgen. Se sigui6 €l protocolo dd kit 5'-
RACE de Invitrogen sugerido por e fabricante. EI RNA purificado se empled para
sintetizar cDNA empleando € kit Omniscript de QlIAgen antes descrito y € oligonucléotido
lacZrev que dinea en € gen lacZ de lafusion F (yddV--lacZ). Se empled la cepa que tiene
el plésmido con dicha fusion para enriquecer la muestra de mRNA que contiene €l
promotor del operon yddV-dos. Lasintesis de cDNA iniciacon € oligonucléotido lacZrev y
termina en € inicio de la transcripcién del operdon pues es donde finaliza € mensgjero. El
RNA templado es degradado por la mezcla de Rnasas (RnasaH y Rnasa T1) proporcionada
en €l kit. Posteriormente se adiciona una cadena de guaninas en el extremo 3' del cDNA (e
extremo del inicio de la transcripcion) mediante la accién de la enzima Deoxinucleotidil
transferasa terminal (TdT). Finalmente se hacen dos reacciones de PCR para amplificar el
fragmento, la primera reaccién empleando € oligonucledtido lacZrev, y un oligonuclettido
adaptador rico en guanina e inosina (AAP). La segunda ronda de PCR se redliza con un
oligonucledtido interno (yh-PE) y otro adaptador (AUAP). Los oligonucleétidos
adaptadores estan incluidos en el kit de 5'-RACE. Finalmente el fragmento obtenido es
secuenciado para encontrar el nucledtico previo a la cadena de guaninas que es €

nucledtido correspondiente al inicio de latranscripcion del operon yddV-dos.
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Figura 15. Protocol o esquematizado del experimento de 5’ -RACE.

2.6.6 Electroforesisde DNA

Todas las electroforesis de DNA se realizaron en geles de agarosa a 1% preparados en

buffer TE (1X) y corridos en e mismo buffer a 90V. Como buffer de carga se empled una

solucién que contiene lo siguiente:

Componente Concentracion final
EDTA 1mM
Azul de bromofenol 0.25%
Xilencianol 0.25%
Glicerol 30.0%

Tabla 7. Férmula del buffer de carga para electroforesis.



2.6.7 Electroforesis de RNA

Las electroforesis de RNA se realizaron en geles de agarosa a 1% con bromuro de etidio a
una concentracion final de Ing/ml y tiocianato de guanidina (CHsN3HSCN) 20mM. Las

electroforesis de RNA serealizaron a50V.

2.6.8 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es empleada para amplificar
exponencialmente in vitro una secuencia especifica de nucledtidos en presencia de una
secuencia templado, dos oligonucléotidos que sirven parainiciar la elongacion, que alinean
en las cadenas opuestas y flanquean la region de interés del DNA blanco, ademas de una
DNA polimerasa termoestable. La reaccion es en ciclos que involucran la desnaturalizacion
del templado, €l alineamiento del oligonucléotido y la extension de estos oligonucledtidos
por accién de la DNA polimerasa hasta lograr suficientes copias del fragmento para
posterior analisis.

Por lo general se empled Tag polimerasa de InvitrogenO y en los casos de amplificacion de

fragmentos para clonacion y secuenciacion se empled Pfx supermix de InvitrogenO.

2.6.9 Reacciones de digestion con enzimas de restriccion y reacciones de ligacion
de DNA

Las enzimas de restriccion empleadas y sus respectivos amortiguadores fueron de
InvitrogenO, PromegaO y/o New England BiolabsO. Para las reacciones de ligasa se
empled la T4 DNA ligasa de InvitrogenO y las reacciones se realizaron a 14°C durante 16

horas.



2.6.10 Transformacion de células de E. coli

E. coli puede llegar a ser artificialmente competente mediante técnicas como la de
CaCl,/choque térmico y la de electroporacion. En el proceso de transformacion, la bacteria
ingresa moléculas de DNA desnudo. Si e DNA introducido (DNA extrafio) tiene un origen
de replicacion reconocido por las DNA polimerasas de la célula huésped, entonces la
bacteria replicard e DNA extrafio a la par con la replicacion de su propio DNA. Las
bacterias que son capaces de ingresar DNA extrafio son [lamadas células competentesy se
logran obtener por el tratamiento con CaCl, en la fase temprana logaritmica del
crecimiento. La bacteria es permeable a los iones CI” pero no a los iones Ca*. El
mecanismo exacto de como entrael DNA a la bacteria no es claro aln, pero se sabe que un
choque térmico a 42°C da lugar a la expresion de genes de respuesta a choque térmico,

necesarios para el ingreso del DNA extrafio alacélula.

2.6.10.1 Transformacién por € método de CaCl,

Parala transformacion por el método de CaCl, seguimos €l siguiente protocol o:

1.- Inocular 300 m de un cultivo ON en 30 ml de LB + € antibidtico indicado si procede.
2.- Incubar a 37°C de 2 a 3 horas 0 hasta que € cultivo alcance la fase exponencial
(ODgoonm 0.4-0.6).

3.- Centrifugar € cultivo a 3,000 rpm durante 10 minutos a4°C y eliminar e sobrenadante.
4.- Resuspender la pastilla de cdlulas (pellet) en 5 ml de CaCl, 100 mM frio.

5.- Incubar en hielo 40 minutos.

6.- Centrifugar a 3,000 rpm durante 10 minutos a4°C.

7.- Decantar €l sobrenadante y resuspender €l pellet e 500 m de CaCl2 100 mM frio.
8.-Mezclar en tubos eppendorf 30 m de células mas 3 m de DNA.

9.-Incubar en hielo 1 hora.

10.- Incubar a 43°C por 90 segundos.

11.-Inmediatamente agregar 1 ml de LB.

12.- Incubar a 37°C durante una hora con agitacion.



13.-Centrifugar a 14,000 rpm 5 minutos.

14.- Decantar €l sobrenadante y resuspender €l pellet en 80 m de MgSO,4 10 mM.
15.- Platear en cajas de LB con € antibidtico correspondiente.

16.- Incubar a 37°C todalanoche.

2.6.10.2 Transformacion por e ectroporacion

1.- Inocular 300 m de un cultivo ON en 30 ml de LB + €l antibidtico indicado si procede.

2.- Incubar a 37°C de 2 a 3 horas 0 hasta que € cultivo alcance la fase exponencial
(ODgoonm = 0.4-0.6).

3.- Centrifugar € cultivo a 3,000 rpm durante 10 minutos a4°C y eliminar e sobrenadante.
4.- Resuspender €l pellet en 1.5 ml de Glicerol 10% frio y pasarlo un tubo eppendorf.

5.- Centrifugar a 14,000 rpm/1min a4°C.

6.- Decantar € sobrenadante y resuspender el pellet en 1.5 ml de Glicerol 10% frio.

7.- Centrifugar a 14,000 rpm/1min a 4°C.

8.- Decantar €l sobrenadante y resuspender €l pellet en 1.5 ml de Glicerol 10% frio.

9.- Centrifugar a 14,000 rpm/1min a4°C.

10.- Decantar €l sobrenadante y resuspender €l pellet en 500 m de Glicerol 10% frio.

11.- Mezclar en tubos eppendorf 40 m de célulasmas 3 m 0 5 nl de DNA.

12.- Electroporar usando celdas de electroporacion apropiadas y € programa para bacterias
del electroporador a utilizar.

13.- Recuperar las células con 1 ml de medio LB y pasar atubos Eppendorf.

14.- Incubar a 37°C con agitacion durante 2 horas.

15.- Centrifugar a 14,000 rpm 1min a 4°C.

16.- Eliminar el sobrenadante y resuspender el pellet en 80 m de MgSO, 10 mM.

17.- Platear en cgjas con €l antibiético correspondiente, si procede.

18.- Incubar a 30°C o0 37°C todala noche.



2.6.11 Transduccion generadizadade E. coli con € bacteriéfago Piy

La transduccion generalizada utiliza la habilidad de ciertos fagos para transferir materia
genético a cromosoma de una bacteria. Algunos fagos son capaces de movilizar genes
bacterianos y acarrearlos de una célula bacteriana a otra a través de un proceso llamado
transduccion. Se utilizé e bacteriofago Pi,;- que es una variedad del fago P; incapaz de

formar lisdgenos.

2.6.11.1 Obtencion de lisados con € bacteriéfago Py,

El protocolo parala obtencion de lisados de las células donadoras es € siguiente:

1.- Preparar un cultivo ON de la cepa donadora en 3 ml de Lb + CaCl, 5 mM + €
antibiético correspondiente.

2.- Centrifugar 1.5 ml del ON dela cepa donadora a 14,000 rpm durante 2 minutos.

3.- Eliminar el sobrenadante y resuspender el pellet en la mitad del volumen (750 m) con
LB + CaCl, 5mM.

4.- Mezclar en tubos de ensayo 100 m de células donadoras + 10 mi de fago Piy;-

5.- Incubar atemperatura ambiente durante 15 min.

6.- Agregar 3ml de medio LB + CaCl, 5 mM.

7.- Incubar a 37°C durante 4 horas o hasta que se observe lalisis en los cultivos. Se utiliza
un tubo control sin fago paraverificar lalisis.

8.- Centrifugar los cultivos a 14,000 rpm durante 5 min.

9.- Recuperar el sobrenadante en un tubo Eppendorf nuevo.

10.- Agregar 2 gotas de CHCI3 con una pipeta Pasteur y mezclar vigorosamente en vortex.
11.- Almacenar los lisados a4°C.

2.6.11.2 Transduccion mediada por Py,

El protocolo paralatransduccion es el siguiente:



1.- Preparar un cultivo ON de la cepa a transducir (receptora) en medio LB + CaCl, 5 mM
mas €l antibiotico correspondiente.

2.- Centrifugar 1.5ml del cultivo ON a 14,000 rpm durante 5 minutos.

3.- Eliminar &l sobrenadante y resuspender el pellet en la mitad del volumen (750 ml) con
LB + CaCl, 5mM.

4.- Mezclar en tubos de ensayo 100 m de células receptoras + 10 i de lisado de la cepa
donadora

5.- Incubar a 37°C durante 20 min.

6.- Agregar 1 mL de LB para interrumpir la infeccion y centrifugar 5 minutos a 14,000
rpm.

7.- Eliminar el sobrenadante y lavar €l pellet con 1ml de LB tres veces para eliminar los
restos de fago.

8.- Resuspender el pellet en ImL de LB e incubar a 37°C durante una hora.

9.- Centrifugar 5 minutos a 14,000 rpm.

10.- Eliminar €l sobrenadante y resuspender €l pellet en 80 ni de LB.

11.- Platear en cajas con el antibiotico correspondiente.

12.- Incubar a 37°C toda la noche.

2.6.12 Construccion de fusiones transcripcionales con el gen reportero lacZ

Para anadlizar la expreson de los genes yddV y dos se construyeron fusiones
transcripcionales con € gen reportero lacZ mediante el método reportado por Elliott (88).
Las fusiones se construyeron amplificando por PCR las regiones promotoras a estudiar
(Fig. 16), empleando oligonuclettidos que contienen los sitios EcoRl 'y BamHI para ser
clonandos en el plasmido pRS551. Se construyeron tres fusiones, una fusion F (dos-‘lacZ)
la cual incluye como zona promotora un fragmento de 1153 pb de la region rio arriba del
gen dos. También se construyeron dos fusiones para analizar la expresion de yddV, una
fusion corta F (yddV-'lacZ)c la cua comprende una probable region reguladora de 886 pb y
otralargaF (yddV-'lacZ). con una probable region reguladora de 2240 pb.
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Figura 16. Regiones reguladoras empleadas para la construccion de las fusiones
transcripcionales con el gen reportero lacZ para el andlisis de expresion de losgenes yddV'y

dos.

Los fragmentos amplificados para ser clonados en el plaésmido pRS551 se verificaron por
PCR (Fig. 17):
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Figura 17. Fragmentos amplificados por PCR de las zonas promotoras para la construccion
de las fusiones transcripcionales con el gen reportero lacZ.

Los plasmidos obtenidos que contienen cada una de las fusiones son transformados a la
cepa TE2680 (Tabla 2), una cepa mutante en € gen recD, la cua tiene € operdn del
triptéfano modificado, de tal forma que comparte regiones homologas a regiones del
plasmido pRS551 (un casete de resistencia a kanamicina y los genes lacZ 'y lacY) que
permiten la insercion a cromosoma de las fusiones por recombinacion homéloga con €l
plasmido previamente linearizado con la enzima X#ol (Fig. 18), sustituyendo un casete de
resistenciaa cloramfenicol de la cepa TE2680 por lafusion construidaen el plasmido.
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Figura 18. Diagrama de la construccién de fusiones transcripcionales con € gen reportero
lacZ (88).

Las fusiones en el cromosoma se verificaron por PCR y posteriormente se transdujeron ala
cepa MC4100 para estudiar su expresion.

2.6.13 Mutageénesis dirigida por recombinacién homologa

Parala mutagénesis dirigida empleada para reemplazar el gen dos o € operon yddV-dos por
el casete de resistencia a kanamicina empleamos € método de mutagénesis por

recombinacion homaol oga.

La construccion de la mutante Ddos::kan se realizd clonando un casete de resistencia a
kanamicina (1.3 kb) obtenido por digestién con la enzima BamHI del plasmido pUC4K-
KIXX de PharmaciaO, flanqueado por las regiones adyacentes (aprox. 1 kb) del gen dos
obtenidas por PCR en e plasmido pUC18 y pTZ19R (ver tabla 3) para generar los
plasmidos pMM4 y pMM5 respectivamente. Estos plésmidos fueron linearizados con la
enzima EcoRI y transformados a la cepa JC7623 (recBCD) la cua recombina DNA lineal
eficientemente en su cromosoma, de acuerdo con lo reportado por Winans, S, et al (91). La
mutacion Ddos::kan fue transducida a las cepas deseadas por tranduccion con €l fago Py,

En esta mutagénesis, se amplificaron mediante PCR |as zonas flanqueantes del gen dos, las



cuales se denominaron L (Pstl-Left-BamHI) y R (BamHI-Right-EcoRI), empleando primers
gue contienen sitios de restriccion que son empleados para clonar estos amplificados en los
vectores pUC18 y pTZ19R. Posteriormente se clond el casete de kanamicina entre los
fragmentos L y R dentro del plasmido (Fig. 19). El casete de kanamicina se obtuvo a partir
del plasmido pUC4K mediante una digestion con BamHlI, cuyos sitios de restricciéon se

emplearon también en la clonacién.
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Figura 19. Construccion del fragmento L-kan-R en el plasmido pUC18. A) Esquema de
clonacién de los fragmentos L, kan y R en el pldsmido pUC18 empleando los sitios Pstl,
BamHI 'y EcoRI. B) Gel de agarosa a 1% en buffer TBE 1X, tefiido con bromuro de etidio,
mostrando los fragmentos L, R, kan y € plasmido pUC18 digeridos con las enzimas

correspondientes.

Obtuvimos la construccion L-kan-R en los plésmidos pUC18 y pTZ19R y se verifico que la
construccion fuera correcta con digestiones de los plasmidos con las mismas enzimas

empleadas parala clonacion (Fig. 20).



Figura 20. Gel de agarosa al 1% en buffer TBE 1X, teflido con bromuro de etidio,

mostrando |os productos de digestion de los pldsmidos con la construccion L-kan-R.

Con los plasmidos que contienen la construccién L-kan-R se transformé la cepa XL 1-blue
con e fin de amplificar e nimero de pldsmidos que contienen la construccion. Estos
plasmidos se purificaron y se linearizaron mediante digestion con la enzima EcoRI y con
este DNA se transformo la cepa JC7623 (recBCD) para reemplazar € gen dos mediante
recombinacion homdloga por el casete de resistencia a kanamicina. Las colonias Kan'
Amp?® seleccionadas fueron agquellas en las que se llevé a cabo el evento de recombinacion.

La construccion de la mutante DyddV-dos::kan se realizd mediante la construccién de un
fragmento de DNA que contiene un casete de kanamicina proveniente de la cepa IMH1232
(ver tabla 1) flanqueado por 500 pb de bases de las regiones adyacentes a operon. Este
fragmento (L-kan-R) es obtenido por reacciones consecutivas de PCR. Posteriormente el
fragmento L-kan-R de aproximadamente 2.2 kb es utilizado para transformar la cepa
MG1655 gue contiene un plasmido Red (pKOBEG, pK OBEGA o0 pKD46, ver tabla 3), que
codifican las funciones | -Red del bacteriofago | . Este sistema Red incluye tres genes, g b
y exo, cuyos productos son llamados Gam, Bet y Exo respectivamente.Gam inhibe la
exonucleasa V del sistema RecBCD de la célula huésped y entonces, las proteinas Bet y
Exo pueden ganar acceso a los extremos del fragmento de DNA (L-kan-R) para promover
larecombinacion (Fig. 21) (85,92).
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Figura 21. Esquema general de una mutagénesis por recombinacién homéloga empleando

las funciones| -Red.

2.6.14 Southern blot

Las mutaciones Ddos::kan Yy DyddV-dos::kan fueron verificadas por PCR y Southern blot.
En todos los experimentos de Southern blot se empled e kit ECL Direct Nucleic Acid
Labelling and Detection System de Amersham. El protocolo empleado es el proporcionado
por €l fabricante.

Digestion del DNA:
1.- Digerir el DNA (40ng) con las enzimas de restriccion correspondientes.

2.- Incubar a 37°C por dos horas.



Electroforesis del DNA:

1.- Hacer una electroforesis con todo e DNA digerido, en un gel de agarosa a 1% tefiido
con bromuro de etidio (1 ng/ml) a80V.

2.- Posteriormente tomar una fotografia al gel utilizando unaregla del lado del marcador de

pesos.

Transferenciadel DNA ala membranade nylon por capilaridad:

1.- Lavar € gel con solucion depurinizadora e incubar en agitacion lenta por 12 minutos,
hasta observar €l vire del azul de bromofenor aamarillo por el incremento de la acidez.

2.- Hacer un lavado del gel con agua bidestilada para eliminar |a solucion depurinizadora 'y
posteriormente lavar e gel con la solucidn desnaturalizadora. Incubar en agitacion lenta por
25 minutosy el azul de bromofenol regresaal color azul.

3.- Hacer un lavado del gel con agua bidestilada para eliminar la solucion desnaturalizadora
y cubrir el gel con solucién neutralizadora e incubar en agitacion lenta por 30 minutos.

4.- Lavar € gel con agua bidestilada para eliminar la solucion neutralizadora.

d™ N* durante 5 horas. La

5.- El DNA se transfiere a una membrana de nylon Hybon
fraccion movil para € sistema de capilaridad empleado en la transferencia es Buffer SSC

20X. El esquemadel sistemade capilaridad es el siguiente:

? | e Peso de aprox. 2Kg
r i L L L L Cid I
| Papel absorbente
} af— Papel Wattman'

Membrana de Nylon Hybond

I
_ | — (el de agarosa
———— Puente de papel Wattman'
{——— Recipiente
44— Buffer SS5C 20X

Figura22. Esquemadel sistema de capilaridad empleado paralatransferenciade DNA a

una membrana de Nylon en un experimento de Southern blot.



Preparacion del Buffer de hibridacion:

1.- Se requieren 0.25 ml de buffer Gold Hybridization Buffer ECL por cada cm? del
recipiente usado o si el gel esde 8 x 11 cm preparar 30 ml de buffer que es suficiente para
cubrirlo en una cgjachica

2.- En agitacion se adiciona al buffer NaCl hastalograr una concentracién final de 0.5M.

3.- Posteriormente se agrega a la solucién en agitacion € agente blogueador hasta una
concentracién de 5% peso/volumen y mantener en agitacion durante 1 hora a temperatura

ambiente.

Preparacion de la sonda:

1.- La sonda se prepara una vez concluida la pre-hibridacion. La sonda se requiere a una
concentraci én aproximada de 10ng/m.

2.- 10 M de sonda se desnaturalizan en bafio maria a 100°C durante 5 minutos.

3.- Inmediatamente se incuba la sonda en hielo durante 5 minutos para mantener la
desnaturalizacion del DNA.

4.- Centrifugar 10 seg para colectar toda la sonda desnaturalizada en el fondo de un tubo
Eppendorf y posteriormente agregar 10 m de reactivo de marcaje mezclando con la pipeta.
5.- Agragar 10 m de glutaraldehido y mezclar con la pipeta.

6.- Incubar a 37°C durante 10 min.

Hibridacion:

1.- Unavez transferido el DNA, se elimina el peso y todo el material absorbente empleado
en latransferencia. Los pozos se marcan en la membrana con un boligrafo.

2.- El DNA sefijaalamembranacon luz UV.

3.- Se hace una pre-hibridacién de la membrana incubandola durante 20 minutos a 42°C
con €l buffer de hibridacion.

4.- Una vez concluida la pre-hibridacion, se procede a incorporar la sonda marcada y se

incuba a 42°C durante 4 horas con agitacion suave.



Lavado de lamembranay exposicion:

1.- Eliminar por decantacion el buffer de hibridacion € cual puede ser reutilizado para la
misma sonda.

2.- Cubrir la membrana con buffer primario de lavado precalentado a 55°C e incubar en
agitacion por 10min a55°C. Realizar este lavado 2 veces.

3.- Cambiar de recipiente la membranay cubrirla con buffer secundario de lavado e incubar
en agitacion por 5 min atemperatura ambiente. Realizar este lavado 2 veces.

4.- Cambiar de recipiente la membrana eliminando o mas que se pueda del buffer de
lavado. 3. Agregar sobre la membrana del lado del DNA una mezcla de volUmenes iguales
del Reactivo de Deteccion 1 con € Reactivo de Deteccion 2. La cantidad empleada de esta
mezcla es de 0.125 ml/cm? de membrana. Incubar 1 min atemperatura ambiente.

5.- Exponer la membrana a una placa autoradiogréfica para detectar la emision de luz y

revelar.

Solucién Componentes
Solucion depurinizadora HCl 250mM
Solucion desnaturalizadora NaCl 1.5M
NaOH 0.5M
Solucion neutralizadora NaCl 1.5M
TrisHCl 0.5M
pH=75
Buffer SSC 20X Citrato de sodio 0.3M

Buffer de hibridacién ECL Gold | NaCl 0.5M
Agente bloqueador 0.5% peso/volumen

Buffer primario de lavado SDS0.4%
SSC 0.5%
Buffer secundario de lavado SSC 20%

Tabla 8. Soluciones empleadas en |os ensayos de Southern blot.



2.6.15 Microarreglos de DNA

Los microarreglos se realizaron en la Unidad de Microarreglos del Instituto de Fisiologia
Celular de la UNAM. GenArise fue € software empleado para € andlisis de datos; este
software desarrollado en e [IFC se obtuvo de la pégina de internet

(http://www.ifc.unam.mx/genarise/).

2.6.16 Clonacion del gen yddV

Para la clonacién del gen yddV, amplificamos € gen de 1.4 kb, a partir de DNA
cromosomal de la cepa MC4100, empleando la polimerasa Pk Supermix de InvitrogenO de
alta fidelidad para evitar mutaciones en la amplificacion. Los oligonucledtidos empleados
(vddV -Ncol-5"y yddV -Sacl-3") contienen los sitios de restriccion de las enzimas Ncol y
Sacl (ver materiales y métodos), los mismos sitios que empleamos en la ligaciéon del
fragmento amplificado en e plasmidos pSE420 de InvitrogenO digerido con las mismas

enzimas Ncol y Sacl (Fig. 23).

A B ydﬂv_;ﬂcul-s'
yddV - Sacl-3’

Ncol Sacl

Figura 23. Construccién del plasmido pYddV. A) Gel de agarosa al 1% en buffer TBE 1X,
tefiido con bromuro de etidio donde se muestra el vector de clonacion pSE420, y € gen
yddV amplificado por PCR, empleados en la clonacion. B) Diagrama del plésmido pY ddV
construido por la ligacion del gen yddV en € vector pSE420 en los sitios de restriccion
Ncol y Sacl.



El producto de ligaciéon se transformd en la cepa XL1-blue para seleccionar las clonas
correctas. En la transformacién se obtuvieron varias colonias de las cuales se purificod €
plasmido. Los plasmidos obtenidos fueron digeridos con la enzima Bgll para identificar

aquellos con el inserto de yddV (Fig. 24).
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Figura 24. Seleccidn de las clonas de yddV. A) Diagrama de |os fragmentos esperados para
los plésmidos pSE420 y pYddV digeridos con la enzima Bgll. B) Gel de agarosaa 1% en
buffer TBE 1X, tefiido con bromuro de etidio donde se muestra la digestion con la enzima
Bgll de los plasmidos candidatos con €l gen yddV. Como control se empled el vector
pSE420. Los plasmidos 1 y 4 marcados con una estrella muestran el patrén de digestion
esperado para el plasmido pY ddV.

Se obtuvieron dos plasmidos con e patron de digestion esperado con la enzima Bgll
[lamados pYddV1y pYddV4. Estos plasmidos se analizaron por digestion con las enzimas
Ncol, Ncol-Sacl, Hindlll, Ncol-Hindlll y Ncol-Bgll para verificar que tienen el inserto de

vddV (Fig. 25).
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Figura 25. Andlisis de digestion de los plésmidos pYddV1 y pYddV4 con una o dos
enzimas de restriccion. A) Pesos esperados para los plasmidos digeridos con las enzimas
Ncol (N), Ncol-Sacl (N-S), Hindlll (H), Ncol-Hindlll (N-H) y Ncol-Bgll (N-B). B) Gel de
agarosa a 1% en buffer TBE 1X tefiido con bromuro de etidio de los productos de
digestion delos plésmidos pYddV1 (1) y pYddV4 (4) con las enzimas descritasen A).

Se obtuvo la secuencia del inserto en ambas hebras de los plasmidos pYddV1y pYddV4 en
la Unidad de Secuenciacion del Ingtituto de Fisiologia Celular de la UNAM para verificar
gue no tuvieran mutaciones. Ambos pldsmidos tienen el gen yddV clonado correctamente
en fase y sin mutaciones. Solamente empleamos el plasmido pYddV1 para los andlisis

posteriores, el cual denominamos solamente pY ddV.



2.6.17 Bases de datos empleadas en los andlisisin silico

GCG Wisconsin Package, NCBI BLAST (http://www.nchi.nim.nih.gov:80/BLAST/)
Colibri server (http://genolist.pasteur.fr/Colibri)

GenArise software package (http://www.ifc.unam.mx/genarise/)

SwissProt web server (http://ca.expasy.org/sprot/)

2.7 Técnicas basicas de Bioquimica empleadas

2.7.1 Electroforesis de proteinas (SDS-PA GE)

Para electroforesis de proteinas en la identificacion de la sobreexpresion de YddV,
empleamos la técnica de electroforesis en gel de poliacrilamida y dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE). Este método es cominmente empleado para estimar la masa molecular
relativa de una proteina o péptido, para determinar la abundancia relativa de proteinas
mayoritarias en una muestra y para determinr la distribucion de proteinas en un
fraccionamiento o purificacion de proteinas. El SDS es un detergente anionico, 1o que
significa que cuando es disuelto, sus moléculas adquieren una carga neta negativa en un
intervalo de pH. Una cadena polipeptidica puede unir ciertas moléculas de SDS en
proporcién a su masa molecular relativa. Las cargas negativas del SDS eliminan la mayoria
de la estructura terciaria de las proteinas y son atraidas fuertemente hacia un anodo
(electrodo cargado positivamente) en un campo eléctrico. Al ser similar la proporcion
carga-masa de las proteinas, la separacion final de las proteinas en un gel de poliacrilamida
depende cas por completo de las diferencias en la masa molecular relativa de éstas. El
protocolo empleado para preparar los geles de acrilamida y hacer la electroforesis de
proteinas para analizar la sobreexpresion de YddV es €l siguiente:



2.7.1.1 Geles de proteinas

1.- Preparar € gel separador a 9 %

Acrilamida/Bisacrilamida30% | 1.5ml
Tris1.5M pH 8.8 1.25ml
SDS 10% 50m
H.0 bidestilada 2.15ml
Persulfato de Amonio 10% 50m
TEMED 5m

Tabla 9. Férmula parala preparacion de un gel de poliacrilamidaal 9 %.

2.- Vaciar esta solucion rgpidamente en la camara de electroforesis hasta 1 cm antes de los
pozosy eliminar las burbujas con isopropanal.

3.- Dgjar polimerizando por 45 minutosy eliminar el isopropanol por completo.

4.- Preparar € gel concentrador al 5%

Acrilamida/Bisacrilamida30% | 500 ni
Tris0.5M pH 6.8 750m
SDS 10% 60 m
H.Od 1.7 ml
Persulfato de Amonio 10% 40m
TEMED 4m

Tabla 10. Férmula parala preparacion de un gel de poliacrilamidaal 5 %.

5.- Vaciar esta soluciéon répidamente sobre € gel al 9% y colocar € peine.

6.- Dgjar polimerizando por 45 minutos, retirar el peiney enjuagar |0os pozos con agua.



2.7.1.2 Preparacion de las muestras

1.- Tomar 50 M del cultivo resuspendido en MgSO4 10 mM y centrifugar 5 minutos a
14,000 rpm.

2.- Resuspender el pellet en 20 m de Buffer colorante Laemmli con 5% de b-
mercaptoetanol.

3.- Hervir las muestras a 100°C en bafio Maria durante 5 minutos.

4.- Vaciar cada muestra en un pozo diferente y no olvidar poner el marcador de pesos.

Componente Concentracion final
Glicerol 10%

SDS 2.3%

TRIS-HCI (pH=6.8) 0.0625 M
b-mercaptoetanol 5%

Azul de bromofenol 0.001%

Tabla11. Férmulade buffer colorante Laemmli para cargar |as muestras.

2.7.1.3 Electroforesis

1.- Correr la electroforesis en buffer Laemmli 1X a 70V hasta que las muestras pasen € gel
concentrador y posteriormente a 100V hasta que las proteinas pasen por el gel separador.

2.- Desteriir e gel con soluciéon destefiidora (90 ml metanol, 90 ml agua, 10 ml &cido
acético glacial), dos veces por 45 minutos cada una o hasta observar las bandas en €l gel.

3.- Pegar los geles en papel Wattmman y cubrirlos con un acetato para secarlos a 80°C d

vacio por 1 hora.

2.7.2 Determinacion de la actividad b-gal actosidasa

La enzima b-galactosidasa hidroliza lactosa en glucosa y galactosa ademas de otros b-D-

galactosidos. Esta enzima esta codificada en €l gen lacZ del operén lac de Escherichia coli,



el cual es un gen reportero comanmente utilizado para monitorear la expresion de genes en
fusiones recombinantes.
El ensayo de b-galactosidasa empleado es el descrito por J.H.Miller (90). En este ensayo, €
sustrato o-nitrofenil-b-D-galactopiranésido (ONPG) es utilizado en vez de lactosa como
sustrato para la b-galactosdasa. Al hidrolizar e ONPG, se libera o-nitrofenol. Este
compuesto tiene un color amarillo que absorbe a 420 nm de longitud de onda. Para medir la
actividad de la enzima b-galactosidasa se monitorea la acumulacion del color amarillo en
funcidn del tiempo (incremento de la absorbancia a 420nm por minuto).
El protocolo empleado para este ensayo es el siguiente:
1.- Preparar un cultivo ON de |la cepa deseada.
2.- Inocular 50 M delos cultivosen 5 ml de LB e incubar a 37°C durante 1 hora
3.- Agregar Cloramfenicol para inhibir la sintesis de proteinas a una concentracion final
del00 ng/ml.
4.- Incubar 5 minutosa T ambiente
5.- Centrifugar en tubos Falcon 10 min/ 3000 rpm / 4°C.
6.- Resuspender € pellet de células en 2.5 ml de NaCl al 0.8% Frio.
7.- Centrifugar en tubos Falcon 10 min/ 3000 rpm / 4°C.
8.- Resuspender el pellet de células en 1.5 ml de Buffer Z con b- mercaptoetanol y medir
DO a600 nm..
9.- Preparar por triplicado cada cepa con lo siguiente:

a) 30 ml decéulas+ 970 ml Buffer Z conb - mercaptoetanol

b) 50 ml de cdulas + 950 ml Buffer Z conb - mercaptoetanol

€)100 ml de células + 900 ml Buffer Z conb - mercaptoetanol
Emplear 1 ml de Buffer Z con b - mercaptoetanol como control.
10.- Agregar 2 gotas de CHCI3 y 2 gotas de SDS al 0.1% con una pipeta Pasteur y mezclar
en vortex el mismo tiempo y velocidad para cada tubo. El tubo control se trata de la misma
forma.
11.- Incubar 10 minutosa T ambiente.
12.- Agregar 200 m de ONPG a 0.4% en intervalos de 30 segundos (para controlar €l

tiempo en cada tubo) y mezclar en vortex el mismo tiempo y velocidad para cada tubo.



13.- Incubar a T ambiente 20 minutos

14.- Agregar 500 m de N&CO3 1M (también en intervalos de 10 segundos entre cada tubo)
paradetener lareaccion del ONPG.

15.- Medir Absorbanciaa 420 nmy 550 nm de las muestrasy usar el control como blanco.
16.- Cdcular la actividad b-galactosidasa expresada en Unidades Miller (cantidad de
ONPG hidrolizado por minuto por funcién de densidad éptica), de acuerdo a la siguiente
formula

UM = 1000 [DO 420nm — (1.75* DO 550 m] / [t * v * DO 600 nm] donde:

t = tiempo de reaccion (min)

v = volumen de células en suspension (ml)

2.7.3 Extraccion de c-di-GMP de célulasde E. coli

Para la extraccién de cdi-GMP de células de E. coli empleamos el método reportado por

Weinhouse et al., con algunas modificaciones (93).

Se parte de un cultivo de 1000 ml de LB + ampicilina 2ng/ml de la cepa que tiene €
plasmido pYddV, crecido hasta fase exponencial, aproximadamente a 0.3 de DOgoonm. ESte
cultivo se trata con IPTG a una concentracion final de 1 mM durante 3 horas. Las células se
recuperan por centrifugacion y se lavan con agua bidestilada. El pellet de células se
resuspende en 10ml de agua bidestilada y se sonican hasta observar el rompimiento de las
células. Posteriormente, las proteinas totales se precipitan con HCIO4 0.6 M. Las proteinas
desnaturalizadas se remueven centrifugando a 35,000 rpm durante 30 min. El sobrenadante
se neutraliza con una solucién 5M de K>CO3; a pH=6.0. El KCIO4 que precipita se remueve
también por centrifugacion a 35,000 rpm durante 30 min y e sobrenadante (extracto) se
filtra por una membrana MFa (Millipore Acrodisk) de 0.25 mm antes de andizar el

extracto por HPLC.



2.7.4 Cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC)

Para la determinaciéon de c-di-GMP por HPLC, empleamos una columna C-18 de fase
reversa LiChrosorb de 250 x 4.6 mm. Las determinaciones se realizaron en un aparato de
HPLC Waters Millennium, de toma de muestras automatica y la deteccion se realizo a 252
nm. Para la cinética de produccién de c-di-GMP se utilizO una columna Waters
Bondapack® de 300 x 3.9 mm. Las determinaciones se hicieron a temperatura ambiente,
empleando acetonitrilo como fase mévil y buffer de fosfatos NaH,PO, 50mM a pH=6.0.
Como estandar empleamos una solucion de c-di-GMP a una concentracion de 1 mg/ml. La
velocidad del flujo fue de 1ml/min. La columna se equilibra con buffer de NaH»PO4 50mM
apH=6.0y las muestras se corren de acuerdo al siguiente gradiente:

Tiempo | % acetonitrilo | % NaH2PO4
0 0 100
1 2 98
12 2 98
15 6 A
20 6 A
25 0 100

2.8 Otras técnicas

2.8.1 Ensayos de motilidad

L os ensayos de motilidad se realizaron en placas de triptona (1.3%), NaCl (0.7%,), glucosa
(0.2%) y agar (0.3%) de acuerdo al protocolo reportado por Takeda S, et al., (94).

2.8.2 Determinacién de formacién de biofilm
L os ensayos de biofilm fueron llevados a cabo a 37°C empleando pozos de placas de PVC

(Costar, Cambridge, MA) 0 en tubos de ensaye de vidrio de borosilicato, siguiendo €l
protocolo previamente descrito (95). Cada experimento se realiz6 por triplicado al menos



tres veces. Para evitar la evaporacion del medio de cultivo se emplearon cajas de plastico
para cubrir los pozos o tubos. Para visudizar € biofilm formado, las células fueron
removidas y € pozo se lavo al chorro del agua y posteriormente, las células adheridas se
tifieron con una solucion de cristal violeta a 1% durante 20 minutos. El colorante se
remueve y se enjuagan las células adheridas a chorro del agua y finalmente con agua
destilada. Para las determinaciones de formacion de biofilm anaerdbicas, las placas de PVC
o los tubos de ensaye fueron incubados en jarras anaerdbicas empleando |os sobres de

anaerobiosis GasPaka .

2.8.3 Microscopia Optica

La morfologia de las células sobreproductoras de c-di-GMP se analizd por microscopia
optica en un microscopio éptico Nikon E600 dic montado con una camara Hamamatsu
orca |l empleando € aumento 600X. Todas las imégenes se procesaron con los programas
Wasabi 1.4.0.2 y Adobe Photoshop 7.0.

2.8.4 Microscopia electronica de transmision

La microscopia electrénica de transmisién (TEM) se realizd en la Unidad de Microscopia
de Ingtituto de Fisiologia Celular de la UNAM. Las células fueron tefiidas negativamente
con acetato de uranilo a 1% y observadas en un microscopio e ectrénico JEOL-1200EXI|
(JEOL, Tokio, Japbn).



CAPITULO 3. Antecedentes del estudio del operén yddV-dos de E. coli y de las

proteinas codificadas en estos genes.

El interés inicial en este proyecto por estudiar €l operdn yddV-dos de E. coli, surgio por la
interesante homologia que comparte la proteina Dos de E. coli con la proteina FixL de
Rhizobium meliloti, una histidina cinasa que funciona como un sensor de oxigeno para
regular la expresion de genes que participan en € proceso de fijacion de nitrdgeno (96). La
proteina FixL contiene en su extremo amino un dominio PAS asociado a un grupo hemo, al
igual que la proteina Dos. Las propiedades fisicoquimicas de unir reversiblemente oxigeno
através del grupo hemo contenido en el dominio PAS de la proteina Dos, sugirié que esta
proteina podria funcionar como un sensor directo de oxigeno en E. coli, por lo que se le
denomind Dos por las siglas en inglés de direct oxygen sensor (73). En ese momento, los
dominios GGDEF y EAL no cobraban laimportancia que ahoratienen y no fueron tomados
en cuenta parala asignacion de lafuncion de la proteina Dos.

Supusimos que la proteina Dos, a funcionar como un sensor de oxigeno en la bacteria
facultativa E. coli, podria participar en la transicion del metabolismo aerébico a
metabolismo anaerdbico o viceversa en esta bacteria. Una primera aproximacion para
probar esta hipotesis fue investigar si la mutacion del gen dos afectaba la expresion de
genes propios de esta transicion metabdlica. La construccion de la mutante en €l gen dos se
abordard mas adelante. Se escogieron los genes /ldP (L-lactato permeasa) y cydA
(subunidad 1 del citocromo bd) para analizar su expresion en €l fondo genético Ddos::kan a

través de fusiones con el gen reportero lacZ (83).
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Figura 26. Expresion de las fusiones F (cydA-‘lacZ) y F (lldP-'lacZ) en el fondo genético

Ddos::kan en crecimiento aerébico (barras blancas) y anaerdbico (barras negras).



La mutacién Ddos::kan no modifico la expresion de las fusiones F (cydA-‘lacZ) y F (lldP-
‘lacZ) (Fig. 26), por lo que concluimos que la proteina Dos no es un sensor de oxigeno
importante en latransicion de E. coli entre los metabolismos aerdbico y anaerodbico.

Al tiempo que se realizaban estos experimentos, |os articulos que describian los dominios
GGDEF y EAL vy su distribucion en bacterias comenzaban a surgir en la literatura (22,31).
El grupo de Gilles-Gonzalez report6 que la proteina Dos tenia homologia alo largo de toda
la proteina con la proteina PdeAl de G. xylinus (97). Previamente, otros reportes mostraban
que las proteinas PdeAl y Dgcl de G. xylinus eran importantes en la sintesis y degradacion
del activador aostérico de la celulosa sintasa de esta bacteria (11,14,44,97).

Por lo anterior, y por lo ya descrito en el Capitulo 1, decidimos andlizar las secuencias de
las proteinas Dosy YddV de E. coli, encontrando que forman parte del grupo de proteinas

con dominios GGDEF y EAL a igua que las proteinas PdeAl y Dgcl de G. xylinus (Fig.
27).

Dos (E. coli)

DGC1 (G. xylinus) PAS e GGDEF EAL

YddV (E. coli} _@

Figura 27. Esquema de los dominios de las proteinas PdeAl y Dgcl de G. xylinus y las

proteinas Dosy YddV de E. coli (Fuente Swiss-Prot Database, http://ca.expasy.org).



El dominio GGDEF de YddV tiene 32% de identidad con e dominio GGDEF de
Dgcl, 31% deidentidad con el de PdeA1y 26% con el de Dos (Tabla 12).

El dominio GGDEF de Dos tiene 23% de identidad con € dominio GGDEF de
Dgcly 31% deidentidad con el de PdeA1 (Tabla 12).

El domino EAL de Dos tiene 25% de identidad con el domino EAL de Dgcl y 48%
deidentidad con el dominio EAL de PdeAl (Tabla 12).

El domino GGDEF de YddV tiene mayor similitud con e de Dgcl y los dominios GGDEF
y EAL de Dos tienen mayor similitud con los de PdeA1 que con los de Dgcl (Tabla 12).
Estos datos nos permiten sugerir que YddV y Dos podrian tener actividades similares a las
de Dgcl y PdeA1l y podrian entonces, participar en la sintesis y degradacion de c-di-GMP,
respectivamente, en E. coli. A partir de lo descrito en este capitulo y en la literatura, este
trabajo se enfoco en tratar de contribuir en e conocimiento del metabolismo de c-di-GMP
en E. coli através del estudio del operdn yddV-dos.



Dominio GGDEF de YddV

TPLSVLI | DVDKFKEI NDTWGHNTGDEI LRKVSQAFYDNVRSSDYVFR
YGGEDEF! | VLTEASENETLRTAERI RSRVEKTKLKAANGEDI ALSLSI
GAAMFNGHPDYERLI Q ADEALYI AKRRGRNRVELWKA

Dominio GGDEF de Dos

VSPWYLI GVDHI QDVI DSLGYAVWADQAL L EVVNRFREKL KPDQYLCR
| EGTQFVLVSLENDVSNI TQ ADELRNVVSKPI M DDKPFPLTLSI G
SYDLGKNRDYLLSTAHNANMDY| RKNGGNGWFFSP

Dominio EAL de Dos

RLVLGAALKEAI SNNQLKLVYQPQ FAETGELYGE EALARVWHDPL HGH
VPPSRFI PLAEEI GEI ENI GRW/I AEACRQLAEWRSONI HI PALSVNL
SAL HFRSNQL PNQVSDAMHAWG DGHQL TVEI TESMVWEHDTEI FKRI
Q LRDMGVGELSVDDFGTGFSGLSRLVSLPVTEI KI DKSFVDRCLTEKR
I LALLEAI TSI GQSLNLTVWAEGVETKEQFEM.RKI HCRVI QGYFFSR
PLPAEEI PGAMSSVL

Dominio GGDEF de Dgcl

LMNTRDRLKSLAATDPL TGLFNRGG-NNMLQAAVEDKSONI TRDI MLV
MFDLDGFKQ NDI HGHHAGDVVLKVI SNRLLAL VHPEDAVCRL GGDEF
ALI LNHTLHKYPLSLM.EKLLAELEAPI EVGNTM/NVSGSI GVSPI AS
QESAESL QKNADI AL YAAKRAGGHQARMF

Dominio EAL de Dgcl

ERAQ LNDAREGVQKDQFEL YYQPI MNFSTGRCDQ EALVRWHHPQRG
L L AAESFRDVFL DAAL AQVMSPRLVKSFQNDVRMANTSLDTYPNLTI N
LSRLDLLNI GFQNDLEAEI KRQGGKASDYVLEVSESVLAGRRSDRVLQ
RLQDSKEL GFQLTLDDFGLATLPI SVLRTI SFTQAKI SRGLVKDI ETS
QQACDVWVAHLI GLAHAFGL SVTVSGVETKAQVDAL REMGADRI QGFYI
SPPI SAAN

Dominio GGDEF de PdeAl

QHATKTHLTQLARYDSL TGLLNRGALHRVMEDI | AQPGNRTLAI FMLD
| DRFRDI NDALGHVYADQFLVEI AGRI RSI AKDDYVL SRSGGDEFVVWY
VPDCEGKQ EEI AHKLLETI GRPLQ GONTLSI SCSI G STFPANGPD
SESLLSHADTAVRQAKEDGRG FRFA

Dominio EAL de PdeAl

DRLVL GSAL RDSLAQGML QL HYQPQVRTHT L EL SGVEAL SRAWHHPHL G
NI FPSRFI AVAEETGQ EAl GRWSLLEACRQ VKWDRDG HVPTVAVN
L SAVHFRNRAL PEHI AAL L KDHNLKPSRL TVEI TESVMVDNSRDTEEV
LQSI RNI GCGL SMDDFGTGYSSLSRLTRLPLTE! KI DRSFI NDFEYDT
NAQAVTMAVI GI GSRL GMIMVWTEGVETEQQRDL L EKL NCDVMQGYLFA
KPLAPQD

Tabla 12. Secuencias de los dominios GGDEF y EAL delasproteinas YddV y Dosde E.
coli y Dgcly PdeAl de G. xylinus.




CAPITULO 4. Regulacion transcripcional de los genes yddV'y dos de E. coli.

4.1 Antecedentes

Al momento no se conoce el papel fisiolégico de los genes yddV'y dos ni de las proteinas
gue codifican. Para abordar €l estudio de estos genes analizamos la actividad
transcripcional de estos genes para saber en qué etapa del crecimiento de E. coli es
requerida su expresion y como es regulada.

4.2 Estrategia

El arreglo de los genes yddV'y dos en €l genoma de E. coli sugiere que se trata de un
operon. Se sugirio un andlisis por RT-PCR para determinar si se trata de un operdn o de
unidades transcripcionales independientes. Por otro lado se determind el inicio de la
transcripcion mediante un experimento de 5-RACE y, ademés, se llevd a cabo la
construccién de fusiones transcripcionales de ambos genes con el gen reportero lacZ para

analizar su actividad transcripcional en distintas condiciones de crecimiento.

4.3 RT-PCR del operon yddV-dos

Paraandizar si los genes yddV'y dos forman un operdn o no, realizamos un andlisis de RT-
PCR empleando RNA total de la cepa MC4100 (silvestre) y la cepa IMH0478 (MC4100
pero Ddos::kan) purificado con € kit RNeasy de Qlagen. Para eliminar € DNA
contaminante que pudiera dar falsos positivos en las reacciones de PCR, a RNA purificado
se le agregd la enzima Sau3Al durante 1 hora a 37°C y posteriormente se volvio a purificar
para eliminar la enzima. Sintetizamos el cDNA como se describe en el capitulo 2 con € kit
Omniscript de Qlagen. Los oligonucledtidos empleados para la sintesis de cDNA son MM 1
y MM3 (Fig. 28). Estos oligonucledtidos alinean en | as siguientes zonas del operon:



—

MM4 MM3 MM2  MM1
725 pb 294 pb
1039 pb

Figura 28. Zonas donde alinean los oligonucledtidos empleados en el experimento de RT-
PCR.

Posteriormente, de cada cDNA sintetizado se llevaron a cabo reacciones de PCR con los
oligonucléotidos MM1 + MM2, MM3 + MM4 y MM1 + MM4, gue amplifican fragmentos
de 294, 725 y 1039 pb, respectivamente. Para verificar que los oligonucledtidos fueron
disefiados correctamente, se realizaron reacciones de PCR a partir de DNA cromosomal de
la cepa MC4100. Los productos se analizaron en un gel de agarosa a 1% en buffer TBE 1X
(Fig. 29).
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Figura 29. Productos de PCR obtenidos a partir de DNA cromosomal de la cepa MC4100,
empleando los oligonucledtidos MM1 + MM2, MM3 + MM4y MM1 + MM4.

Estas mismas reacciones se llevaron a cabo con los cDNAs sintetizados a partir de RNA de
la cepa MC4100 (silvestre) y IMH0478 (Ddos::kan). Los productos amplificados fueron
analizados en un gel de agarosa a 1% en buffer TBE 1X. El gel obtenido es e siguiente
(Fig. 30):
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Figura 30. Productos de PCR a partir de cDNA sintetizado de las cepas MC4100 y
JMHO0478.

Los tres productos de PCR a partir del cDNA sintetizado con e oligonucléotido MM1 se
obtuvieron Unicamente en la cepa silvestre y ninguno en la mutante. Al no estar presente el
gen dos en la cepa mutante Ddos::kan, no hay posibilidad de que € oligonucléotido MM 1
pueda alinearse y por tanto no se obtiene cDNA; sin embargo, para el caso de la cepa
silvestre, se obtuvieron los tres fragmentos de PCR, tanto de la region de dos como de
yddV. Esto significa que en e cDNA sintetizado con e oligonucléotido MM1 contiene
ambos genes, demostrando que yddV'y dos se encuentran en unasolaunidad transcripcional
y por o tanto forman un operén.

Por otro lado, € unico producto de PCR obtenido a partir del cDNA sintetizado con €l
oligonucléotido MM3 fue € fragmento de 725pb que se amplifica con los oligonucl éotidos
MM3y MM4. Este resultado es esperado pues el cDNA sintetizado con €l oligonucléotido
MM 3 unicamente incluye a gen yddV.



Este resultado demuestra que |os genes yddV'y dos forman un bicistrén; sin embargo, no se
excluye la posibilidad de que € gen dos se pueda transcribir como una unidad

transcripcional independiente de ydd V.
4.4 Expresion del operon yddV-dos.

4.4.1 Expresion de las fusiones F (dos-'lacZ) , F (vddV-'lacZ)c 'y F (yddV-'lacZ) en

condiciones de crecimiento aerdbicas y anaerdbicas.

Analizamos la expresion de las tres fusiones que construimos, F (dos-'lacZ) , F (yddV-
‘lacZ)c y F (yddV-'lacZ). (ver seccién 2.6.12 de materidles y métodos), en distintas
condiciones de crecimiento para saber en cudl etapa del crecimiento bacteriano se requiere
la expresion de los genes yddV'y dos. Primero analizamos la expresion de las fusiones en
crecimiento aerdbico (Fig. 31), en medio LB con agitacién, tanto en fase exponencial,
cuando los cultivos alcanzaron aproximadamente una DOgoonm= 0.5, como en fase

estacionaria, cuando los cultivos al canzaron una densidad aproximada a DOgoonm= 2.0.
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Figura 31. Expresién de las fusiones con e gen reportero /lacZ en condiciones de

crecimiento aerdbico, en fase exponencial y estacionaria.

En fase exponencial observamos una expresion basal baja en las tres fusiones, la cua
aumenta alrededor de 4 veces en fase estacionaria para €l caso de las fusiones F (yddV-
‘lacZ) cortay larga; sin embargo, en €l caso de lafusiéon F (dos-'lacZ) no observamos este

incremento (Fig. 31).



Por otro lado medimos la expresion de las tres fusiones en condiciones de crecimiento
anaerdbico en medio LB + Glu 0.2%. La densidad celular en fase exponencia
anaerdbicamente fue aproximadamente de DOgoonm= 0.4 y en fase estacionaria de DOgoonm=
1.2 (Fig. 32).
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Figura 32. Expresién de las fusiones con e gen reportero /lacZ en condiciones de

crecimiento anaerdbico, en fase exponencial y estacionaria.

El aumento de la expresion observada en aerobiosis no se observé en crecimiento
anaerdbico para ninguna de las tres fusiones, o que nos permite concluir que e operon
yddV-dos se expresa principalmente en fase estacionariay en aerobiosis. La bagja expresion
observada en la fusion F (dos-‘lacZ) en todas las condiciones estudiadas, apoya €l dato
observado por RT-PCR gue sugiere que e gen dos no es una unidad transcripcional
independiente y, por tanto, su expresion depende del promotor de yddV, traténdose

entonces de genes organi zados en operon.

En cuanto a la expresion de las fusiones F (yddV-‘lacZ) cortay larga, observamos que los
niveles de expresion alcanzados por ambas fusiones no tienen diferencias significativas, lo
gue significa que la regiéon promotora de la fusion larga, que incluye una parte estructural

del gen yddW adicional a la region de la fusion corta, no contiene elementos reguladores
paralaexpresion de yddV, por |o que solamente decidimos trabajar con lafusion corta, ala

gue en adelante solo [lamaremos fusion F (yddV-' lacZ).



4.4.3 Expresion de lafusion F (yddV-'lacZ) alo largo de la curva de crecimiento.

Analizamos la expresion de la fusion F (vddV-'lacZ) alo largo de la curva de crecimiento
en medio LB, aerdbicamente; que representa las condiciones de crecimiento donde se
expresalafusion (Fig. 33).
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Figura 33. Expresion de la fusion F (vddV-'lacZ) a lo largo de la curva de crecimiento

aerébico en medio LB.

Observamos que efectivamente la induccion de la expresién ocurre principalmente en la
fase estacionaria de crecimiento y se mantiene a lo largo de esta fase, por 1o que la
expresion del operdn yddV-dos debe ser importante principalmente en aerobiosis y fase
estacionaria (Fig. 33).

Por otro lado, analizamos s € medio de cultivo tiene algin efecto en la expresion del
operén, asi que medimos la actividad b-galactosidasa en cultivos crecidos en medio rico,
empleando LB+Glucosa 0.2%, y en medio minimo suplementado con glicerol a 0.2%
como fuente de carbono y energia (ver materiales y métodos; Fig. 34). Encontramos que la
expresion de la fusion sigue el mismo patrén de expresion alo largo de la curva como en €
experimento en LB (Fig. 34).
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Figura 34. Expresion de la fusion F (vddV-'lacZ) a lo largo de la curva de crecimiento

aerébico en medio minimo + glicerol y medio LB més glucosa.

4.4.4 Expresion de la fusion F (yddV-‘lacZ) en los fondos genéticos rpoS::tet,

arcA:tet Y fnr::Cm

Laexpresion de lafusion F (yddV-'lacZ) en fase estacionaria sugiere que €l factor RpoS; la
subunidad s de la RNA polimerasa que participa en la expresion de genes de fase
estacionaria; podria participar en la regulacion de la expresion del operon yddV-dos. Para
probar s este factor s tiene algun efecto en la regulacion de la expresion del operdn,
transdujimos mediante el fago P, una mutacion rpoS::tet ala cepa MC4100 que contiene
lafusion F (vddV-'lacZ) y medimos la actividad b-galactosidasa generada por la fusion en

fase exponencia y estacionaria (Fig. 35):
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Figura 35. Expresion delafusion F (yddV-'lacZ) en un fondo genético rpoS::tet.

La mutacion rpoS::tet no tuvo efecto en laexpresion en condiciones anaerdbicas; éste es un
resultado esperado pues la expresion de la fusion précticamente no se induce en
anaerobiosis; sin embargo, en crecimiento aerébico en fase estacionaria observamos que la
mutacion en rpoS provoca una disminucion de la expresion de aproximadamente 4 veces
comparando con la expresion en el fondo silvestre. Este resultado sugiere fuertemente que
el factor RpoS participa en la regulacion de la expresion del operdn yddV-dos; sin embargo,
a pesar de que en la mutante no se alcanzan los niveles de expresion en fase estacionaria
observados en la cepa silvestre, en fase estacionaria todavia hay un aumento de la expresion
independiente de RpoS, por lo que sugerimos que existe algin otro regulador
transcripcional responsable de la expresion residual observada.

Por otro lado, analizando la secuencia de la region promotora del operon yddV-dos
encontramos dos posibles secuencias de union de los factores transcripcionales ArcA
(regulador global de genes de metabolismo aerdbico) y de Fnr (regulador global de genes
de metabolismo anaerdbico) (Fig. 36).
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Figura 36. Secuencias de unién de los reguladores transcripcionales ArcA y Fnr en la
region promotora del operdn yddV-dos. Debajo de los posibles sitios de unién de los
reguladores, se muestran en mayusculas las bases conservadas de |as secuencias consenso.

Para saber s estos genes participan en laregulacion de la expresion del operdn, analizamos
la expresion de la fusion F (yddV-‘lacZ) en cepas afectadas en los genes arcA y fur que
codifican para estos reguladores transcripcionales respectivamente. El ditio de
reconocimiento de ArcA en e promotor del operén yddV-dos, sobrelapa con € sitio de
unién aribosoma (RBS) y €l resultado obtenido de la medicidn de la expresion en e fondo
arcA::tet indica que la expresion aerébicamente en fase estacionaria disminuye arededor de
un tercio de la expresion en la cepa silvestre (Fig.37) por lo que se sugiere que la proteina
ArcA podria inducir parcialmente la expresion del operdn en condiciones de crecimiento

aerébico en fase estacionaria.
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Figura 37. Expresion de lafusion F (yddV-'lacZ) en un fondo genético arcA::tet, en fase

exponencial y estacionaria de crecimiento aerdbico y anaerdbico.



Por otro lado la mutacion en e gen fur no tuvo efecto en la expresion del operén en
condiciones de crecimiento aerébico ni anaerdbico en fase exponencia o estacionaria (Fig.
38).
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Figura 38. Expresion de lafusion F (yddV-'lacZ) en un fondo genético fir::Cm en fase

exponencial y estacionaria de crecimiento aerdbico y anaerdbico..

Finalmente en la busqueda de alguna condicién en la que la fusidn se expresara ademas de
la fase estacionaria aerdbica, analizamos la expresion de la fusion en condiciones de estrés
oxidativo. Se readizaron ensayos de b-galactosidasa en células tratadas con agentes
oxidantes como paraquat (generador ciclico de radicales superdxido), nitroprusiato de sodio
(SNP; gue produce oxidacion por generacion de especies reactivas de nitrégeno) y
oxidacién por perdxido de hidrégeno (H205). Al parecer ninguno de estos agentes produce

induccion de laexpresion de lafusion F (yddV-'lacZ) (Fig. 39).
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Figura 39. Expresion de lafusion F (yddV-'lacZ) en condiciones de estrés oxidativo.

4.5 Determinacion del inicio de la transcripcion del operon yddV-dos

Se determind el inicio de la transcripcién del operdn yddV-dos empleando el método de 5'-
RACE de InvitrogenO (ver materiales y métodos). La estrategia general consistio en
sintetizar cDNA a partir de RNA total, purificado de cultivos en fase exponencia y
estacionaria, de la cepa MC4100 que tiene e plasmido pF (yddV-'lacZ)c crecida en medio
LB. El cDNA se sintetizo con e kit OmniscriptO de QlagenO empleando el
oligonucléotido reverso complementario lacZrev (ver materiales y métodos) que alinea a 58
pb del codon de inicio atg del gen lacZ de la fusion. Empleando este oligonucléotido, 1a
sintesis de cDNA terminaen e extremo 5 del mensajero de la fusion, es decir, en € inicio
de la transcripcion del operdn yddV-dos. Al cDNA obtenido se adiciond una cadena de
nucledtidos de guanina por la accion de la enzima transferasa terminal (TdT) en € extremo
5 y entonces e cDNA marcado con esta cadena de G's se amplificé por PCR en distintas
rondas para posteriormente ser secuenciado e identificar €l inicio de la transcripcion del

operon.

En la primera ronda de PCR (Tabla 13), se emplearon los oligonucléotidos lacZrev y AAP
(incluido en € kit), que alinea en la cadena de G's, y Taq polimerasa de InvitrogenO bajo

las siguientes condiciones:



94°C 1min lciclo
94°C 1min

57°C 1 min 30ciclos
72°C 1min

72°C 10 min lciclo

Tabla 13. Condiciones para las reacciones de PCR en el experimento de 5’ -RACE.

En la segunda ronda de PCR bajo las mismas condiciones, se emplearon €l oligonucléotido
yh-PE que alinea dentro de la parte estructural del gen yddV contenida en la fusion
pF (vddV-'lacZ)c (ver materiales y métodos) y e oligonucléotido AUAP (también incluido
en e kit). En cada reaccion se amplificO una banda de aproximadamente 250pb. Estas
bandas fueron reamplificadas y purificadas para enviarlas a secuenciar. La secuencia de las
bandas se obtuvo en el Centro de Ciencias Gendmicas,UNAM, (Fig. 40).
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Figura 40. Identificacion del sitio deinicio de latranscripcion del operon yddV-dos.
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Con esto identificamos que la transcripcién, tanto en fase exponencial como en fase
estacionaria, inicia en una G que se encuentra 129 pb rio arriba del ATG del gen yddV.
Encontramos un solo inicio de la transcripcién en ambas fases de crecimiento. Ademés, 6
pb rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion se localiza una secuencia, TAGATT, que
podria ser una posible caja —10 (caja Pribnow cuyo consenso es TATAAT); sin embargo,
no encontramos la respectiva caja —35 (cuyo consenso es TTGACA). Por |o tanto, |os genes
yddV'y dos forman un operon bicistrénico con un solo inicio de la transcripcion.

4.6 Discusion

El andlisis transcripcional de los genes yddV y dos muestra que son genes que se
encuentran en un arreglo de operdn bicistrénico y que e gen dos no se encuentra en una
unidad transcripcional independiente, por o que depende enteramente de la transcripcion
del bicistron completo. Estos datos no descartan la posibilidad de que exista un mecanismo
de regulacion post-transcripcional para estos genes. El arreglo del bicistron es interesante
pues es un gjemplo en el que en un solo operdn se encuentran codificadas dos proteinas de
actividad antagdnica que requieren de una transcripcion concertada, 10 que nos hace sugerir
gue € mecanismo fisiolégico en que que potencidmente participan, requiere de una
modulacién de los niveles de ¢c-di-GMP por accién de estas enzimas. Ademas de |os genes
yddV-dos, s0lo los genes yliE'y yliF que codifican para proteinas de membrana, una con
domino EAL y otra con dominio GGDEF, respectivamente, se encuentran contiguos en €l

genomade E. coli y potencialmente podrian formar un operon.

El andlisis de la expresion mediante fusiones transcripcionales con e gen lacZ muestra que
la expresion de estos genes ocurre en condiciones aerébicas de crecimiento y en fase
estacionaria principalmente. De acuerdo a los ensayos de b-galactosidasa en las mutantes
rpoS:itet, €l operdn yddV-dos pertenece a regulon del factor ssgma RpoS. El andlisis del
promotor de este operén muestra una posible caja —10 y la ausencia de una cgja —35,
secuencias de unién de la RNA polimerasa. La falta de una secuencia —35 es una

caracteristica de promotores reconocidos por s* (Tabla 14.)



Promotor Secuencia Referencia

Consenso s° CTACACTN4g GI/A (98)
dnaN GAAGATTN; A (99)
himA GTAAACTN; G (100)

yddV-dos GTAGATTINs G Este trabagjo

Tabla 14. Alineamiento de secuencias—10 de operones regulados por s ° (sigma 38).

De acuerdo a la Tabla 14, la cga —10 del operén yddV-dos tiene 4 bases conservadas,
ademés de un inicio de la transcripcion en G, consistente con e consenso reportado para el
reconocimiento de RpoS; sin embargo, no se descarta la posibilidad que este promotor sea
reconocido por e factor s ”°.

El requerimiento de condiciones aerdbicas parala expresion del operdn yddV-dos, nos llevo
a la medicion de la expresion del operdn en mutantes afectadas en los reguladores
transcripcionales ArcA y Fnr, importantes en la regulacién de genes de metabolismo
aerébico y anaerdbico respectivamente, ademas de que en la secuencia de la zona
promotora del operdn se encuentran dos posibles cajas de reconocimiento de los factores
transcripcionales ArcA y Fnr. Los ensayos de b-galactosidasa de la fusion F (yddV-'lacZ)
en las mutantes arcA:tet y fnr::Cm mostré que ArcA podria participar como un regulador
positivo del operdn yddV-dos 'y €l regulador Fnr no tienen un efecto en la transcripcion del

mismo.

4.7 Conclusiones

Respecto a andlisis transcripcional de los genesyddV'y dos podemos concluir 1o siguiente:

1.- Los genesyddV'y dos forman un operdn bicistronico.
2.- El inicio de la transcripcion de este operdn se encuentra a 129 pb rio arriba del codén

atg deinicio delatraduccién del gen yddV.




3.- Laexpresion del operdn se observo mediante el uso de fusiones transcripcionales con el
gen reportero lacZ, encontrando que el operén se expresa en fase estacionaria en
condiciones de crecimiento aerdbico.

4.- La expresion del operén yddV-dos esté regulada positivamente por el factor sigma
RpoS.

5.- Laexpresion del operdn yddV-dos no depende totalemente de RpoS pues en ausencia de
este factor sigma, todavia se observa una expresion residual del operén que probablemente
esté bajo laregulacion de otro factor transcripcional adicional a RpoS.



CAPITULO 5 Efecto fisiolégico de la mutagénesis del gen dos y del operén yddV-dos.

Efecto en el perfil de expresion en crecimiento aerdbico y anaerobico de E. coli

5.1 Antecedentes

Como se menciond en los capitulos 2 y 3, la proteina Dos fue originamente descrita como
un sensor de oxigeno, homdlogo a la proteina FixL de R. meliloti, por la similitud que
ambas proteinas comparten en un dominio PAS asociado a un grupo hemo; ademas de los
datos cinéticos que muestran que la proteina Dos puede unir reversiblemente oxigeno(73).
A la fecha hay discrepancias sobre el sustrato que puede hidrolizar |a proteina Dos. Los
primeros resultados publicados por € grupo de T. Shimizu acerca de la actividad
enzimética de Dos, muestran que la actividad de fosfodiesterasa de esta proteina es sobre
CAMP y gue esta actividad depende del estado redox del hierro del grupo hemo, siendo
activa la proteina cuando el hierro se encuentra en su forma reducida (Fe**), mientras que
en estado oxidado (Fe**) la proteina es inactiva (74). El mismo grupo de investigacion
reportd recientemente que la proteina Dos también tiene actividad de fosfodiesterasa de c-
di-GMP aln cuando € hierro se encuentra en estado oxidado y que la proteina es mas
activa cuando €l hierro se encuentra en estado reducido y mas ain cuando €l hierro tiene
coordinado O, o CO (101). Por otro lado, € grupo de investigacion de M. Gomelsky
analizé la actividad enzimética de los dominios EAL de proteinas de distintas bacterias. En
este estudio, uno de los dominios EAL analizados fue €l de la proteina Dos y este trabajo
concluye que su actividad es la de hidrolizar ¢-di-GMP a 5’ pGpG y, bajo sus condiciones
experimental es, no dectectaron actividad de fosfodiesterasa sobre otros nucledtidos ciclicos
incluyendo CAMP (69).

5.2 Estrategia
Paraidentificar el papel fisiologico que tienen las proteinas YddV y Dos en el metabolismo

de E. coli, la primera estrategia para abordar este problema fue la de mutagenizar el gen dos
y anadlizar el fenotipo resultante.



5.3 Mutacion del gen dos

5.3.1 Construccion de una mutante Ddos::kan

Para la mutagénesis del gen dos, empleamos |a técnica de reemplazamiento de genes por un
casete de resistencia a un antibiotico mediante recombinaciéon homologa descrito en la
seccion 2.6.13, del capitulo de materiales y métodos. Se obtuvieron dos mutantes en la cepa
JC7623 (mutl y mut4). La mutacién en estas dos cepas se corroboré primero por PCR (Fig.
43), amplificando la zona L-dos-R de la cepa JC7623 y L-kan-R de las mutantes 1 y 4, con
los oligonucléotidos Dos-Pstl-L y Dos- EcoRI -R (ver materiales y métodos). Para la cepa
JC7623 (wt) se amplifica con estos oligonucledtidos un fragmento de 4.5 kb y para las
mutantes un fragmento de 3.3 kb. Como un control adicional, amplificamos el fragmento de
4.5 kb apartir de DNA delacepaMC4100 (Fig. 41).
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Figura 41. Caracterizacion molecular por PCR de las mutantes 1 y 4 (Ddos::kan)
construidas en e fondo genético JC7623. A) Esquema de los fragmentos esperados en la
amplificacion empleando los oligonucléotidos Dos-PstI-L y Dos- EcoRl —R en una cepa
silvestre y en una mutante Ddos::kan. B) Gel de agarosa a 1% en buffer TBE 1X, tefiido
con bromuro de etidio, mostrando los productos de PCR obtenidos a partir de DNA
cromosomal de la cepa JC7623, las mutantes 1y 4 y de la cepa silvestre MC4100.



Las mutantes 1y 4 se caracterizaron también por Southern blot (ver materiales y métodos)
para verificar la mutacion. Se purific6 DNA cromosomal de la cepa JC7623 y de las
mutantesl y 4. Este DNA se digirié con las enzimas EcoRl y BamH|. Empleando como
sonda un fragmento de la regiéon R, en la mutante JC7623 se observa un fragmento de
aproximadamente 1.6 kb mientras que en las mutantes se observa un fragmento esperado de
aprox. 1.3 kb (Fig. 42).
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Figura 42. Southern blot de las mutantes Ddos::kan en €l fondo genético de la cepa JC7623.
A) Diagrama de la region cromosomal L-dos-R y L-kan-R . Las flechas indican sitios de
corte de las enzimas de restriccion BamHI (B) y EcoRI (E) de la cepa JC7623 y de las
mutantes 1 y 4 Ddos::kan. La sonda empleada es representada como una barra negra sobre
la region R, ademas del tamafio de los fragmentos esperados para cada caso. B)
Autoradiografia del andlisis de Southern blot de DNA cromosomal extraido de la cepa
JC7623y delasmutantes 1y 4.

Se realiz6 otro experimento de Southern blot, empleando DNA de las cepas JC7623 y
mutantes 1y 4 pero empleando como sonda el casete de kanamicina (aproximadamente 1.3
kb) obtenido por la digestion con la enzima BamHI del plasmido pUC4K. Unicamente el
DNA de las mutantes hibrid6 con esta sonda como se esperaba (Fig. 43).
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Figura 43. Southern blot de las mutantes Ddos::kan en e fondo genético de la cepa JC7623
empleando como sonda el casete de resistencia a kanamicina. A) Diagrama de la region
cromosomal L-kan-R . Las flechas indican sitios de corte de las enzimas de restriccion
BamH| (B) y EcoRI (E) de las mutantes Ddos::kan. La sonda empleada es representada
como una barra negra que comprende el casete de kanamicina obtenido por digestion con la
enzima BamHI del plasmido pUC4K, ademas del tamafio del fragmento esperado de 1.3 kb
en las mutantes. B) Autoradiografia del andisis de Southern blot de DNA cromosomal

extraido delacepa JC7623 y de las mutantes 1 y 4 empleando la sonda de kanamicina.

Posteriormente la mutacién Ddos::kan se transdujo ala cepa MC4100 mediante el fago Py,
(ver materiales y métodos) para e posterior andlisis de estas mutantes. Obtuvimos 4
transductantes (a, b, c y d) que se verificaron por PCR (Fig. 44). Para €l posterior andlisis
de lamutacion Ddos::kan adoptamos a una de estas transductantes, ala cual nos referiremos

como mutante Ddos::kan.

Figura 44. Caracterizacion molecular por PCR de las mutantes Ddos::kan construidas por
transduccion mediante el fago Py, @ fondo genético MC4100. El gel de agarosa a 1% en
buffer TBE 1X, tefiido con bromuro de etidio muestra |os fragmentos amplificados a partir



de DNA cromosomal de la cepa MC4100 y las transductantes a, b, ¢ y d con los
oligonucléotidos Dos-PstI-L y Dos- EcoRI —R . El peso esperado de los fragmentos parala

cepa silvestre MC4100 y para las transductantes Ddos::kan se muestraen lafigura4l1A).

5.3.2 Cinética de crecimiento de la mutante Ddos::kan.

El andlisis fisiolégico de la mutante Ddos::kan se inicié con € estudio de la cinética de
crecimiento de la mutante comparada con la cepa silvestre MC4100. Las cinéticas de
crecimiento se realizaron en medio rico (LB) y medio minino (MM). No observamos
diferencias en el crecimiento de la mutante respecto a la cepa silvestre en crecimiento

aerdbico (Fig. 45) y tampoco en crecimiento anaerdbico (Fig. 46).
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Figura 45. Cinética de crecimiento aerébico de la mutante Ddos::kan respecto a la cepa

parenta, silvestre MC4100 en medio LB y MM Glu 0.2%.

—4— sllvesire - silvestre
LB - A dos;kan MM Glu 0.2% —m- A dos::kan
1
" __.___4.- ﬂ""'"“-\--'
e |
oo g P o1
s " 2
g o0 : ;
E"':'d’a'a‘ "247 3648756 ' 96 3 FUE N A1 R AR
12 24
T il
Tiempo (horas) Wmpe (horas)

Figura 46. Cinética de crecimiento anaerébico de la mutante Ddos::kan respecto ala cepa

parenta, silvestre MC4100 en medio LB y MM Glu 0.2%.




5.3.3 Formacion de biofilm de la cepa Ddos::kan

Dado gue las proteinas con dominios GGDEF y EAL se han relacionado en laformacién de
biofilm (7), analizamos s la mutacion Ddos::kan tiene agun efecto en la formacion de
biofilm en E. coli. Para analizar esto, se transdujo la mutacion Ddos::kan ala cepa W3110,
gue es una cepa de laboratorio capaz de formar biofilm en pozos de PVC aerdbicamente
(89). Latransduccién de lamutacién a fondo genético W3110 se verifico por Southern blot
(Fig. 47A) y € biofilm formado se analizd de acuerdo al protocolo de cristal violeta (ver

materialesy métodos, Fig. 47B).
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Figura 47. A) Southern blot de la transductante Ddos::kan en el fondo genético de la cepa
W3110. B) Formacién de biofilm de las cepas W3110 silvestre y mutante Ddos::kan en

pozos de PVC. El biofilm formado es tefiido con el colorante cristal violeta.

No encontramos diferencias significativas en la formacion de biofilm de la mutante

Ddos::kan respecto a biofilm formado por la cepa silvestre W3110.
5.3.4 Sintesisde“curli” y celulosaen la cepa Ddos::kan
Otro de los fenotipos analizados en la mutante Ddos::kan fue la produccién de “curli” y

celulosa empleando cajas de medio LB suplementado con rojo congo o calcofltor (ver
materiales y métodos). Como controles empleamos las ogpas TOB1, Fecl0 y Fec 12 que



amablemente nos obsequid la Dra. Ute Romling del Instituto Karolinska en Suecia. Estas
cepas son aislados fecales de E. coli, reportadas como cepas productoras de “curli” y
celulosa. De acuerdo a los fenotipos reportados por e grupo de U. Romling (52), las
colonias rojas en placas de LB suplementadas con rojo congo corresponden a células
productoras de “curli” y celulosa, las color café son productoras solo de “curli” y las color
rosa son productoras unicamente de celulosa (Fig. 48A) y la produccién de celulosa se hace
evidente con la fluorescencia en calcofltor (Fig. 48 B).

A Rojo Congo B Calcailior

Figura 48. Fenotipos de las cepas de E. coli, TOB1, Fec 10 y Fecl2, productoras de “curli”
y celulosa en A) Placas de LB suplementadas con rojo congo y B) Placas de LB
suplementadas con cal coflUor.

Analizamos el fenotipo de la mutante Ddos::kan en placas con rojo congo en crecimiento
aerébico y anaerdbico. La cepa MC4100 silvestre y su respectiva mutante Ddos::kan
mostraron una café rojizo en crecimiento aerébico pero no rojas como las cepas control
(Fig. 49, A). En crecimiento anaerobico esta coloracion no fue evidente (Fig. 50,A). Para el
caso de la cepa W3110 silvestre y su respectiva mutante Ddos::kan |a coloracion observada
en crecimiento aerébico fue rosa (Fig. 49, B) pero en anaerobiosis fue blanca (Fig. 50, B).
De acuerdo a lo anterior y a los fenotipos descritos en la literatura (52,102), la cepa
MC4100 podria ser una cepa productora de “curli” pero no de celulosa, mientras que la
cepa W3110 podria producir celulosa pero no “curli”. La mutacion en el gen dos no afecta
estos fenotipos, que dependen de la presencia de oxigeno.
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Figura 49. Fenotipo de las cepas MC4100 y W3110 silvestres y las respectivas mutantes
Ddos::kan, cultivadas en placas de LB suplementadas con rojo congo en crecimiento

aeroébico.
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Figura 50. Fenotipo de las cepas MC4100 y W3110 silvestres y las respectivas mutantes
Ddos::kan, cultivadas en placas de LB suplementadas con rojo congo en crecimiento

anaerobico.

También analizamos el fenotipo de las cepas MC4100 y W3110 y sus respectivas mutantes
Ddos::kan en placas de LB suplementadas con calcofltor (Fig. 51). Encontramos que solo
la cepa W3110 (Fig. 51, A) fluoresce en este medio bajo luz UV de onda corta, mientras
gue la cepa MC4100 (Fig. 51, B) no fluoresce. De acuerdo a lo reportado (52), la
fluorescencia indica produccion de celulosa. La mutacion en dos no afecta estos fenotipos.
Este resultado junto con el de crecimiento en placas con rojo congo, muestra que la cepa
MC4100 es productora solo de “curli” y la cepa W3110 es productora sélo de celulosa, y
que lamutacién en € gen dos no afectala produccién de estos componentes extracel ulares.



A w3110

silvestre A dos::kan

B MC4100

silvestre A dos::kan

Figura 51. Fenotipo de las cepas MC4100 y W3110 silvestres y las respectivas mutantes

Ddos::kan, cultivadas en placas de LB suplementadas con cal cofltor.

5.3.5 Microscopia 6ptica de la cepa Ddos::kan

Analizamos la cepa MC4100 y su respectiva mutante Ddos::kan, bajo el microscopio optico
con un aumento de 400X (Fig. 52).

silvestre A dos::kan

Figura 52. Microscopia Optica de células de la cepa MC4100 y de su respectiva mutante

Ddos::kan vistas bajo €l microscopio Gptico con un aumento de 400X.



Encontramos un ligero alargamiento de la mutante respecto ala cepa silvestre; sin embargo,
la poblacion de estas células alargadas era de aproximadamente el 25% de las células
analizadas por 1o que la mutacion en el gen dos posiblemente esté afectando algun proceso
en la divisién celular pero que probablemente las células pueden contender facilmente con
esta alteracion. Un reporte reciente por el grupo de T. Shimizu en Japon mostré también

este fenotipo en mutantes afectadas en el gen dos (103).

5.3.6 Viabilidad de la mutante Ddos::kan respecto ala silvestre en estrés oxidativo

Determinamos la viabilidad de la cepa mutante Ddos::kan en condiciones de crecimiento
aerdbico sin tratar y tratadas con distintos agentes oxidantes como SNP (nitroprusiato de
sodio, generador de especies reactivas de nitrégeno), PQ (paraquat, generador de
superéxido) y H,O, (peroxido de hidrégeno) (Fig. 53). No encontramos diferencias
significativas entre la cepa silvestre y su mutante Ddos::kan en presencia de los agentes

oxidantes.
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Figura 53. Viabilidad de las cepas MC4100 silvestre y Ddos::kan. Las células cultivadas en
medio minimo en fase exponencial fueron tratadas con los agentes oxidantes SNP
(concentracion final de 10mM), PQ (concentracion final de 400 M), H,O- (concentracion
final de 8mM) y sin tratar (ST). Posteriormente se hicieron diluciones 10°%, 102, 10*, 10°y
10® de cada cultivo con MgSO, 10mM y se sembraron 10m de cada dilucién en cajas de

LB paraver e crecimiento de las células viables.



5.4 Mutacion del operon yddV-dos

5.4.1 Construccion de una mutante D yddV-dos::kan

Para la mutagénesis del operdon yddV-dos, empleamos € protocolo y los plasmidos
proporcionados por e grupo de JM Ghigo del Instituto Pasteur, en Francia (ver materiales
y métodos). Es un método de inactivacion de genes libre de clonacion en € que se utiliza
DNA lineal con regiones cortas de homologia de aproximadamente 500 pb que flanquean
un marcador de resistencia a antibiético que se utiliza para transformar células competentes
de E. coli que expresan las funciones| red antes descritas.

El primer paso consistié en amplificar independientemente por PCR las regiones rio arriba
y rio abgjo del operdn yddV-dos a partir de DNA cromosomal de la cepa MC4100, asi
como € casete de resistencia a kanamicina a partir de DNA cromosomal de la cepa
JMH1232. Las regiones que flanquean los genes a mutar tienen homologia con e casete de
resistencia kanamicina, proporcionada por los oligonucléotidos con los que se amplifican
estas regiones (oligonucléotidos YddV-GB-L3 y Dos-GB-L5, ver oligonucléotidos
empleados en materiales y métodos). De tal forma que en un segundo paso, se amplificaen
una reaccion de PCR que contiene los tres fragmentos, un Unico producto de 1.2 kb que
consiste en el casete de resistencia a kanamicina flanqueado por las regiones rio abgjo y rio
arriba de 500 pb adyacentes al operdn (ver Fig. 21). El tercer paso consiste en transformar
con este DNA lineal, células competentes que expresan las funciones | -red, seleccionando
colonias kanamicina resistentes, que son aquellas en las que se llevd a cabo € evento de
recombinacién en donde se sustituy6 el operén yddV-dos por el casete Kan'. Las mutantes

obtenidas se verificaron por Southern blot (Fig. 54).



silvestre

3.5 Kb

e —r—— 3.8 Kb
 —

e A yodVedos:kan
o % u ]

fi.1 Kb

g silvestre A yoloV-dos: - kan

Se -
-

Figura 54. Andlisis de Southern blot de las mutantes DyddV-dos::kan en €l fondo genético

de la cepa MG1655. A) Diagrama de la region cromosomal yddV-dos y de la mutante
DyddV-dos::kan. Las flechas indican sitios de corte de |la enzimas de restriccion Dral (D) de
la cepa MG2655 silvestre y de la mutante DyddV-dos::kan. La sonda empleada es
representada como una barra gris, ademés del tamafio de los fragmentos esperados para
cada caso. B) Autoradiografia del andlisis de Southern blot de DNA cromosomal extraido
de lacepa MG2655 silvestre y de la mutante DyddV-dos::kan.

5.4.2 Cingtica de crecimiento y fenotipos de la cepa D yddV-dos::kan.

Para caracterizar esta mutante, analizamos la cinética de crecimiento en medio LB. La
mutante en e operdn tiene un ligero retardo en la velocidad de crecimiento en fase
exponencial; sin embargo, en fase estacionaria tardia, acanzala misma densidad Optica que
lasilvestre, por lo que el defecto en lavelocidad de crecimiento causado por la mutacion de

la cepamutante D yddV-dos::kan es superado en fase estacionaria (Fig. 55).
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Figura55. Cinética de crecimiento en condiciones aerobicas y anaerdbicas, de las cepas
MG1655 silvestrey MG1655 D yddV-dos::kan.

La mutacion en €l operdn yddV-dos no tuvo efecto en la produccién de biofilm ni de “curli”
o celulosa, por lo que e efecto de esta mutacion no esta relacionado con la sintesis de la

matriz.

5.4.3 Microscopia épticade lacepa D yddV-dos::kan

Analizamos las mutantes al microscopio Optico y encontramos que las células se observan
ligeramente més alargadas que la cepa silvestre. Probablemente hay un defecto en la
divisién celular debida ala mutacidn D yddV-dos::kan que probablemente explica el retardo
en e crecimiento en fase exponencial observado en las curvas de crecimiento de estas

mutantes (Fig. 56).



Figura 56. Microscopia Opticade la cepa MG1655 y su respectiva mutante DyddV-dos::kan

vistas con aumento 400X.

5.4.5 Efecto de la mutacion DyddV-dos::kan en e perfil transcripcional globa de E.

coli en crecimiento aerébico

Para continuar la busqueda del efecto de la mutacion en el operén yddV-dos, nos apoyamos
en la técnica de microarreglos para andizar e perfil transcripcional de la mutante MG1655
DyddV-dos::kan respecto a la silvestre. Para este andisis, purificamos RNA total de ambas
cepas mediante el método de fenol caiente (ver materiales y métodos), a partir de células
cultivadas en medio LB, aerébicamente y cosechadas en fase exponencia, a D.O.s00nm
aproximadamente de 0.5-0.6. EI RNA obtenido fue enviado a la Unidad de Microarreglos
del Ingtituto de Fisiologia Celular de la UNAM. Unicamente se tomaron en cuenta los
genes que modificaron su expresion 2 desviaciones estdndar (2 DS) por arriba (genes
inducidos) o debajo (genes reprimidos) de la media de expresion. Los genes fueron

clasificados por su categoria funcional paraser analizados (Fig. 57).
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Figura 57. Genes inducidos y reprimidos en la mutante DyddV-dos::kan cultivada en

condiciones de crecimiento aerdbicas en fase exponencial.

Bajo estas condiciones de crecimiento, de los 4288 genes analizados, encontramos que 198
genes modificaron su expresion en +2 DS. De estos genes, 73 genes fueron inducidosy 125
genes fueron reprimidos en su expresion. La mayoria de los genes que modificaron su
expresion cayeron en la categoria de genes que codifican para proteinas de funcion
desconocida; sin embargo, se identificaron varios genes que participan en el transporte de
carbohidratos y aminoéacidos. La lista de los genes inducidos y reprimidos de este
experimiento se muestra en e material suplementario del articulo “Transcriptional
regulation and mutagenesis analysis of the yddV-dos operon involved in the control of the
intracellular levels of the second messenger ¢-di-GMP in Escherichia coli K-12. A genetic

and genome-wide transcriptional profile analysis’ (Anexo 2).

5.4.6 Efecto de la mutacion D yddV-dos::kan en € perfil transcripcional globa de E.

coli en crecimiento anaerdbico

En un experimento paralelo, analizamos €& perfil transcripcional de la mutante Dydd V-
dos::kan respecto a la cepa silvestre pero en condiciones de crecimiento anaerdbicas. Las

células fueron cosechadas en fase exponencia (D.O.g00nm = 0.5 - 0.6) a partir de cultivos



crecidos en jarras anaerobicas para €l aseguramiento de las condiciones de anaerobiosis.
Bajo estas condiciones, encontramos que anaerObicamente, 305 genes modifican su
expresion en +2 DS. De estos 305 genes, 212 fueron inducidos en su expresion y 93 genes

fueron reprimidos (Fig.58).
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Figura 58. Genes inducidos y reprimidos en la mutante DyddV-dos::kan cultivada en

condiciones de crecimiento anaerdbicas en fase exponencial.

De los 4288 genes andlizados, 212 genes fueron inducidos y 93 genes fueron reprimidos
por la ausencia de los genes yddV'y dos. Al igua que en el experimento aerdbico, la
mayoria de los genes que modificaron su expresion por la fata del operén yddV-dos en
crecimiento anaerébico, pertenecen a grupo de genes que codifican para proteinas de
funcion desconocida; sin embargo, un nimero considerable de genes pertenecientes ala
envoltura celular se vieron modificados en su expresion tanto en crecimiento aerébico

como anagerobico.

5.5 Discusion

Los genes yddV'y dos, codifican para proteinas con dominios GGDEF y EAL involucrados

en diversos procesos celulares como produccién de componentes extracelulares, formacion



de biofilm, diferenciacion celular y en varias interacciones como célula-cdlula, célula-
superficie y modulacién de la superficie celular (7,45,104). Se esperaba que al mutar estos
genes con la construccion de las mutantes Ddos::kan y DyddV-dos::kan se afectaria alguno
de los procesos antes mencionados; sin embargo, no observamos un fenotipo claro para
estas mutantes. La formacién de biofilm, asi como la produccion de fimbria'y celulosa no
se modifico en las mutantes. Unicamente observamos un ligero efecto en la velocidad de
crecimiento de la doble mutante DyddV-dos::kan. Los microarreglos realizados para la
doble mutante muestran gque aerdébicamente varios genes que modifican su expresion caen
en la categoria funcional de transporte y metabolismo de carbohidratos y aminoacidos, por
lo que probablemente la alteracion de estos genes es la razdn por la cual € crecimiento de
la mutante se ve retardado.

Una modificacion consistente en e fenotipo de ambas mutantes es e cambio en la
morfologia de las células, volviéndose alargadas en ambos casos. La mayoria de los genes
gue modifican su expresion en ambos microarreglos, son genes que codifican para
proteinas de funcidn no asignada o desconocida, por 10 que no es claro el mecanismo por €
cual la célula sufre estos cambios morfol bgicos.

5.6 Conclusiones

1.- Se obtuvieron la mutantes Ddos::kan y DyddV-dos::kan por sustitucion de los genes por
un casete de resistencia a kanamicina

2.- La mutante Ddos::kan no estd afectada en € crecimiento ni en la viabilidad, pero la
doble mutante DyddV-dos::kan tiene un ligero retardo en la velocidad de crecimiento en
fase exponencial, el cual es superado en fase estacionaria.

3.- Las mutantes no modificaron la sintesis de componentes extracelulares como fimbriay
celulosa y la cantidad de biofilm formado por estas mutantes no es diferente al producido
por las respectivas cepas silvestres.

4.- El fenotipo més evidente fue un ligero alargamiento de las células en ambas cepas

mutantes.



5.- De acuerdo a nuestros resultados, la mutacion en e gen dos no afectala poza de CAMP
intracelular pues la actividad b-galactosidasa fue la misma en la cepa Ddos::kan que en la
slvestre.

6.- El andlisis transcripcional global de la mutante DyddV-dos::kan en condiciones de
crecimiento aerébico muestra que la mayoria de los genes gque modifican su expresion,
codifican para proteinas de metabolismo de aminoécidos y carbohidratos, pero la mayoria
son de funcion desconocida, a igua que la mayoria de los genes que modificaron su

expresion en condiciones de crecimiento anaerobico.



CAPITULO 6 Estudio del efecto de altos niveles de c-di-GMP en la fisiologia de E. coli

y en su perfil transcripcional
6.1 Antecedentes

La sobreexpresion de proteinas con dominios GGDEF y EAL ha sido una estrategia para
analizar € papel fisolégico de estos dominios en diversas bacterias (46,47,53). De esta
manera se amplifican las consecuencias de la ateracion de los niveles de ¢di-GMP; sin
embargo, esta estrategia experimental no esta exenta de efectos secundarios no atribuibles a
la alteracion de los niveles de c-di-GMP. Por otro lado, la mutacion de genes que codifican
proteinas con dominios GGDEF y/o EAL probablemente puede ser facilmente compensada
por la funcion de alguna otra proteina que contenga estos dominios, debido a la reiteracion
de éstos en los genomas bacterianos (30,54). La mutagénesis de los genes yddV'y dos no
nos permitié observar un fenotipo claro que pudiera darnos alguna evidencia del papel
fisiol6gico que juegan las proteinas YddV y Dos en el metabolismo de E. coli, por 1o que
decidimos emplear la estrategia de analizar € efecto de la sobreexpresion de una de estas
proteinas.

6.2 Estrategia

La proteina YddV actia como una diguanilato ciclasa (22,53). La clonacion del gen yddV
para sobreexpresar la diguanilato ciclasa nos permitiria causar un aumento de los niveles de
c-di-GMP en lacélulay asi tratar de elucidar € efecto de las proteinas YddV y Dos como
un sistema de regulaciéon de las cantidades intracelulares de c-di-GMP. Por lo anterior,
decidimos clonar €l gen yddV en un vector inducible por IPTG y regular su expresion para
analizar como repercute esta expresion en el metabolismo de E. coli.



6.3 Sobreexpresion del gen yddV por induccion con IPTG

Unavez clonado € gen yddV'y verificado (ver seccion 2.6.16), se procedié atransformar el
plasmido pYddV alas cepas MC4100, MG1655, W3110 y TOB1 para su posterior andlisis.
Primero se analizd la sobreexpresion de la proteina YddV por induccién con IPTG de
células con este plasmido, en cultivos aerébicos en medio LB. Probamos dos
concentraciones de IPTG, 0.3 mM y 1 mM. Encontramos que en las células que tienen €
plasmido pY ddV, después de una hora de ser tratadas con |PTG en ambas concentraciones,
se sobreproduce una proteina de peso molecular entre 50 y 60 kDa (Fig. 59). El peso
molecular calculado in silico de la proteina YddV es de 53 kDa, por lo que podemos

concluir que logramos sobreexpresar la proteina Y ddV.
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Figura 59. Sobreproduccion de la proteina YddV por tratamiento de células que tienen €l
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plasmido pYddV con IPTG alaconcentracion de 0.3y 1 mM. Las células sin tratar (ST) no

sobreexpresan la proteina en cantidades visibles en el gdl.

6.4 Determinacion de c-di-GMP en células sobreproductoras de YddV

Para saber s la proteina YddV sobreproducida funciona como diguanilato ciclasa,

analizamos por cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) la produccion de c-di-



GMP en extractos de células de la cepa MG1655 con e pldsmido pYddV inducidas con
IPTG 1 mM durante dos horas en cultivos en medio LB crecidos aerdbicamente. Como
control empleamos células de la cepa MG1655 que tienen Unicamente € vector pSE420
tratadas de la misma manera. La obtencion de los extractos de ambas cepas, las condiciones
empleadas en el HPLC y las columnas empleadas se describen en materiales y métodos.

Como muestra estdndar empleamos c-di-GMP sintetizado quimicamente en € laboratorio
del Dr. Yoshihiro Hayakawa de la Universidad de Nagoya en Japon, disuelto en NaCl a

0.9%, a una concentracion final de 1 mg/ml.

Analizamos la presencia de ¢-di-GMP en extractos de células sobreproductoras de YddV.
En tres corridas inyectamos 10 nml del estéandar de ¢-di-GMP (Fig. 60A), 20 m dd extracto
que sobreproduce YddV (Fig. 60B) y finalmente una mezcla de Inm de estandar méas 60 i
de extracto (Fig. 60C).

El estandar de c-di-GMP fue detectado alos 8.7 minutos de tiempo de retencion (Fig. 60A)
y €l pico obtenido en el cromatograma tiene un absorbanciaa 252 nm, lalongitud de onda a
la que es detectado e c-di-GMP, de casi 1.2 unidades. En e extracto de células que
sobreproducen YddV, aparece en el cromatograma un pico en 8.4 minutos con una
absorbancia de 0.1 unidades (Fig. 60B). Aungue |la absorbancia es baja, lo que indica una
baja concentracién de la especie detectada, € tiempo de retencién es muy cercano al del c-
di-GMP estédndar. Para asegurarnos que este pico se trata de c-di-GMP, hicimos una mezcla
de estédndar mas extracto y analizamos el cromatograma. En la region de interés, solamente
obtuvimos una sefial en 8.7 minutos de tiempo de retencion, y un incremento de la
absorbancia hasta 0.8 unidades, |0 que nos permite concluir que la especie que aparecio en
8.4 minutos en € cromatograma de la Fig. 60B, corresponde a c-di-GMP. En caso
contrario, se habrian separado dos picos en esa region, uno en 8.4 min y de una absorbancia
de aproximadamente 0.3 unidades debido a que inyectamos 3 veces méas que en €
cromatograma de la Fig. 60B y otro pico en 8.7 minutos de una absorbancia de 0.12
unidades aproximadamente, o que corresponde a un décimo de lo inyectado en €
cromatograma del estandar solo (Fig. 60A). La aparicién de un solo pico y € incremento en



la absorbancia indica que € ¢di-GMP presente en el extracto fue enriquecido con e c-di
GMP estandar adicionado en la mezcla. Con esto concluimos que la proteina YddV
sobreexpresada por la induccion con IPTG de células que tienen e plasmido pYddV,
funciona como diguanilato ciclasa, incrementando los niveles intracelulares de c-di-GMP.
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Figura 60. Andlisis de la produccion de ¢di-GMP por HPLC. A) Inyeccion de 10 ni de
estandar de c-di-GMP, [1 mg/ml]. B) Inyeccion de 20 m del extracto celular que
sobreproduce YddV. C) Inyeccién de una mezcla de 1 m del estdndar mas 60 m de

extracto que sobreproduce Y ddV.

6.5 Acumulacion de c-di-GMP por la sobreproduccion de YddV

Una vez que determinamos la produccién de c-di-GMP por Y ddV, realizamos una cinética
de acumulacion de ¢di-GMP a distintos tiempos de tratamiento de las células de la cepa
MG1655 con € plasmido pYddV con IPTG. Redizamos la induccién de estas células en
medio LB cultivadas aerébicamente. Cuando las células alcanzaron la fase exponencial,
aproximadamente a una D.O.s00nm cercana a 0.3, se agreg6 alos cultivos € inductor IPTG a
una concentracion final de 1 mM. Las células se recolectaron a las 0.5, 1, 3y 5 horas
después de haber agregado el IPTG. Las células fueron tratadas para extraccion del cdi-
GMP como se indica en materiales y métodos. Como control negativo se empled un cultivo
de la cepa MG1655 con e vector pSE420. Los extractos obtenidos fueron analizados por
HPLC, en una columna Waters C-18 de fase reversa como se indica en materiales y
meétodos, usando como referencia el estandar de c-di-GMP a una concentracion de 1 mg/m

como en €l experimento anterior. Debido a que utilizamos una columna dif erente, € tiempo



de retencion del ¢-di-GMP estandar para estas condiciones experimentales fue de 5.7 min.
L os cromatogramas obtenidos en esta experimento se resumen en lagréficadelaFig. 61.
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Figura 61. Cinética de produccion de c¢di-GMP. Cromatogramas obtenidos de un andlisis
por HPLC de extractos celulares de la cepa MG1655 con € pldsmido pYddV, inducidas
con IPTG a una concentracion final de Img/ml. Las células fueron recolectadas alas 0.5, 1,
3 y 5 horas de induccion. Como control negativo se utilizé la cepa MG1655 con €
plasmido pSE420 (vector) y como referencia empleamos una solucion de ¢c-di-GMP a una
concentracion final de Img/ml (inserto).

La cinética de produccion de c-di-GMP, bajo las condiciones experimetales empleadas en
este caso, nos indican que e ¢di-GMP se acumula en las células que tienen € plasmido
pYddV, inducidas con IPTG. Aunque esta determinacion no fue cuantitativa, empleamos la
misma cantidad de células para cada extracto y los cromatogramas obtenidos nos permiten
decir que el ¢di-GMP producido es acumulado en estas células pero no en las que solo
tienen @ vector pSE420, que fueron recuperadas a las 3 horas después de la adicion de



IPTG. Con este experimento nos dimos cuenta que con € plasmido pYddV podemos
incrementar subitamente la cantidad intracelular de ¢di-GMP para tener celulas con ato
contenido de c-di-GMP.

6.6 Efecto de altos niveles de c-di-GMP en el nado

Las atas concentraciones de ¢di-GMP en células con el plasmido pYddV inducidas con
IPTG, presentaron distintos fenotipos que no nos fue posible observar en las mutantes
Ddos::kan 'y DyddV-dos::kan.

El ¢-di-GMP ha sido descrito como una molécula que regula la transicion de células métiles
a no matiles (53). Con la posibilidad de regular las cantidades de c-di-GMP intracelulares,
analizamos e efecto de la sobreproduccion de este dinucléotido en la motilidad.
Realizamos experimentos de motilidad en agar suave como se describe en materiales y
métodos, empleando a la cepa W3110 con € plasmido pYddV con y sin IPTG. Como
control empleamos células solo con el vector pSE420 (Fig. 62).

pSE420 pYddVv pYddV
IPTG 1 mM

Figura 62. Efecto de un incremento en la concentracion de ¢-di-GMP en e nado. A) Halo
de motilidad observado células W3110 con € vector pSE420. B) Nado de células que
tienen e plasmido pYddV sin inductor. C) Nado de células con € plasmido pYddV en

cajas de agar suave suplementadas con |PTG a una concentracion final de 1 mM.



El halo de nado formado por las células con pYddV es menor que el halo formado por las
células que solo tienen €l vector pSE420. La disminucion del diametro del halo es més
evidente en las células con € plasmido pYddV y que son inoculadas en cgjas con IPTG. De
este experimento concluimos que de manera consistente con |lo reportado en la literatura
(53), la sobreproduccion de ¢-di-GMP debida a la sobreproduccion de Y ddV, disminuye la
motilidad de las células. El efecto observado por la presencia del plasmido sin € inductor,
indica que posiblemente hay una expresion basal del gen yddV en e plésmido pYddV, aun
sin laadicion de IPTG (conocido como “leakage o goteo” de la transcripcion), a pesar de
gue la proteina YddV sintetizada por efecto de esta transcripcién basal, no es detectada en
los geles de SDS-PAGE (Fig. 59) y tampoco es observada en la deteccion de c-di-GMP por
HPLC (Fig. 60).

6.7 Efecto de altos niveles de c-di-GMP en la formacion de biofilm

Ademas de la motilidad, también la formacion de biofilm ha sido uno de los fenotipos
analizados en el estudio de proteinas con dominios GGDEF y EAL que sintetizan o
hidrolizan ¢-di-GMP en bacterias (7,23,54,60,71,105). En las mutantes Ddos::kan y DyddV-
dos::kan no logramos ver agun efecto en la formacion de biofilm en células de E. coli; sin
embargo, cuando analizamos el efecto de la sobreproduccion de ¢di-GMP, encontramos
gue hay mayor produccién de biofilm. En células de las cepas W3110 y TOB1, productoras
de biofilm, transformadas con e plasmido pYddV, la cantidad de biofilm formado es
mayor que cuando Unicamente se encuentra el plasmido pSE420 (Fig. 63).
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Figura 63. Efecto de la sobreproduccién de c-di-GMP en la formacién de biofilm. El
biofilm formado se observa como un anillo en la interfase aire-liquido mediante la tincién
de las células adheridas por € método de tincion por cristal violeta. Para este ensayo
empleamos células de las cepas A)W3110 y B)TOB1 con los plésmidos pSE420 y pY ddV

cony sin IPTG, cultivadas aerdbi camente en medio LB-MOPS.

Al inducir el plésmido pYddV con IPTG, la cantidad de biofilm formado es también mayor,
pero menos que con el plasmido sin inductor. Esto concuerda con los resultados del ensayo
de nado y sugiere que hay una expresion basal del gen yddV en € pldsmido pYddV,
suficiente para inducir una mayor produccion de biofilm en las células. Pero a diferencia de
ese ensayo, la formacién de biofilm casi no se estimula en altas concentraciones del
dinucléotido.

6.8 Efecto de altos niveles de c-di-GMP en la produccion de fimbrias y celulosa

La formacion de biofilm ha sido correlacionada con la cantidad de matriz extracelular
producida por las céulas (23,54,58,89,106). Esta matriz extracelular esta formada por
diferentes compuestos que son sintetizados y transportados al exterior de la célula como es
el caso del “curli” y la celulosa bacteriana (23,52,54,70). La produccion de estos
compuestos ha sido estudiada por la adhesion de agentes como el colorante rojo congo o €l
fluoréforo calcofltor a la matriz extracelular (20). Por lo anterior, decidimos estudiar el
efecto de altos niveles de c-di-GMP en la adhesi6n de estos compuestos (Fig. 64 y 65).



pYddV + PTG 1mM

Figura 64. Crecimiento de céulas de la cepa TOB1 de E. coli en placas de LB
suplementadas con rojo congo. A) Cepa silvestre TOB1. B) TOB1 con e vector pSE420.
C) TOB1 con € plésmido pYddV. D) TOB1 con € pldsmido pYddV inducido con IPTG a
una concentracién final de 1 mM. La produccién de “curli” y celulosa se detecta por un

aumento en laintensidad del color rojo de las colonias.

pSE420

pYddv pYdd¥ + IPTG 1 mM

Figura 65. Fluorescencia de derivados de la cepa TOB1 de E. coli en placas de LB
suplementadas con calcofltor. A) Cepa silvestre TOB1. B) TOB1 con € vector pSE420. C)
TOBL1 con e plasmido pYddV. D) TOB1 con e plasmido pYddV inducido con IPTG auna



concentracién final de 1 mM. La produccion de celulosa se detecta por un aumento en la

fluorescencia de las colonias.

La cepa TOBL1 es una cepa productora de “curli” y celulosa (fenotipo rdar) como ya se
menciond anteriormente, por 10 que en placas de LB suplementadas con rojo congo, crecen
colonias de color rojo, mientras que en placas con calcoflUor, las células fluorescen cuando
son expuestas alaluz UV de bgja longitud de onda (52,53). Al igual que en los ensayos de
nado y formacién de biofilm, la expresion basal del plésmido pYddV también fue evidente
en los ensayos con rojo congo y calcofltor. Encontramos gque en las placas con rojo congo
(Fig. 64), la coloracién roja de las colonias de la cepa TOB1 es més intensa en las células
gue tienen & plasmido pYddV sin y con IPTG (Fig. 64C y D) en comparacion con las
células con niveles silvestres de c-di-GMP (Fig. 64A y B). En las placas suplementadas
con calcofltor, observamos un efecto similar. Las células con € plasmido pYddV sin
inducir y con IPTG (Fig. 65C y D), fluorescen méas que las que sdlo tienen € vector o las
slvestres (Fig. 65A y B). Por lo anterior, concluimos que los altos niveles de c-di-GMP

incrementan la produccion de lamatriz extracelular en E. coli.

Una observacion a partir de estos experimentos es que cuando las células que tienen €l
plasmido pY ddV son inducidas con IPTG en crecimiento en medio solido (placas), hay un
efecto de toxicidad del ¢-di-GMP pues las colonias no crecen alamisma velocidad ni en la
misma abundancia que cuando las células sdlo tienen el vector pSE420 o no son inducidas
con IPTG. Ademas, observamos la aparicién de algunas colonias que crecen a una
velocidad mayor de crecimiento y se ven como colonias més grandes que el promedio.
(Figs.64Dy 65D).

En crecimiento en medio liquido, la toxicidad debida a los altos niveles de c-di-GMP no es
tan evidente, aunque en la curva de crecimiento si logramos ver un ligero retardo en la
velocidad de crecimiento en fase exponencial de la cepa que tiene €l plasmido pYddV
inducida con IPTG 1 mM comparada con la que sblo tiene € vector pSE420, también
tratada con IPTG. Este retardo en el crecimiento es superado en fase estacionaria pues
ambas cepas alcanzan la misma densidad optica alrededor de las 8 horas de crecimiento



(Fig. 66). Probablemente existe una poblacién de mutantes supresoras que pueden
contender con los altos niveles de c-di-GMP.
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Figura 66. Cinética de crecimiento de las cepas MG1655 con € vector pSE420 y MG1655
con € plasmido pYddV, ambas tratadas con IPTG a una concentracion final de 1 mM. La
adicion del IPTG fue alas 2 horas de crecimiento y se indica con una flecha.

6.9 Microscopia optica y electronica de células sobreproductoras de c-di-GMP

Debido alatoxicidad observada en € crecimiento en placas provocada por los atos niveles
de c-di-GMP, decidimos observar a microscopio las células para ver s tenian alguna
alteracion morfol6gica. Observamos las células en un microscopio optico que nos facilito e
laboratorio de la Dra. Laura Camarena en el Instituto de Investigaciones Biomédicas (ver
materiales y métodos, Fig. 67).



Exponencial

Estacionaria

pSE420 pyddV + IPTG 1 mM

Figura 67. Microscopia éptica de células que tienen e vector pSE420 (A y D), € pléasmido
pYddV (By E) y e plasmido pYddV mas PTG (Cy F) en crecimiento en fase exponencial
y fase estacionaria. Aumento 600 X en todos | os casos.

Cuando las céulas tienen & vector pSE420 (Fig. 67 A y D) o e plasmido pYddV sin
inductor (Fig. 67 By E), las células muestran una morfologia de bacilos, esperada en ambas
fases de crecimiento, aunque las células se observan més pequerias en fase estacionaria; sin
embargo, para nuestra sorpresa, cuando se adiciona el IPTG a los medios de cultivo, las
células muestran una morfologia alargada y en algunos casos se observan filamentos de
células (Fig. 67 Cy F). Probablemente el efecto toxico que observamos en placa se debe a

estaanormalidad en las células.

Analizamos células que sobreexpresan YddV en las cepas MG1655, MC4100, W3110 y
TOB1y en todos |os casos observamos las células alargadas (Fig. 68).
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Figura 68. Microscopia Optica en aumento 600X de células que sobreexpresan la proteina
YddV en los fondos genéticos MG1655, MC4100, W3110 y TOB1. En todos los casos se

observael alargamiento de las células.

La microscopia Optica no nos permitié determinar si 1os filamentos observados son grupos
de células ordenados en filas o células que no fueron capaces de dividirse. Para resolver
este problema, realizamos un andlisis de microscopia electronica de transmision de las
células que acumulan c¢di-GMP en e fondo genético MG1655. Este andlisis se realiz6 en
la Unidad de Microscopia Electronica del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM (Fig.
69).
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Figura 69. Microscopia electronica de transmision de células que sobreproducen c-di-GMP.

Las células fueron teflidas negativamente con acetato de uranilo al 1%. En la figura se

muestran distintos campos y las barras negras muestran la escala.

Este andlisis de microscopia electrénica nos permitié ver que muchas céulas provenientes
de la cepa MG1655 con € plasmido pYddV, tratadas con IPTG 1 mM, son células
alargadas, no son agrupaciones en modulos de células sino que son células mucho més
largas que lo esperado y algunas acanzan longitudes de hasta 15 mm, 1o que nos hace
pensar en una posible deficiencia en la division celular. Por otro lado, estas células tienden
a agregarse, algunas muestran estructuras fibrosas que podrian ser parte de la matriz
extracelular producida por estas células. Las células alargadas se observan en agunas
regiones muy delgadas y compactas en comparacion con el resto de las células o que
probablemente significa que las células estdn de algin modo dafiadas, lo que
probablemente se refleja como la deficiencia de crecimiento que vemos en placas de LB
con IPTGy en las diferencias observadas en la cinética de crecimiento (Fig. 66).

6.10 Efecto de altos niveles de c-di-GMP en la transcripcion de genes de E. coli
Para tratar de entender qué modificaciones sufren las células cuando hay una acumulacién

de c-di-GMP, nos apoyamos en la técnica de microarreglos de DNA; con € fin de analizar

de un modo general, € efecto que tienen los atos niveles de c-di-GMP en d perfil



transcripcional de E. coli. Para redizar este experimento, purificamos RNA total de un
cultivo de la cepa MG1655 con & plasmido pSE420 y de un cultivo de la cepa MG1655
con el plasmido pYddV, ambos cultivos fueron preparados en medio LB y se cultivaron
hasta fase exponencia (D.O.s0onm =0.3) y en esa etapa de crecimiento se adiciond IPTG a
los cultivos, a una concentracién final de 1 mM. Después de 2 horas de induccion con
IPTG, las células fueron cosechadas por centrifugacion para purificar e RNA mediante la
técnicade fenol caliente (ver materialesy métodos, Fig. 70A).
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Figura 70. Perfil transcripcional de células con altos niveles de c-di-GMP. A) Ge de
agarosa a 1% con tiocianato de guanidina 20mM, en buffer TBE 1X, y tefiido con bromuro
de etidio 1 nmg/ml, donde se muestra el RNA total extraido de las cepas MG1655 con €l

vector pSE420 o el plasmido pY ddV, tratadas con induccion con IPTG a una concentracion
fina de 1 mM. B) Clasificacion funcional de los genes que inducen o reprimen su
expresion por efecto de altos niveles de c-di-GMP.

Este experimento fue realizado en la Unidad de Microarreglos del Instituto de Fisiologia de
la UNAM. Para € andlisis de los genes que modificaron su expresion, empleamos €l
programa GenAriseO desarrollado por la misma Unidad de Microarreglos. Se anaizaron
Unicamente los genes que modificaron su expresion en + 2 DS (desviaciones estandar) del
valor promedio de expresion. De 4288 genes analizados, 197 genes modificaron su



expresion, de los cuaes, 109 genes incrementaron su expresion (inducidos) y 87
disminuyeron su expresion (reprimidos) en condiciones de atos niveles de c-di-GMP.
Estos genes fueron clasificados por la categoria funcional de las proteinas para las cuales
codifican (Fig. 70B). El 35% del total de genes que modificaron su expresion caen en la
clasificacién de proteinas de funcion desconocida o no asignada.

Dentro de los genes inducidos en condiciones de altos niveles de c-di-GMP, encontramos al
gen resA, que codifica para la proteina RcsA, la cual actda junto con las proteinas RcsB y
RcsC en laregulacion transcripcional de genes que participan en diversos procesos como la
formacion de biofilm, sintesis de cdpsula 'y de flagelo y de écido colanico y muchos de
estos genes, también modificaron su expresion en respuesta a la sobreproduccion de c-di-
GMP, lo que nos permite sugerir que, en condiciones de altos niveles de c-di-GMP, podrian
ocurrir importantes modificaciones de la envoltura celular. Por otro lado, varios genes que
codifican para reguladores transcripcional es incrementaron su expresion en altos niveles de
c-di-GMP; tal es e caso de soxS, que codifica para la proteina SoxS, que es € regulador
transcripcional mas importante en la respuesta al estrés oxidativo provocado por
superéxido. En altos niveles de c-di-GMP, también se observa un incremento en la
expresion de varios genes regulados por SoxS, como por ejemplo fumC, que codifica para
la enzima fumarasa C; zwf, que codifica para la enzima glucosa-1,6- fosfatodeshidrogenasa,
acnA, que codifica parala enzima aconitasa A, entre otros genes, o que nos permite sugerir
gue probablemente las modificaciones que provocan los atos niveles de c-di-GMP provoca
una situacion de estrés celular. Por otro lado, dentro de los genes regulados positivamente
por SoxS se encuentra el gen fur, e cua también increment6 su expresion en altos niveles
de c-di-GMP. A su vez, muchos de los genes regulados por la proteina Fur; que es €
regulador transcripcional reguerido para la asimilacién y metabolismo de hierro; también
incrementaron su expresion. Dentro de los genes que se observan reprimidos en
condiciones de atos niveles de c-di-GM P, muchos de ellos codifica para posibles proteinas
de membrana, o cual apoya nuestra sugerencia de que hay una modificacién importante de
la envoltura celular en condiciones de sobreproduccion de ¢di-GMP. Es interesante que
solo uno de los 19 genes que codifican para proteinas con dominios GGDEF en E. coli, €
gen ydaM, se observa reprimido en condiciones de atos niveles de c-di-GMP,



probablemente existe una represion por producto como se sugiere que ocurre en el caso del
operén yddV-dos, €l cual no se expresa en condiciones sobreproduccion de c-di-GMP.

La lista del total de genes que modificaron su expresion se encuentra en € material
suplementario del articulo “Genome wide transcriptional profile of Escherichia coli in
response to high levels of the second messenger 3',5 -cyclic diguanylic acid” (Anexo 1).

6.11 Efecto de altos niveles de c-di-GMP en la transcripcion del operon yddV-dos

Para andlizar s los niveles de c-di-GMP tienen algin efecto en la expresion del operén
yddV-dos, transformamos los pléasmidos pSE420 y pY ddV ala cepa IMH0923 que tiene la
fusion F (yddV-‘lacZ). Las células transformantes fueron crecidas hasta una D.O. de
aproximadamente 0.3 unidades de absorbancia a 600nm y entonces se trataron con IPTG 1
mM. Las células fueron cosechadas en fase exponencia (D.O.soonm = 0.5) y estacionaria
(D.O.6oonm = 1.0) después dd tratamiento con IPTG para redizar € ensayo de b-
gal actosidasa descrito en €l capitulo 2 de materiales y métodos (Fig. 71).
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Figura 71. Actividad b-galactosidasa de la fusion F (yddV-'lacZ) en condiciones de alto ¢
di-GMP (pYddV) comparada con células que tienen niveles silvestres de c-di-GMP
(pSE420). Las células en ambos casos fueron tratadas con IPTG 1 mM y cosechadas en

fase exponencial y en fase estacionaria pararealizar € ensayo.



Encontramos que cuando solamente esta presente el vector pSE420, la fusion F (yddV-
‘lacZ) tiene niveles bajos de expresion en fase exponencia que se inducen en fase
estacionaria como se observo en células silvestres (ver Fig. 31); sin embargo, cuando los
niveles de c-di-GMP se elevan por la induccion con IPTG de pldsmido pYddv, la
expresion de la fusion se reprime casi por completo, aun en fase estacionaria (Fig. 71). La
represion de la expresion de la fusion también se observd en la cepa que carece de RpoS
(Fig. 72), lo que significa que la represiéon de la expresion del operdn yddV-dos por atos
niveles de c-di-GMP, esindependiente de s°®.
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Figura 72. Actividad b-galactosidasa de la fusion F (yddV-'lacZ) en condiciones de alto ¢
di-GMP (pYddV) comparada con células que tienen niveles silvestres de c-di-GMP
(PSE420) y en un fondo genético mutante rpoS::tet. Las células en ambos casos fueron
tratadas con IPTG 1 mM y cosechadas en fase exponencial y en fase estacionaria para

realizar e ensayo.

Estos resultados indican que la expresion del operon yddV-dos probablemente esta regulada
por los niveles intracelulares de c-di-GMP, quizés a través de un factor transcripcional

capaz de responder ala presencia o ausencia del segundo mensgjero c-di-GMP.

6.12 Discusion

La proteina YddV se reporté por primera vez como una proteina con dominio GGDEF
capaz de complementar la produccion de celulosa en una mutante en Rhizobium

leguminosarum bv. trifolii, mediante la transformacion de células de R. leguminosarum



deficiente en @ gen celR2, que codifica para una de las proteinas determinantes de la
produccién de celulosa en esta bacteria (21). El gen yddV (Ilamado en ese trabajo yicK) fue
clonado en un vector bajo |a regulacién de su propia region promotora, y complemento el

fenotipo de produccion de celulosa en esas mutantes de R. leguminosarum, 10 que sugeria
gue podria funcionar como una diguanilato ciclasa que sintetiza €l activador alostérico dela
celulosa sintasa, c-di-GMP. En nuestro trabajo, para tratar de entender la funcién del
operén yddV-dos, clonamos el gen yddV, bajo e control de un promotor #c inducible por
IPTG, proporcionado por €l vector pSE420, para poder manipular la expresion de este gen.
Con esto se logré sobreproducir una proteina de aproximadamente 53 kDa, que es €l peso
molecular esperado paralaproteina’Y ddV.

Mediante los andlisis por HPLC de extractos celulares con sobreproduccion de la proteina
YddV, logramos identificar la produccién del dinucléotido c-di-GMP en estos extractos, 10
gue indica que la proteina YddV que sobreexpresamos efectivamente tiene funcion de

diguanilato ciclasa.

La sobreproduccién de c-di-GMP tiene varios efectos en la fisiologia de las células, como
por gemplo la mayor produccion de fimbria y/o celulosa, que son componentes de la
matriz extracelular y que funcionan como determinantes de la produccién de biofilm en
muchas bacterias (21,23,52,54,58,62,71,106). Probablemente, & incremento de la
produccion de biofilm en células que sobreexpresan a la diguanilato ciclasa YddV es
debida al incremento en la produccion de estos componentes extracelulares. Es interesante
gue ésta sobreexpresion de la matriz extracelular es observada con la sola presencia del
plasmido pYddV, mayor ain que con la induccion de la expresion de yddV por IPTG. El
mismo fendmeno es observado en la produccién de biofilm. Esto indica que hay una
expresion basal o “fuga’ en e plasmido cuando no esta presente € IPTG y esta expresion
escapa a la presencia del stper-represor lacl9 presente en € vector pSE420. Esta “fuga’ de
la expresion, es suficiente para observar los fenotipos de mayor produccién de
exopolimeros como fimbria y celulosa y la mayor formacion de biofilm sin que la
sobreproduccion de la proteina YddV |legue a ser téxica. Esto nos hace pensar que € c-di-
GMP sintetizado por la proteina Y ddV resultante de la expresion basal del plasmido es una



cantidad importante de c-di-GMP en la célulay que la sobreexpresion por lainduccién con
IPTG provoca una muy alta produccion de c-di-GMP, tan alta que es detectada por HPLC y
gue resulta téxica para la célula, provocando un retardo en la velocidad de crecimiento,
ademés de modificaciones en la morfologia de la célula y mas importante, provocando la
alteracion del perfil transcripcional de E. coli.

6.13 Conclusiones

1.- Se clono correctamente €l gen yddV en €l vector de expresion pSE420 inducible por
IPTG.

2.- Las células que tienen € pldsmido pYddV, inducidas con IPTG, sobreproducen la
proteina Y ddV.

3.- LaproteinaYddV tiene actividad de diguanilato ciclasa, sintetizando c-di-GMP.

4.- El c-di-GMP producido como efecto de la sobrexpresion de la proteina YddV es
acumulado alo largo de lainduccion con IPTG.

5.- Lacapacidad de nado en agar suave disminuye en células que sobreproducen c-di-GMP.
6.- La produccion de elementos de la matriz extracelular como celulosa o fimbria
agregativa es favorecida en células quetienen los niveles de c-di-GMP incrementados.

7.- La formacion de biofilm también se incrementa en atos niveles de c-di-GMP,
probablemente como consecuencia de la modificacién de la matriz extracelular.

8.- Entre los efectos que tiene el incremento de la poza de ¢di-GMP intracelular, esta la
modificacion de la morfologia de las células, produciendo células alargadas y filamentosas.
9.- Los altos niveles de ¢di-GMP provoca directa o indirectamente modificaciones en €l
perfil transcripciona de las células de E. coli. 109 genes incrementan su expresion mientras
gue 87 genes son reprimidos. La mayoria de estos genes codifican para proteinas de
funcion desconocida pero muchas de ellas son potenciales proteinas de membrana y
reguladores transcripcionales entre otras funciones.

10.- Laexpresion del operdn yddV-dos es reprimida por altos niveles de c-di-GMP.



CAPITULO 7. DISCUSION GENERAL

Desde su descripcion como dominios conservados y reiterados en 1os genomas bacterianos,
los dominios GGDEF y EAL se han ido involucrando cada vez més en distintos procesos
de la fisiologia bacteriana (7,42,45,104,107). La distribucién de mdiltiples copias de
dominios GGDEF y EAL y la demostracién en muchos casos de que las proteinas que |os
contienen funcionan como enzimas responsables de la sintesis y la hidrdlisis del
dinucléotido c-di-GMP, ha hecho sugerir a algunos autores que esta rama de investigacion
microbiolégica se encuentra en medio del descubrimiento de una nueva red global de
transduccion de sefidles en bacterias, donde € c-di-GMP juega € papel principa como
segundo mensgero (42,107); sin embargo, los mecanismos en los que participa e cdi-
GMP directamente como una molécula sefial aln son desconocidos.

La asociacién de los dominios GGDEF y EAL a otros dominios de sefializacién
mencionados en laintroduccion de esta tesis, sugiere que |0s procesos en 10s que interviene
el ¢di-GMP son diversos, probablemente respondiendo a estimulos externos a los que la
bacteria tiene que responder y paralos que se requiere de una poza disponible de c-di-GMP
para inducir la respuesta. Por esto, la expresion de las proteinas GGDEF podria llevarse a
cabo de forma temporal y espacial, es decir, la sintesis de proteinas que sintetizan cdi-
GMP podria estar restringida a pequefias pozas en € sitio de la célula donde se requiere, 1o
gue daria especificidad de la respuesta controlada por € c-di-GMP. Un gjemplo que apoya
esta teoria es la localizacion de la proteina PleD (que tiene un dominio GGDEF) de C.
crescentus en € polo de lacélula. La proteina PleD, al concentrarse en un polo de lacélula,
podria incrementar los niveles de c-di-GMP en ese sitio especifico por su actividad de
diguanilato ciclasa (50,108). La hip6tesis de que & c-di-GMP se encuentra
compartamentalizado en la célula, también es apoyado por € trabajo del grupo de U.
Romling, que demuestra que las proteinas con dominio GGDEF en S. typhimurium tienen
distintas capacidades y velocidades de sintesis de ¢di-GMP, siendo la proteina AdrA la
diguanilato ciclasa responsable de la sintesis de la mayor parte del ¢-di-GMP detectado en
esta bacteria. Ademas de la velocidad de sintesis de c-di-GMP, la concentracién de proteina



con actividad de diguanilato ciclasa es importante para mantener las pozas de ¢di-GMP
requeridas, asi como la actividad y velocidad de hidrdlisis de las fosfodiesterasas también
(55).

Nuestro trabgjo trata de contribuir en el entendimiento de los mecanismos en los que
participa el ¢di-GMP en lafisiologiade E. coli, através del estudio del operdn yddV-dos,
gue es un sistema de sintesis e hidrélisis de ¢-di-GMP codificado en un operdn, similar a
los operones cdg presentes en G. xylinus que codifican para tres sistemas de
Fosfodiesterasa-Diguanilato ciclasa de c-di-GMP en esa bacteria, aunque en € caso del

operén yddV-dos, € orden de los genes esta invertido, primero esta la diguanilato ciclasay
luego la fosfodiesterasa (14). En E. coli hay otros dos genes que por su localizacién en €l

genoma podrian formar un operdn que codifique para otro sistema de control de los niveles
de ¢-di-GMP, los genes yliE y yliF. El gen yliE codifica para una proteina con un dominio
GGDEF y € gen yliF codifica para una proteina con un dominio EAL. Ambas proteinas
YIiE y YIiF tienen una region transmembranal en su estructuray no tienen otros dominios
de sefializacién asociados (ver Fig. 12); sin embargo, no hay evidencia de que estos genes
formen parte de un operdn. Por otro lado, |0s genes yeal y yeaJ se encuentran contiguos en
el genomade E. coli y podrian formar un operén, pero estos genes codifican para proteinas
de membrana con dominios GGDEF unicamente. El resto de los genes que codifican para
proteinas que contienen dominos GGDEF y/o EAL no se encuentran en arreglos de tipo
operén. Aungue la estructura de las proteinas Y ddV y Dos sugiere que se trata de proteinas
solubles, no se conoce su localizacion, por 1o que seria interesante estudiarlas para tratar de
elucidar s se trata de un sistema de control de los niveles de ¢-di-GMP restringido a una
zonalocalizadadelacélula

Este trabajo proporciona informacion acerca de la etapa en la que € operon yddV-dos es
expresado. De acuerdo a andlisis de fusiones con € gen lacZ, €l operdn yddV-dos se
expresa principalmente en fase estacionaria bgo el control de RpoS en crecimiento
aerébico, mientras que en anaerobiosis e operdn presenta una baja expresion.
Recientemente se publicé un trabajo que confirma la participacion de RpoS en la
regulacion de este operén (109). Esta informacion indica que ademés de la velocidad de
sintesis 0 degradacion del ¢di-GMP, o de la inhibicién por producto como en el caso de



PleD de C. crescentus, la activacion diferenciad de las diguanilato ciclasas y las
fosfodiesterasas por diferentes estimulos ambientales como la etapa de crecimiento o a las
condiciones de cultivo serén otros determinantes que podrian restringir las concentraciones
de c-di-GMP enlacélula

Las mutantes Ddos::kan y DyddV-dos::kan no mostraron un efecto dramético evidente en la
fisologia de la célula. Una posible explicacion es que la ausencia de las proteinas
codificadas por estos genes sea compensada por la actividad de dguna otra proteina con la
misma actividad, de las otras proteinas con dominios GGDEF y EAL que hay en E. coli;
sin embargo, lafata de estos genes a menos produce una modificacion en la morfologia de
las células; en ambas mutantes se observa un ligero alargamiento de las cdlulas, como
previamente lo observé e grupo de T. Shimizu en una mutante en el gen dos (103).

Aungue no tenemos evidencia de que exista un rompimiento del balance de la sintesis e
hidrdlisis de c-di-GMP en estas mutantes, el andlisis del microarreglo de la mutante Dydd V-
dos::kan indica que varios genes modifican su expresion por efecto de la ausencia del
sistema YddV-Dos. Entre los genes que modificaron su expresion, se encuentran algunos
gue codifican para proteinas que participan en e metabolismo de aminoacidos y
carbohidratos y la mayoria son proteinas de funcién no determinada. AUn no podemos
establecer una relacion directa entre los genes que modificaron su expresion en ausencia del
operén yddV-dos con e alargamiento de las células o €l ligero retardo en la velocidad de
crecimiento de estas mutantes, pero al menos es evidente que la ausencia de las proteinas
YddV y Dos no es del todo compensada por otras proteinas con la misma actividad.

Como ya se habia observado en otras bacterias, € efecto de elevar 1os niveles de c-di-GMP
afecta principamente la motilidad de las células y |a capacidad de formar biofilm, debido a
modificaciones en la sintesis de exopolisacaridos y estructuras que modifican la adherencia
de las células a distintas superficies (53,54,58,63,67,71,71,110). EI aumento en la
produccién de YddV provoca una acumulacion del ¢-di-GMP intracelular, que increment6
la capacidad de las células de E. coli de formar biofilm, de producir fimbria y celulosa,

ademés de que disminuy6 lamotilidad como ya se habia observado en S. typhimurium (53).



El fenotipo més evidente en E. coli a incrementar los niveles de c-di-GMP fue la
formacion de células alargadas y de morfologia distorsionada. Una célculo de la cantidad
total de cdi-GMP intracelular en S. typhimurium, sefida que hay arededor de 100 veces
mas GTP en la célula comparada con la cantidad de c-di-GMP, pero cuando se
sobreexpresa la diguanilato AdrA, la cantidadad de c-di-GMP es 10 veces mayor que la de
GTP (53). Un incremento stbito en la produccion de c-di-GMP resultaria en una
disminucion importante de la poza de GTP, pues es €l sustrato requerido parala sintesis del
dinucledtido (Fig. 73).

2 GTP %} c-di-GMP —FAL 3. 2GMP

2PI='i

Figura 73. Reacciones generales de la sintesis e hidrdlisis de ¢di-GMP por los dominios
GGDEFy EAL.

La disminucion de los niveles intracelulares de GTP requerido para la sintesisde RNA y la
traduccion, es probablemente la explicacion de la disminucion en la velocidad de
crecimiento entre las células que sobreexpresan Y ddV comparadas con las que solo tienen
el vector pSE420 (Fig. 66) y aun mas evidente en e crecimiento en cgjas con IPTG de las
cepas que tienen € plasmido pY ddV (Fig. 64D y 65D). En estas cgjas, es comun encontrar
la aparicion de posibles mutantes supresoras que crecen a mayor velocidad que el resto de
las células, mostrandose como colonias més grandes. Probablemente se trate de la seleccion
de algunas mutantes que pueden contender con € los niveles altos de c-di-GMP o de
células que adquirieron mutaciones en el plasmido gue ya no permiten la sobreexpresion de
laproteina’YddV.

El andlisis de perfil transcripcional de células que sobreproducen c-di-GMP mostrd que un

porcentgje importante del genoma (4.5%) sufre modificaciones en expresion. La mayoria



de los genes que se modifican codifican proteinas de funcion desconocida pero muchas de
ellas de posible localizacién membranal. Otras de estas proteinas son de envoltura celular y
sintesis de exopolisacaridos. En estudios recientes en V. cholerae sobre e perfil
transcripcional en presencia de atos niveles de c-di-GMP, encuentran resultados similares a
los reportados en nuestro trabao(111). Es interesante que dentro de los genes que
modificaron su expresion en respuesta a altas cantidades de c-di-GMP intracelulares,
algunos de los genes inducidos codifican para reguladores transcripcionales cuyos blancos
son conocidos como € caso de la proteina SoxS (Fig. 74A), que regula positivamente genes
gue codifican para proteinas importantes en la respuesta al estrés oxidativo provocado por
superoxido (112). Entre los genes regulados por SoxS se encuentra €l gen fur, que codifica
para € regulador transcripcional Fur (Fig. 74B), importante en la regulacion de genes que
codifican para proteinas que participan en el transporte y utilizacién de hierro en la célula
(113). El regulador RcsA (Fig. 74C) que junto con las proteinas RcsB y RcsC, participa en
una compleja red de transduccion de sefiales dentro de la cual es reprimido el [lamado
operon maestro fIhDC que controla la expresion de mas de 50 genes importantes en la
sintesis del flagelo (114), lo que podria ser una explicacién a la deficiencia en nado de las

células que sobreexpresan laproteina Y ddV.

A SoxS B Fur

c
Il c-di-GMP_— (¥) resd—sResA(d)
é ® T 5
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fum, mdad, nueC, rdeF,
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inaA, zwi, puA bfr, frdB, fomA /ﬁ
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c-di-GMP c-di-GMP

Figura 74. Genes regulados por los factores transcripcionales SoxS (A), Fur (B) y RcsA (C)
gue también son regulados por los altos niveles de c-di-GMP inducidos por la

sobreproduccién de la diguanilato ciclasa YddV.

Finalmente la represion de la expresion del operdn yddV-dos por los atos niveles de c-di-
GMP sugiere gue puede existir un tipo de regulacion transcripcional dependiente de c-di-



GMP, probablemente a través de reguladores transcripcionales capaces de detectar la
presencia o ausencia de ¢-di-GMP. La primera proteina reportada que une directamente c-
di-GMP fue la subunidad A de la celulosa sintasa BcsA, también conocida como proteina
CDGBP (c-di-GMP binding protein, Fig. 3) cuando se demostré que el ¢di-GMP actla
como un activador aostérico en la sintesis de celulosa en G. xylinus (93). Diez afios
después, un estudio bioinformético propuso que €l dominio responsable de la union del c-
di-GMP es € llamado dominio PilZ que forma parte de la proteina BcsA (115). Muy
recientemente, este dominio PilZ también fue encontrado en la proteina YcgR de E. coli,
gue regula la motilidad debida a flagelo de una manera dependiente de c-di-GM P mediante
su union a dominio PilZ (116). Ademéas de PilZ, es muy probable que existan otros
dominios aln desconocidos de unién a c-di-GMP pues el dominio PilZ no se encuentra en
muchas especi es bacterianas que codifican en sus genomas proteinas con dominios GGDEF
y EAL. Por otro lado, la estructura cristalina de PleD mostré que dimeros de ¢di-GMP
pueden unirse a la proteina PleD en €l “sitio |” para inhibir alostéricamente la sintesis del

dinucléotido (51). Posteriormente se demostré que €l “sitio I” consta de un motivo RXXD
presente en la mayoria de los dominios GGDEF descritos, y que lainhibicion por producto
de las diguanilato ciclasas puede ser uno de los principal es mecanismos para la sefidizacion
por c-di-GMP (117); sin embargo, ningun factor transcripcional se ha reportado que pueda
unir directamente c-di-GMP.



CAPITULO 8. PERSPECTIVAS

Muchos de los aspectos gue involucran la sintesis y degradacion del c-di-GMP, la
identificacion de las proteinas que catalizan estas reacciones y los procesos fisiol 6gicos en
los que participan han avanzado significativamente en los Ultimos cuatro afios. Es evidente
gue los mecanismos de transduccién de sefiales dependientes de c-di-GMP aln no son del

todo claros pero se sabe que tienen implicaciones en procesos como virulencia, produccion
de exopolisacéridos, formacion de biofilm, interacciones célula-cdula, céula-superficie,
modulacion de la superficie celular y diferenciacion celular.

Para ampliar la contribucion de nuestro laboratorio en el metabolismo del ¢-di-GMP en E.
coli y a raiz de este trabajo doctoral, han surgido varias lineas de investigacion en €l
laboratorio. En primer lugar, se intenta encontrar algin regulador transcripcional que
responda alos niveles de c-di-GMP. Para esto se hara una blsgueda de mutantes capaces de
expresar el operén yddV-dos en condiciones de atos niveles de c-di-GMP, utilizando como

herramienta principal lafusion F (yddV-'lacZ) como monitor de laexpresion.

En E.coli, existe una proteina, YahA, gue contiene en su extremo amino un domino HTH
de unién a DNA que pertenece alafamilia LuxR en @ carboxilo terminal un dominio EAL
(Fuente Swiss-Prot Database, http://ca.expasy.org, Fig. 12). Esta proteina es uno de los
candidatos principales a ser un regulador transcripcional que responde a c-di-GMP debido a
la presencia del dominio HTH, por lo que se tiene contemplado €l andlisis de esta proteina
para saber si efectivamente es un regulador transcripcional funcional, ademéas de buscar
posibles genes blancos y analizar |a participacion del c-di-GMP en su actividad.

Por otro lado, el andlisis de los efectos en € perfil transcripcional de E. coli en atos niveles
de c-di-GMP proporcion6 datos que nos permiten proponer que las células se encuentran en
un estado de estrés general que se reflgja en una deficiencia en e crecimiento, una
modificacion de la morfologia y la expresién de genes propios de respuesta a estrés

oxidativo como se mencioné anteriormente, por lo que seria interesante analizar el papel



del ¢-di-GMP en distintas condiciones de estrés como €l oxidativo, térmico y osmatico asi
como andizar € grado de oxidacion general de las proteinas mediante andlisis de
carbonilacion y estudiar si los niveles de c-di-GMP tienen algun efecto en € grado de
oxidacion de las proteinas.

La expresion del operdn yddV-dos ocurre Unicamente en condiciones de crecimiento
aerdbico, por lo que podemos sugerir que el sistema de recambio de cdi-GMP por las
proteinas YddV y Dos es propio del metabolismo aerdbico de E.coli; sin embargo, al ser
una bacteria facultativa, es probable en anaerobiosis existan otros sistemas que participen
en regular los niveles de ¢-di-GMP a cargo de algunas de las otras proteinas con dominos
GGDEF y EAL quetiene la bacteriay cuya funcién aln es desconocida. Dentro del trabajo
arealizar se tiene contemplado € andlisis del efecto de altos y bajos niveles de ¢-di-GMP
en el metabolismo anaerdbico de E.coli.

Para lograr bgjos niveles de c-di-GMP se est4 trabajando en la sobreproducciéon de
fosfodiesterasas de c-di-GMP como la proteina Dos o la proteina Y hjH que Unicamente esta

conformada por un dominio EAL capaz de hidrolizar c-di-GMP.
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Genome-wide Transcriptional Profile of Escherichia coli in
Response to High Levels of the Second Messenger
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Cyrlic diguanylic acid fc-i-GMP; oGpGp) s a glohal second messeagor
comtrofling modility and wdivesion in bacterial cells, Inracellular concen-
traticns ol cli-LMP depend on two oppesile ackivibies: dignanydae
cyvhise, rocently assigned o the widespresd GGIVEF domadn, and o-di-
GMI-specilic phasph oliestivase, sssociatad with proteins harbadag the
EAL lommsn. Vo ehiriie, livthe is known shout the targets of cb-GMIE n the
cell arif it alects ranscriptional regulition al certain genes. In arder Lo
expand our knowledge of the effect of this modecule on the bacterial
mredabeolis, bore wo report on the Esxdwericlin cali transeripaional prodike
wineder figh leveb of cli-GMI We show' thal an important number of
geris enciding ool surface and memheane -hound proteins are altered in
ihwir n'mm'lpimﬂ activity. Om the nther hand, genes encoding several
transcriptional Gecioes, sach as Fur, BeaA, 5o, and fral, aro up-rogu-
MMummmhmM,mmmﬂhHEm&mm-
Ened Trapscription of maolility and cell divison genes were altered, and
conssslent with this was the physlologioal analysis of cofls meres pressing
el ¥, i s ylanba v basg these cells displiyead i abmsormal coll division
process when high levels of c-di-GMEP were present, W also show exi-
dence thal the diguanylate cyclase gene ydal Vs oo - lranscribed with dos, a
heme base oygen sensar with o-di-GMP-specific phasphedicsteras:
acbpvity. A Aateskan enatation reidored the cells usabbe to divide prop-
erdy, suppesting test dos and vl 1 neey be part ofa fne-tuming mechanism
o regulating the intracedhular levels of c-08-GMI

Hoth prokaryotes and sukarvotes use selected small molemales, com-
meanly referred b as second messengess, W regulate ool function. The
bzt known second messengers besides calcium ape cyclle adenosine-
and gusiossnes monophodphates, cAMP and cGME, respectively, Fra-
learyates and eukaryotes use cAMP, wheseas dGMP is used primarily by
eukarpates. Recently, the guanine nudkeatide, cvddic dinucientide GRP

(o-dl-GMEY 375 -cyclie dignamylic acld, oS pEp) (Fig 1) was entified
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wiaidhalrayad in paim by 1he ayreen of pace cha qed. This artk b must W fose be
Tk et e “CkcheiTER T i a0Ccedanie wish 18 USIC Section 1734 wiady ro

_ ireckican this fact.
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as & newef Intracellolar bacterial signaling malecile whose stnectore (s
known and comsists of two cSMP maoleceles joined by a 35" phis-
phodiester bond 11, 2) [Fig. 1 cdeGMP was fist identified in Gla-
corarstatacier splians [lormerhy Aseeabacter xplinung) and was shoewn
to regidlate cellubose prodaction in this gpecies {2-4], n which e-di-
GME binds o amd activates. the cellulose synthase BesB. However,
mecreasing evidence has demonstrated that codi-GMP acts as an imgpors
Larit slg:nal',nf_' milerule In a varety of hacterial species influencing var-
bowss aspects of physiclogy and behavior, such ss moalivy, blofllm for-
mialian, viculenes, and cell-cell interacdtzons (For a ceview, see Bel Sh
Thiese findingsindicate that codi-GMP signaling iswidespread and that,
like cAMP and oGMP, It 15 a uhiquitous signaling molecuie. Howeyer,
little 1s known abeat the targets of this maelecule o the cel or 1F it affects
transeriplional cegalation of certait geie

The tntracellular levels of c-di-GMP are regulated by the opposing
artivities af two bypes af enzymes, diguanydate cvclases (DGO and c-di-
G prheaphodisstergses (PDE] (3, 6, T DG conwverts two malecales
of TP wia the linesr intermediate diguanosine tetraphosphate
(pppG3'p5'G) inte codi-GMP, and, by contrast, PDE hydrolytically
cleaves the cyclic compound [nte GM P va the Intermediate pGATps"G

36 71 The identification of two demlng, GEDEE ithe name of this
clemain is due i the conserved GGILVENDVENF amino acid sequence
pattern} and EAL, shared by all of the TGC and POE iscenzymes sug.
l‘_l'ﬁ‘.-\?“:l that cither or hoth demains were invalved in the diguamydate
cyilase srtivity (81 Bemarksbly, the GGLEF domatn s very abunsdant in
the genomes of free living bacterin, but most of the GGDEF prateins
hawve mat vet been expecimentally charucterized (9], Recent evidence by
the groups af REmling and Gomelsky [7, 10, 1] upequivecally shiwed
that GSEEF and EAL proteln domains ace lovebved in the o-d-GME
sypnthesis amd hydeolysis, respectively. In addition, thees very recent
reports demanstmted thet EAL domains are indeed Mg« or Mn™
dependent eyclie diguanyawe phosphadiesterses whose activity is
inhibited by Ca®* o 2077 (8, 7, 120 Interestingy, GGLREF and FAL
doariing ave Found only in becteria and are ot present in Archaea ar
Eukarya (13), strongly sugpesting that c.di-GMP-mediated signaling is
an exclusve bacteral trait. 2 s notewanmthy that pratelns with GGDEF
or EAL domains are reterated b bactersal genomes; for examgle, Bseh-
evictn eodi K-12 bears 19 protemns with the GGDEF domain and 17 with
the FAL domain, but importandly, the GGODEF and EAL domains are
usuially fownd in multklomaln prateins at the OOCH-termimal end of
aften multiple senory and sipal transductbon domains (5],

Irvordet teoshed lght on the regudatory mechanisens where o-di-GME
may be involved in the bactersd metabolism, here we report on the
genene-wide I.|:.1:1$r'|'|p'.>:|n;| pralde of Escherichin coli alter an abrup
Enerease In c-d-G M intracellolar bevels, It Is show that around 4% of
the total genes are sfected in their transeriptional soivity and that high
lewels of c-di- GMP affect cellular processes, such as cdhibar division and
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FIGURE | Chammicsl $ Dt ba of ¢-di-GMP.

matility. Based on these resalts, a phenatypic znalysis of £ colf mutan:
strains with different levels of o-di-GMP was perlormed and revealed
the existence of a mechanism for Are-tanbng c-di-SMP levals,

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Bactertal Straivs, Masoddds, Phages and Cell Growth—All of the
sraing ased were E el K-132 dertvatives with the exception of TOR1
sirain, 4 fecal isolave {14), The penatypes and sources of the rebevant
bacterial strains and plasmids are given in supplemental Table 1. Luria-
Beriani broth (1B was prepared as prevously described (15 A, was
determined in an Wlecspec 3100 Fre Amersham Blosclences spectro-
phatometer, Aerobic cullures were grown at 37 70 with shakding {100
rpm] in 250 md Aasks containing 10 ml of mediume The following anti-
bictkc concentrations were used anless otherwise noted: Hrnplrilln T
g ™Y ad Ramareyeln (100 jag ml Y

Clonimy of wdd 1° jor Coerespraision Exporimenty— Frimers Yddv-
Neol5' (5000 AGC CTT ATA AGS GUC ATG GTT ATE GAG
ATG TAT-21 and YddV-5acl-5"5-CTC TGA GET CTG GOG CAT
CTA AAG ACT GGE-27) were geed 1o PCR-amiplify the whele pddV
open resding fame to be imeded in frante inte plasmid psE420
(Invitrogen} previowsly cut with Mool and Sacl. Using this plasmid, the
cloned yddV 15 under the regulation of the IFTG-mducible P, pra-
msater, To werify the dened gene, the DNS& sequence of all constracts
wirs deteriniived ol the Mobecalas Biology Uni of the Cellular Fhysislogy
Irstitute {Mational University of Mexica),

Higte Perfermaance Liguwiad Chromatography—Cells were harvested at
thir indicated tmes from LB glus L mse 1T caltures of strains with
condral vector o the expresing plasmid pYddV. Cells were extracted
with 0.6 HEIO,, denatured protein was removed by centrifugation, and
the supernatant was nmatralized with & s K000 (36, 170 The extract s
wige then filtered fthroughous & (03-pm pore size), An oguivalent o 150
g o cedls (et weight] was subjected te HPLC analysis. HPLC was
performed on a 250 X% 4.6-mm LiChresorh C.08 reversed-phase ool
umn al roem emperaiane, detection at 252 nmoonan HFLC Waters
Mifleninny (Phate Dlode Array, antesempler) apparatis Running
conditinns were optimized ukng syntheile c-di-GMP as & reference
The codi-GMP used ax a standard was chemiclly synthesized i pure
form by the use of u recently descrihed novel synthesis methed tha
prro<dices & pare and high vield prepacation of c-di-GMP diasemenium
salt (18 Belore use, the parity and siahility of lrophilized o-di-GMP
were determined by first resuspending the molecule in 3.8% NaCl, cre-
atinga 2 mm solation: the rosalts wore then confirmed by HFLC analysis
and electraspray onizaticn-tinme-cl-dight {mass spectromety). Cell
extract HPLC nous were carried out at §md min™, using & muoltistes
gradient of acetonirile. For the experiments on the kinetics of cadi-
GME synthests (Fig. 4, samples wore lnaded cn a 3060 =0 2 8-mm Waters
BHondapeck® C-18 reversed-phase-coelamn

ENA Exteaction for GNA My Expeciments—Cultures of
straing MG1655 transformed with plasmid pSEAZ0 or pYddY were
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gm0 midexponential phase on LB plus ampiclin {4 = 035
TETG {1 mrsnel s then added o che euluzee. After 2k of ineubation, codls
were harvested by centrifogation, and total BMA was then extracted
from dhe gellets wsing the hot seid phenclichizroferm method and
treated with Diase Lessentially as deserdbed on the Warkd Wide Webat
warw.mlcroarraysarg. lselated RNA was quantified on the basis of its
absorpakan st 20 nm, visnallwed o an agarose gel toe check qualiy, and
stored at =70 wntdd hacther use,

Microarmy Fropedires @nd Diwtg Analysis—For mlcroarzay analyses,
cEINA was syraithesized and labeled using o protocel sdmilar v that
described by Rosencw et al, {19). The labeled cOMNA was hybridized to
Adfymwetris Gene Chig £ colf antlsense gornne arrays as recommended
by the rasmufactwrer o the Woortd Wide Web atwwwaffymeii comh
Fellowing 14 b of hvbridization at 95T, the washing and stain of the
arrRy was antomwted by o GeneChip Fluidics Statien contralled by
Adfymietrix Microarray Suite 500 Software. For each condition, two bia-
lagical repdicates were donp. Tha whalo prosedare wes cagried ot at the
Microarrey fecility of the Maticml Unsversity of Mexice. Mormelizaticn
of the data resulting from sch armay was pedfoemed using the Gen Arise
saftware package (avallable on the World Wide Wb at www, o unam,
mindgenariser]. The statisteally significant variation of cipeession in
pesponsd 1o high lovels of c-di-GMP was chtainad by tering out those
jemes that had a log, fexpression ratio) higher o lower than tao 5.0
values of the average.

Cptiend and Elevtrar Micraseopy—For aptical microscopy, the sam-
pleswiere abserved with a Mikon E-p00 differential interlere noe conbrast
mirrescope mounted with 2 Hamamatsa oeca 10 comera using ¥ 600
magnification, All imeges were processed using the Wasabi 1402 and
Adobe Fhotashop 7.0 programs: Far transmissinn slectron microscopy,
bwczerial cell suspensions were applied on Formvar-coated grids. Sam-
pleswers pegatively stained with 1% uranyd acetate and shaered with a
TEOL-1I00EXT edsctran microscape [JEOL, Takyo, Japan

B.Iuﬁ!m ang .‘-d'mﬂ'ﬂydm_'n'—ﬂ-mﬁlm assavswere carrlad out at 37 °C
using Mo-well, non-tEaae culiuce-tesated. peliving] chioside dishes
{Costar, Cambridge, MA) or in beresilicat e glass, as previonsly reported
120, 21]. Every experiment was performed in triplicate at loast thres
tistess Lo consfizm the resiglis, To poevent evaporation, micootiter dishes
were covere:] with a plastec box. Visualzation of attached cells was
prerfarmesd by pemcving the cell oaltore, staining the wells with 1.0%
crystal vioks for 20 min, and rinsing the wells theee gimes with disgilled
witer. Simdlar results were abdaimed when nendistilled water or fresh 1A
meddivn was used for rinsing Motiliy assays were pexlormed on tryp-
tome (1.3%], MaCl (7%), ghecoss (2% ), agar ((03%) plates as prevously
descrhed [32).

DINA Miripulation—Bacterid genomic DRA was obtained wing
the Genomic TMA isalaticn kit (Fromega). Mlasmid DMA was purified
ushng the Miniprep kiz (Ciggen), DMA fragmentswere amplified by PCR
using B coli cheomosoamal TMA as template

Mutagenesis mrd 3 P, genemlized transdoc.
tlons and transfenmations wsing the Call, prodoce] were perfornsed as
eserhed by Miller (155 In the gene imctivation expeciments, e el
flanking reghan af des (1.1 k) was PCR-amplified asing primers MM11
(-GAT CGG GAA TTC TAC Cam TOA COA GOA TAT C-37) and
MMIT (5-ACE CAGGAT OCA OTG TOGE OGT TAT TOA GG-3'%
The right fanking regeon of das (1.0 kbl was PCR-amgl ified using peim-
s MMI13 (5'-GAT TAG GAT OCC ATC CTG GOG CAT CTA AAG
ACE Y and MM (5-GTT CEG ACT GCA GOG COG CAG AAA
A T AG-3") The twa PCR products were gef-parifed using the
Ak kit [Qisgenh digested with the appropriate  cestriction
enxymes, repurified, and subjected to o four-fragment ligation mixtuare
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SCHAMRGAL CF BXHOGKCAL CHEMSTRY  BOS



Transcriptional Responses to High Levels of c-di-GMP

FAGURE 2. Cloning s o4 of pad®.
4, & Ldsib Fagmens contaning the antise yddy
structial gane was doned inlo pSE4I0. In.this
conslucy. iV is under the segulaton of & P,
prom e [BPTEAn ducinie). 8, Conmasss siainieg
of a EOSPAGE of £ ool cells Deaing the avokhy
plasiricl A cufmers of This staain i grovn inLB o
wxparrnitial phice We, = 0.3 and tan splc o
o Fakis | mw PTG wars addecd 10 cne cuftune
(Favte By and tha other was el aramated daoss 7).
Cubiumsywsana harsesied after 2 hod e irsen ang
subjectad vo SOE-PAGE. The oo inchoanes the
prctain Yadv,

B} Owsrexpression of Vddy
e 1 E
T —
[ — )
B —
W —
s L |
i —
W
H—
Unrsad PTG
1mM

witha L3k BamHI-BamHl fragment containing the kananiycin resisc-
ance gene cassette from plasmicl pUCGE-KINE {Amersham Bia.
soienses supplemental Table [} and plsmid pTZ19R ar plCIE
digested wigh EcoR] and Pal T4 DNA Ligase {lavitoogen) was used
utiler the conditions suggested by the manufudiorer, Afer 185 of inou-
bation at 145, the ligation mixture wes used for transformatian ol
siain XLi-blae supplemental Table T and selection was done on
plates supplemented with ampieilling kaamycin, and 5-brome—t-
chlera-3-indolyl-g-o-galactopyrancside (X-pal). Flasmids foom white
codunies were purified, and those with the cocrect constmocts, Adeckan,
were linearized by digestion with EcoRl and used to translorm strain
JCrE2A isappdemendal Takle 11 w0 kanamycln resistance (Kan'), This
strmin eiciently recombines linear DNA inte s cheomtosome {23001,
lysates obtained from the sdfected Kan' recombinants were used 1o
transcluce the kar msertions meo strains MCSROX and WHLI0. Chra-
meagnmal knserticns were copfirmed by PCR and by Southern Blot (24}
(Fig. 73 For the construstion of a double Ayadd V-alecban mutant, the
procedure of Chaverache et al (25} was followed using the Following
primers fair the :drrlpll.]'lrdl:mn of the adjacent SUENCES Lis the yd Ve
aperar: ¥odV-GR-L3 5 -GOA ATG Tad CAT CAG AGA TTT TGA
GAC ACA ACG TGG CTT TOA TAA TTE ACA CCC TTA TAA
EFEC TGE G537 and YddV-GRLEE (5006 GAA CTG AA AAG
CAG CTC GAT CTT AAC G-3") for the amplificatsen of 05 kbg
upstream from the ansletional start site of the yeld Voader aperon and
Das-GH-L5 (-GUAACA COT TUT TOA CHAGGL AGACUT CAG
CECCTE ACA AAT TOC TCT CGC OOG CAC TCG CGE GTT
TTC-17 and Dos-GE-L51 (57-TTG OOA CAA CAT UG CT TGO
TTE TG TGS GG-3" for the amgliflcation of &5 khp dowrstream
from the dos trnsdational stop codon, The kaamiycin curtridge was
PCR-amplified from chromosomal DNA from strain [IMHL232 (25)
using Ampl-EAN-LS (5'-GHG G4 ARG COA CET TET GTOTICA
A3t and gl FEAN-LS (5 -GGG GGC GET GAG GTC THC CTC
GTE A7) PO products and plasoid DA sequencing wis cacried
out at the DMA sequencing facility of the Biamedical Ressarch Institute
(et bomal Universay of Mexieoh

DNA Sequeence Analyss—The GOG Wiconsin Preckige, NCBI
BLAST available on the Wosdd Wide Web at www.nebinimonibgoy:
SWELASTY, and the Colibri seover {avadshle on the Woddd Wede Web
at gena Ht.p.:slﬂ'.lz.:'r."('.n'hhr:—,l’} Facilmbes wore wsed for [IMA EH TR Bl
analyses

Tiodiat i af RINA sind RT-POE Experimenits—Total BN was pusified
from late exponential phase cubtures (EMAeasy kil Qizgen) of stmin

BOS2  OLRAL OF BOLOGICAL CHEMSTRY

BCAL00 prown aesobically on L8 medicm, Pure BNA preparatons
were treated with Sau3AL restriction enayme for L hat 37 %5, and the
EMHA was repurified. cOMA was synthesimed using the OMNISCRIFT
kit Fragent with pritners MM1 (5-C6G6 GCT GAT ACCGCT GEC
TTC GE-3 o MME (506G TTEG TEA TG4 ATG TAT TCA
063" {Fig &AL BT-PCE amplefication was carried out using prmers
MM (5 -GAL GGG ATG AGT GGG GAG OTG C-37 and MM
(500G CCE TTT CCT ACC GAC TAT CT-37), 8 deseribed under
“Remulls” (Fig. fA) RT-PCR products were analyzed in a 1% agasos:
THE L% gel electrophoresis [Fig a8).

RESULTS

Ideneificantion of wld V' as s Digranplare Cyolase—Genomic sudies
have ilentified 1% prateinswith a GG DEF domainin £ colf (supplemen-
tal Tahle IV (9], Taking the amina acid o [ s Hac Ldigamyiate
cyclase] fram &, apines s wemplate, we found that one of the closest
mtalchues (35% identical in the GGDEE domein) to this protein i E coli
was the product of the gene yddV, also named phel or b 1480 {Fig TAL
The main difference between Ydd W and BGC1 i the presence of a FAS
(Evosaphiila peviod clock protein (FERY vertebrate ary] hydrocarhon
receplos owdear translocatior (AEMT] and Drosphita sangle-minded
protens (516 ] damain in DG B Interestingly, two recent reports
prwld'.?d bindhemical and RO mvidemen that ¥ddY has diguanytae
eyclase activity, since 1t complemented a eaf®2 mutant of Rfdzehiaa
legrminosanim (B), sl high Levels of e-di-GMP were detected when a
plasmid bearing yaddV under the regulation of #s native promoter was
transformed mto Safme e eaterica {11). Then we decided to clone
Vo under the contred of an inducible prometer (P Inossder o
muangnalate the intracellular o-di-GMP levels, pddd V' was doned as
descrihed under “Experimental Procedures,” and the DMA ssquence of
the doned fragment was determined to check for any possible mserted
srvaitatlons cue to the PCR procedure (data not shiwn ). Az shown o FIE
T, an increwse in the expresion of YddW was evident when 1mw PTG
was added to the medium {lane 2. We determined that maximal YddV
inchuszian (as padged by the increass in thi Intersity of the band corre-
sponding o YddW on a 1% S0S-PAGE} was abserved whien an expao-
nentislly grewing cultwre (Agpg = 03] was teested with 1 s [T for
I h [data nat shawn). Ta validate an increase in cods-GMP levels, we
[mrl'-:.rmd HPLL aof the cell extrasts using <hem IIH“!F syrithesized o-di-
M &5 a0 standard {see “Experiments Frocedures” and Fyg. 34]. As
depicted in Fag. 38, there was & dear increase of e-di-GMEP evels in cell
extracts of the E. colf strain oversapressing YddV. To confirm the iden-
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Fig. 1.5 Experimental Frocedures” for datails.

tity of the majer peak In our sampie, we mixed the odll extract with e
sandard, and ondy ene peak with a retertlon time of 8.7 was oheemved
(Fig, 300, Mo signals were detected when coll sxtracts foom cultures of
sirains harbaring the control vector were used (data not shown). Tao
analyze the kinetios af c-di-GME synthests, we peclormed a similar
HPLC gnalyals nsing extracts from cultwres of straivs bearing the plis-
mitl vertor pSESI0or the pYddV constraet at different piven timesafier
the indaction by IFTG. As shown m Fig. 4, 2 progressive accumulation
of - di-GMP was ovident at .5, 1, & and 5 hoakter the addition af TPTiE;
by comtzast, re o-dl-GME elgnad was detected imextracts Brom the strain
beativg the contral vectos even after 5 b of induetion (Fig. #). Taken
together, these results strongly suggest that our cloned gene pddl” is
indeed a diguanylate cyclase and that the induction of the gene ydaV
provakies an neresse (o e-diGMT intracelbelar lovele. Iy order wo deter-
it the Lranscription profile of £ coli under kigh levels of o-di-GME,
wedecided to extract togal BMNA from calturessrested with [PTS for 25,
sinee they were still in the exponenzia phase of growih (., = 075 in
comrast be culinres with 3 or & b of induction that were aleeady deep
it the stationary phase (A = 18 amd Ay, = L1, respectively),
Geres Whore Trmnscription Is Altsred By Miph Corcentrations af
c-dGMP—Micraarray analyses were carried out on BNA samples
extracted From caltures of cefls carrying the contred vector ar the plis-
mitl bearing the pdd 1 gene wnder the growth conditiors described
akeive (high levels of codi-GMP). Results obtained from duplicate DMA
micrearray analyses wers normalzed and Bitered for these genes with
watistically significant variation of the transcription levels betwaen the
coptral and the high c-di-GMP conditions (e lag, leapression ratic
higher or kowers than 2 3 5 000 OFS28E geoies analyzed, 196 (9.5% of the
geneme) passed the filter and were further andveed. These genes were
divicled nte twe pronps, thase that were induced and those that were
pepresaed (109 and B7, respectively], and divided into Junctional cate-
gories hased on NCBL TIER, and ECOCYE gene annotations and data
hase searches for identified homalogaes. The alfected gemes were dis-
preereed thrsapgh neardy all of the fumctional categaries, the mast stelking
being genes celated to urkoewn proteins (divided inte hypothetical
conserved proteins, unokssified, and wnknown; 35% of the total namber
af altered gones). The general metaholism was cleady affected: onergy
metaballam was the sinpgle ncticonal categary, with the highest pombar
af genes showing significant transeriptional alterazion (9%), closdy fol-
lowned by bransport and binding protemns [§%) Genes myvolved in other
mtabuelism, such as contral inteemediary metahedism o redldar pra-
cegses, had percentages of £ and %, espectively, A conslderable num-
ber of genes inveved in regulatory Linctions (4.5%) were affeced, and
the same was observed Jor biosynthesis of cofaciors, prosthetic groups,
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and carriers (4% amd cell envelape-related prodens 6% 0t is notewor-
thiy that 25% ol the alterod genes (50 penes) eode for membrans-band
prodeins aned that 5% ave penes redated oo vinslemoe

Geres Whese Transeription & Induced by Migh Lavels of codi- GAP—
Analysis of the genes indweed by high o-di-GMP Tevels indicated that
coll will-rnodifying prateins wene the highest induced wider thees cal-
ture conditions (supplemental Table O} Particulaly intersting is the
resd gene, encoding the transcriptianal auxiliary protein Rosd invedved
in later stages of hiefilm development and capsular polysaccharide sm-
thiesls (26, 27 the gord gepe, encedinga lipeproteis ivebeed incell wall
bicgenesis; BIDSE (woall], a gene regulated by BesA, invalved in the
regrlation of eodanic acid production (28 and ripd. encoding for a
putative surface antigen. This transoriptional prafile may imply a dra-
ke change i the propenies of the cell surface as & regpense ta high
lewiels aof cedi-G 0P (supplemental Table ). This is consistent with pre-
vicius ohesrvations in S antenca and Caafohactsr crescents (11, 29

Inreased transcription of known transeriptianal fectors such as Fur
may Indbeate on cne slde thit genes lvolved o leom upgake s highly
repieiapds aeeordingdy, two of the mea Fur-negatively vegulated genes,
it and the aperon incloding s, sfB, and saff, are highly represssd
(IO fsuppdemental Table 11 see "Driscussion™). On the other hand, the
Inductian of Soxs, the positive transcriptional pepalater of the sugeros-
e peparse, may sappest g deesd condition caused by the elevated
lewels of codi-GMP. Surprisingly, ScaSregulated genes, sach as sodld,
are ot consderably op-regelated; this apparent dscrepancy has
already been reported (310, Very Interestingy. yarl, mad®, sapl, and
e, encoding pubative transcriptional segalators, are fso mdueed; the
significance of this Bt remains unknawn, but it is intezesting to note
that Zrak s involved in metal talemnco-resistant processes (32). Finally,
W ie moteworthy that fsT (hPE700 and X (F3#s2L dowvolved in cell
divisivn processes, were highly wp-regubated,

Genes Whase Tmascrption Is Represesd ander Hiph Levels of
e AP —Analysis ofthe most repressed genes wnder oar experimen-
tal epnditlons revesded that genes nwalved o sogar metabaelism wers
predanimant; isovitiate lase [geed), citrate syathase, (fA), citrme
lyase (itF), ribakinase (piCh saccinate dehydrogenase (sdfA), proteins
af the sagar phosphed ransterase systern {agals and A23RT), and a puta-
tive transcriptianal regulator of sugar metabaliaim, wehl, were drastl-
cally repressed (supplemental Table 1) Interestingly, several per-
mease-related encoding genes are heavily shut downe whp, hIGSE,
hiwas, IRSE, For, pil, appR. afcA, and lkewise mambrane-sssociated
prvdet geres JremE, R R aibA, g, B2 wea, pghed, hBERA, yealf,
and oo s supplemental Table [, These cesuls indicace thad the main
effect triggened by the elevation of codi-GMP intracelluiar levels isa cell
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saface change, Intrigakngly, two genes encoding cosperative |ranscrip-
tical repslators, GadX hik] and GadE (phif), are severely pepressed;
i is known that high expression af these genes leads to increased resist-
ance of £ colf strains under high acid conditions (sapplemental Tahle
R0 {330, Cxther transcripticnal segulator-enceding genes, sach & gfhH,
ymad, bl peleW, and wel, are alw repressed. The meaning of cthis
repression has vet to be elucidated, since the target genes and the mle of
these transcripticnal fucars are unkrown, Moresver, genes involed in
mabiliy are highly repressed (el and hefl sapplemental Table 50

Effevt of High Ieteacallader Lvede of e-di-GMP in E coli Physiologp—
In lgght of aur genome-wide transcrptional analyses, we reasoned thas
precessits le cefl shape, meailivy, and cell divisson may be altered by an
abrugt Ineresse Inthe intreceSolar o-di-G WP Jevels. In order 1o fest this
i, wee figst checked af cells with kigh bevels of c-di- GMP were alfeeted
m el marpholagy by pedvemingoptical micrescopy. Susprisingly, odls
carrying the p¥ddV plasmid displayed an abmormal length, either in the
exponentlal or statienary phase of growth: this was éven more evident
whien 1masd 1T wias added (Fig, 540 Apparently, cell divigion stepped
in mare than the B5% of the populaticn, and cells started to elangate
pn:grw.s.wuly. Interestingly, those elangated cells that could divide
made it only at one pole, reeasitg a cell the slze of which was the
eguivalind aof & wilid-vype cell. These results suggest that an incresse in
cedi-GMP levels has 2 dramatic elfect on cell division. To fosther
explore this phenemenan, we carmed aut transmdssion efecran miceos-
copy with samples from caltures of the strains bearing the contral vee-
Lot of the p¥ddy plasmad, both treated with 1 et BTG for 2 b As
sheown in Fig. 55, cells bearing the cantrod vector showed 2 normal rod
5-31;![1? and an average lv-ng:Lh of 1O-1.8 wm. By contrast, 45% of cells
carrying the pYddV plasmid showed a flamenteas shape and a bength
from 5 w0 15 m, agdin, sagresting that cells with high levels of c-di-
GEMP are impaired in cell division.

Recant rEports R $uﬂhﬁl&d that high levals of the spcond myessen-
er e-di-G I i S endeniea sepovar Typhimuriam promate sessility (11
ard Bindilm Gormsation (340 In osder 1o test i o siméar pattesn was
observed in £ coli when pdid 1" Is overexpressed, stmin W3LI0 was

BOS4  OUNMAL OF BOLOGICAL CHEMTRY

transformed with our pYddy constnket, and bafiln and swimming
asspys were carried out (Fig. 5,0 and D) 10 was evident thal & significant
ncrease in biofm formation was observed in LB culteres of W3010
transfermants bearing the plasmid pYddV in comparisan with thase
transformants bearing the comtrel vectar pSE420 (Fag, 57, When motil-
iy asams were carcied out, g clesr decremse in moadity was ohsenved
comomitantly with the increase of codi= G MP bevels, suggesting that the
higher the c-cdi-GMP levels, the lesser the abiliny 1 swim (Fig, 505
Firwlly, taking inta accosnt that c-d -5 M was (denitlied in & splivas
s second mesenger myalved in celluloe production, we decided 1o
check whether or not under our experzmental conditions, high levels of
c=cli-GMP resualted in higher amounts of cellalose. To test this idea, we
transdermed the £ coll strain TOERT, & [ecal lsodate ahle to prodace cel-
luluse (1) with the contrel vector pSEA20 or the plasmid p¥ddV; we
then streaked the transformants on caleofloor plates, an indiator af
cellalose production (Fig. 55 (14). TORE transfarmants bearing the
coural wector pSEHI0 dispiayed basal levels of uerescence, indleating
low cellilese production; by contrast, the sole presence of plasmid
p¥ddV cfmrly enhanced celbolose production as jodged by the shasp
mnceease N Baorescence. The addition of 1 md [FTG o the plutns.
knereases celfulose production (Fi. 56 Taken together, these results
srongly indicate that ¥YddV s indeed o diguanylate cyclase and that
elevated intracellular levels of codi-GMP affect the bacteriad cell
rhysihgy.

et Lovation of pddV—Locking up at the E calf geneti map, we
ealized that ydd ¥ is located ot pesition 33,71 min. The genomic region
of pald¥ includes the gene dos (BIFSS], which is located immedztely
clewnstream of pia'1-'4F|H;5.. 24 and 7; on the YWorld Wide Weh, sor
pencdle pastent fefCalibei’), The e dos has been extensively gudied
(e Bel. 35 witd peferenmoes therein], and interestingly, it encodes for the
ErDos protein compesed of twa domains, an MHo-terminal heme sen-
sar-PAS-PAS-containing darnain and a COOH-terminal GGREF-EAL
catalytie phosphodiesterase domain, The domain comgosition of the
Feltos protein (PAS-PAS-GGDEF-EAL) may imply that it may work as
a diguanylate cyclase {dus to the presence of & GEDEF domain) s well
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a5 & phasphodieserase idae to the presence of an EAL dormain), Only
the phesphodiesterase aerivity as been reparted for this protem, and a
possible explanation for the presence of “inactive® GEDEF domains has
heen @ready deseribed (73 Eclos is homolegous to the PDEAL phos-
phadinstorase of A, syl (S0 sivn@ariey) invalved in the brydeokysls of
cedi-GME into pGplG. To determioe i pad 1 amd dos are co-transeribed,
we performed an BT FCE analysis (see “Experimental Procedures"; Fig.
k. When primer MM was used forcDiNA smithists, the enly passibil-
Iy of having & PCR product when primers M1 and MM4 were used
for BT-PCR was that der and yold 1V wers enooded in the sane mEMA
(Fig. Bel]. As shown in Fig. 88, 0 1.0:kh PCR product was svident (fome
3k Ta confirm these data, primers BT and MM4 wore used for RT-
PCR (Fig BA), Ab shown in fare 2 of Fig. 68, 0 07-5b PCR prodoct was
observed. When primes MM wis wsed for cDNA symthesis, we
ohserved a 0.7-kb PCR praduct whern MAMS and MMS primers were
wsed for RT-PCR [fome £, and no PCR products were amplified when
the combinations MM1 + MM3 or MM + MM2 wese used {fanes 5
atl 7 sespectivelyl. Moreover, a 298-bp FCR prodisct wes obierved
when primers M3 and MM2 were used for BT-PCR anly when the
cDNA was synthesized UsINg primer MM [campare fames | and T
Megative control experiments for pessible DNA contamination were
cargied out by rarning a PO wsing RNA as emplate with primers Wil
and M4 (lare 13), and pesitive contral experiments were carried out
by using the same primers but with chramosemal DNA as enplite
(larse I5]. Similar experiments were carrsed cat with BNA extracted
froam a Adoszkan matant stoain [noall cases, o FCR prodiscts were
observed (frmes =6, J0=12 and I4d). Taken together, these results
strongly sUgEesL that dos ard pela 1 are par of a hestronic speron.
Obaracterization of ArddVedorkon and Adoedan Midae Streini—
I erder po study the contribation: of both of these genes to the cegala-
tion of o di-GMP irdraneflular levels, we congoacted a Ados:kan and a
ApddVodosrkan matant #rains {see "Experimental Proceduress” and FIH,.
Th Optics! miecascopy of a Sdasskan caltwre showed elongated celle in
G ol the cultwee [Fig. 700 This phenotype tesembles that of high
lewels of codi-GMP cawsed by cverexpressmg pddl” {Fig. 5. A and B

Lo
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hswever, it bs Lngrortant to tiebe that the size of thise elangated colls was
sigrificanily shorter, On the other bamd, o Aed Vedlor deletion does fed
affect cell sie {Fig. 7F), These results indicate that ydaV probably cone
trdhztes sgrilbcantly to the c-di-GMP Intracellular bvels.

DHSCUSSION

There is increasing evidence for a broader rofe of c-di-GMP in bac-
terial metekalism than ariginally J:Illl'll'lil?d wihen B was shown [or A,
wyliaws and 5 enteedea that c-d-GMEP Bevels vegulate celbaloss prodac-
tion {high levels of c-di-GMP inerease the prodecton of cellilose (3,
3600 A clear and elegant sxample of the role of codi-GMP in a different
hacterial pracess & its rode a5 a colactor of the protein Ple . a transcrip-
tonal regalabor Involvid o the tracsitban of stacked o o matlle ol n
Catabacter crescantas (3TH On the other hand, e-di-502 kas been
associited with the transition from sessility to matility in 5 anterica
serovar Typhimuerinm [11] and with the process of hiollm formation im
Teradln pestiz (380 and Saphplocacers aurons {391, Genetic stodies had
predicted that GEDEF domains ase [HEC and that the EAL domains
showld harbarthe oodidE MPaspectlic PO E activity. Appavently, GEIEF
domains are a bacteral tralt, since they ase ahsent In Archea and
Eukarya. Despite & preat effom to elucidate the rele of c-di-GMP
bacterial mudabolism, [imited informatton is avadable on the sctivities
and possible targets of c.di-GMP and on the specific bsochemical prog-
erties of enrymes invalead in synithesis and hydrolyss of o-di-GMP.

The present work had the goal of stedying the gename-wide tran-
seriptional profile of £ coff under a growth condition with high levels of
cedi-GMP. The information provided by this transcriptional profile
wiold allow us to rxpl;u'. same al the ;!h:lu.ul.:.'p-cs. Im which o-de-Ga P
bz baen Iepedved as well as te possshly dentlfy transcrigtionsd regala-
10 thissercad messenger. High levels of e-di-G b have

tors respordin
been associated with increass] biolm formation [34); this was in line
with air findings, since several genes mvalved in ﬂ-:.r-:!lp;:.!'-:*’;larldr
synthests and membrane-gssoclated, genes ane hoavily induced [supple-
memtal Table [1; onthe other hand, we could confErm that high levels of
cecli- GMP result in higher biofilm formation {Fig, 5],
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Viry Interestingty, one of the most Induced penes i read (30.7-lald,
conling firr a trarseciptionsd activator [ResA), which is past ofa complex
phaosphionelay that alsa indudes the proteins BosB, BesC, and RosD. The
phasphate trvals fom the histiding kingse domain in BesC ot a
resporiee regulator domaln in the same protein: from thece o a phis-

photransder proden, BesD

poand from theee 1o the responss regulator
ResB, which in conpunction with the unstable regulstory protein BesA,
BO9S

JCILARAL OF BRCLOIGIEAL CHERMTATRY

B eequired for capsule synthesis, Canststently, most af the genes
enwolved in this process are induced o

o otk exgrerimental condiions
fwze, wrall, wad, gmn!, weowl, woal, wzb, mand ar cpsz, weal, and
weal). The Res system alse plny: an kmparant role i the lator u:-a,_:_.'s.-'ul
biciln {26 -281 In the same linse, I remackably that moere than 35% of
the geites induced by high levels of e-li-GMP encode memnbrange- assa-
ciated proteins; in fact, the highest induction was abserved in the gl

e
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TABLE1

Transcriptional Responses to High Levels of c-di-GMP

Ganes regulated by SoxS, Fur, and RyhB and thedr respanses ta high levels of c-dl-GMP

tzenes pegubited By Far oz Bybbi are undeclined

Huwk-regulated gemes Fus-rogated genes RyhE-regulated geses
Gene i <Fold change <Fuld chan Fold
T Gene  Bemlon  peghlevds  Gene MR, e S S o gh
ol e-di-LanpP® ol - -GMT : ol c-d-GMP
Inhacesd ba S + 2R3 teleis + A dxth + EE/]
codl-Gd
amd + BN caplt + 735 3 + 247
X + A8 %, + 654 ﬂ - =
ﬁrﬁ' + ALY + s A 1%
i + Ak auinlt + in el FHE
Jir + LR e + anG i 1M
aotd + 142 + i A Lk
JEth + L5H + in LI%
Bl . L9 i, . 113 i Ligt
mard + L3 + 122 s Lo
1A + L43 + 1M
- + 1.25 + 104
ﬁi + 112 + 108
=k RN eald - G
ok L19 ) - a4
{;"ﬁ - 178
= 150
Mepressedby  ub i . 118 P
— 112 + -114 L + o
[ vl‘l.l-'li%t-'liiII n!.-'| *® -
s - ~145 . —13d appd . —aqd
JEdA + —187 % + -133 appd + —A47
i + —204 + -141 soadfd -1L18
+ -147 A -3
+ -142 o =
. - 208 el -1.38
o + -213 silfeld -4
Jecd + -i1h i -1L.¥
Jecld + —287 sifed -1.92
gl + ~a08 waak ~LlG
wird + ~ A1 sl — . 1Hy
gmild + -338 Pl -am
el + —354 VA -1k
cead + = L el —hidh
+ - &ilh
+ -
s N -1
el N -1
i3 = — A0}
{?"J- - -5
Ll - -1
] - - A5
mirl . - 147
H . L)
sﬁ N o]
sufl - -k

* Tata aken from Red 21

P Tnts b el o than werk,
* [tk gakoen from el 205

¥ Nata takep froms R 42

gene ialved in phosphaliped synthesis and in the gene weald ceding
for @ colandc acld pofymerase (supplernental Tabde I Then & clear
chinnge in celll surfaee properties B oocurring, end this msay be invedved
i higher hiofim fnematinn (26) {Fig. SCh

Anether resalt ireslving the Bes system in the respense te high lovels
of ¢G5 MT was the fact that twe genes, @D and @, that aee nega-
tively regulated by the ResAdBesh comple, are alio sepressed under the
experimental conditicns tested. Abawst 50 genes ace invelved in dagel-
lamn synthesls, matilgy. and chemetaxls in E cafd. They are exprossed in
4 hlezgarchical manver and have been organized inta three classes
aceording o the lewel in the hierarehy at which they ace expressed (40}
At the lowest level, chass [1 contains the flagellin-encoding gene i and
thit genes invedved in chemataxis. Class 11 cantains the & factor-enced-
g gene JTA, vaquired Fer the expression of the geies of class [, the
aniti-e® protein-encoding gene ol and the genes reguired for te
synthesis of the Ragellum basal bedy, Ondy twa genes, fA0 and [THC,

MARCH 24, 2006 =VULLIME Z81 -MUBEER 12

arganized mio an opevon, define dass & Thiy code for & transeriptisnal
activator required for the expression of penes of class 1 Thas, sctivation
af the entisge st of motilay and chemetagis genes depends on the
expressicn of the master operan fADE Therefore, the decrease in the
expression of this opevon by high levels of o-di-GME may explain our
observalions of a decreasing motility eencomitanthy with an nerease in
peledV eapression (Fig S0, To ferther supgort this podet, 55 and fpsd
{elass 1) ancd fiAd {cdass I0) are both down-regulated by EesAfBesB (41}
and by Rugh levels af c-diGME (— 152, =257, and = 1.55, respectively}
{this work) More studses on the rele of c-d-GMP inthe RBesa regala-
oy metwork are necessacy o wnderstand this phencmenan,
Intriguingly, high levels of c-di- GMF toggered the transcription of
meare than 5 genes ol nonknewn fanction. O the sthor-hand, it s
imipartant 1o nate that the wranseription of 27 genes encoding mem-
brane-sssociated proteins is dramatically decreased. This dearly sog-
gests a change in cell shape; corsistently, cells oversnpoessing yod Vare
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Transcriptional Responses to High Levels of c-di-GMP

elomgated in shape and apparently are affected in cell division processes
nuahly, geres imvalved in coll division soch as Je T el T2X are altered
under this condition. The transcription of 10 genes encoding ranscrip-
tloral pepulatars was clearly diminished; in panticalar, e conperative
regulators, GadF (efhil) and GadX (i), are apparentdy shut down,
Overeapression af yhiE, similarly to overexpression of piX, a knewn
regulator of glatamate decarbanylase exprossion, leads to menesed
resistance of E. calf strams under high acid conditions, suggesting that
YhiE s a regulater of gene expressien in the ackd response (53], The
significance of the decrese in the transeriptional activity of both genes
upon exposure b high levels of oodiGMP wacrants  farther
investigation.

Thee fier gene, enceding the tramergtionald repressoc Fur, is highly
mehuced, impiving a repression of the iren uptake systems secardingly,
gemes irvedvisd In dron uptake; such & the auf sk and sl aperons as
well as glid are repressed (Table 1), RBecently, genomic stadies have
reprted peveral genes that are up-reglated by Far this camplax regu-
lation requizes the Fue-dependent repression of mkl, a smell BEMA that
i conjunctinn with Hig and RMaseE decreases the expression of several
genes (FEL Our results are bighly consistent with thess cheervations
Fur is indced 256-Fald by high leves of c-di-GMP, probably through
the SaxRS system, since saxs and sexk are indeesd 4.5- and 1.74-foid,
respactively. Fur then should down-remalate sl fnot pressat in the
microarray slides, since 2 i fownd inside the intergenic region between
the gieh and yhR Y apen resding framesk, and those genes down-regu-
latied by Bkl should then be induced. This is the case Gor mied), i,
fredE, wenA, B, and funed (Tahble 1), Other operons bdanging o this
class, sach ap sfRARCE, sodl, find, fid T, fedly, neah, and eppABC,
displayed & clear decreass in transcription soder high levels of c-di-
G, saggesting that the sele induction of ficrfand in turn the decrease
af w5 not safficient Lo Increase their expression; thecelire, other
tramscriptianal Fctiors may be invalved in their reguedation. Moreover.a
high number of permesses and sugar transporters are also shat down.
Even a putative transcriptional regulates (e is vepressed [supple-
mental Tuble 111 At this poing, we do notunderstand the significance of
this fact, bt 1t may be nteresting o idertify whather o8 not e-di-GME
mteracts physically as cofector of o tanscriptional regudator gs i does
with Flel) in £ crevcentines 290, The identification of such a regulatar
wionld allow ns ti establish a mechanism of glabed regudation depending
on the svailability of c-di-GME It is noteworthy that only two genes
encading for GEDEF-contining domains ane afected by the high lovels
of g-di-GME, ey pola M (repressed) snd yeal (indoced) (supplemen-
tal Table 1Y), We reasaned that undes the conditicns hece tested, prob-
ably the transcription of a c-dibGMEP phosphadiestomse (an EAL
dueratin-beaving protein] wouwld be enhanced. This samgeising negative
result bed s bo study the immediate downstream gene identified as dos
encading & PAS-PAS-GGDEF-EAL EcDos prsetn with o o-di-GME
phosphndiestenase sctivity (7, 431 Despite the (et that the BeDos pro-
tein harboes a GGEDEF domain, a potential diguanylate eyclase, sppar-
ently it & knactive, and enly the EAL denkin, with: phosphadiesternse
activity, is Tunctional, The pressace of proteins with one or both
domains has been extensively deserdbed, and the passibility of GGDEF
“mactive” domains has been proposed (120, The sarrangement of dos
with yadd ¥ suggested that they were part of an operocn. Owr ET-PCR
analyss confirmed this and alse provided evidenes that glas is net tran-
seribed i an independent twanseriplional widt [Fig 8 Very interest-
mply, in £ coli, there are 19 proteinswith a GGDEF domain, 18 withan

EATL domain, and 11 bearing domains, suggesting the posssbility that the
lack ol sne can be compersated by the other (44} fsupplementad Table
V). In A aelioreaen, the cellular bevels of codi-SMP are reguiated by the

BOSE CLMAL OF BOLOGICAL CHEMTRY

apprsite activities of THRCY (o-di-GMP synihase} amd PREAL (o-di-
GME phosphedsestersse); however, caygen 5 the master regudator,
because FOEAT activity & dependent on the redox statas of 5 heme-
based PAS domain (35, 43L Therefore, A, apfinuar produces celbalose
oy under erobic growth conditions (451 The genetic armngennt
fepe deseribed forsddV and slos mwy suggest that in E eold o similar key
rale @ oplayed by the oxypen, sinee the phasphodivsterase aetivity of
FrDos & lost wpon exposure bo nxygen {35, 43, Studies are in progress
te:esbabdish the rebe of o-di-GM P underathar emvizanmental conditions
such s anele growth conditions This stady has revealed that, despite
previous work, theee is still o great deal 1o be dispovered eoncerning
cadli-GMP metabalism in E eali K-12.
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Supplementary Material. Méndez-Ortiz et al.,

TABLE I. STRAINS, PLASMIDS AND PHAGES USED IN THIS WORK

E. coli strains Relevant genotype Source or
Reference
JC7623 F recB21 recC22 sbcBl15 sbC201 argE3 thi-1 thr-1 leu-6 (D
proA2 his-4 aral4 strAd
JMHO0476 JC7623 but Odos::kan This work
JMHO0478 MC4100 but O dos::kan This work
JVH1479 MC4100 transformed with plasmid pSE420 Thiswork
JVH1480 W3110 transformed with plasmid pSE420 This work
JVH1481 MG1655 transformed with plasmid pSE420 Thiswork
JVH1482 TOB1 transformed with plasmid pSE420 Thiswork
JVH1483 MC4100 transformed with plasmid pY ddV Thiswork
JVH1484 W3110 transformed with plasmid pY ddV Thiswork
JVH1485 MG1655 transformed with plasmid pY ddV Thiswork
JVH1486 TOBL1 transformed with plasmid pY ddV This work
JMHO761 W3110 but Odos::kan This work
JMH1493 MG1655 but O yddV-dos::kan This work
JMH1232 MC4100 but ybeW::GBKan 2
MCA4100 F araD13911D0argF-lac)U169 rpsL150 flbB5301 deoC ptsF25 (3
rbsR relAl
TOB1 Fecd isolate 4
TE2680 F | = IN(rrnD-rrnE) O lacX74 rpsL galK2 recD::Tnl0d-Tet 5)
trpDC700::putPA13033::(Kan® Cm' lac)
W3110 F lam -In(rrnD-rrnE)1 rph-1 (6)
MG1655 Wild type E. coli K-12 Fredrick
Blattner
XL1-blue recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 reldl lac (F
proAB” lacl? lacZ DM15 Tn10) Stratagene
Plasmids
puUC18 Cloning vector Pharmacia
pSE420 Ap®lacl’P,. cloning vector for over-expression Invitrogen



pTZ19R
pMM4

pMM5

pY ddVv

pUCAK-KIXX

Phages
Plvir

Cloning vector

pUC18 but bearing a 3.4 kb [dos::kan construct carryinga 1.1
kb of each flanking region of dos cloned in the EcoRI-Pstl
sites

PTZ19R but bearing a 3.4 kb Udos::kan construct carrying a
1.1 kb of each flanking region of dos cloned in the EcoRI-Pstl
sites

pSE420 but bearing the gene yddV cloned in the Ncol-Sacl
sites

Vector carrying a 1.3 kb BamHI-BamHI kan insert

General transduction phage

Pharmacia
This work

This work

This work

Pharmacia

(")




TABLE II. GENES UPREGULATED UNDER HIGH C-DI-GMP INTRACELLULAR

LEVELS
Gene b number Induction fold  Description
pssA b2585 34 Phosphatidylserine synthase; phospholipid synthesis
resA b1951 31 Transcriptional activator of capsular/exo- polysaccharide synthesis
(LuxR/UhpA family).
b1781 b1781 29 Putative oxidoreductase, NAD(P)-linked. Aldo/keto reductases,
related to diketogul onate reductase
b1490 b1490 28 Hypothetical protein
Sfur b0683 26 Transcriptional repressor of iron transport (Fur family).
yqcD b2794 23 Hypothetical protein. Enzyme related to GTP cyclohydrolase |
psiF b0384 23 Induced by phosphate starvation
emrB b2686 21 Permeases of the major facilitator superfamily. Multidrug transport
protein
sapD b1291 21 ABC-type antimicrabia peptide transport system, ATPase
component
tdeD b3115 20 Propionate kinase/acetate kinase 1
b1171 b1171 19 Unknown
vdcH b1426 19 Hypothetical protein
yagL b0278 16 Site-specific recombinases, DNA invertase Pin homologs
yveggH b2960 15 Predicted S-adenosyl methionine-dependent methyltransferase
ilvG b4488 15 Pseudogen
b0964 b0964 14 Uncharacterized protein conserved in bacteria
lysU b4129 13 Lysyl-tRNA synthetase (class 1)
rpmB b3637 13 Ribosomal protein L28
fdhF b4079 12 Anaerobic dehydrogenases, typically selenocysteine-containing
lit b1139 12 E14 prophage; like phage T4 late gene expression
ybdR b0608 12 Threonine dehydrogenase and related Zn-dependent dehydrogenases
IplA b4386 11 Lipoate-protein ligase A
yciK b1271 11 Dehydrogenases with different specificities (related to short-chain

alcohol dehydrogenases)
adiA b4117 11 Arginine/lysine/ornithine decarboxylases
ynfL b1595 11 Transcriptional regulator



b2755 b2755 11 Uncharacterized protein predicted to be involved in DNA repair
yjcS b4083 10 Alkyl sulfatase and related hydrolases
treB b4240 10 Phosphotransferase system 11C y 1B components,
glucose/maltose/N-acetylglucosamine-specific

rarD b3819 10 Chloramphenicol resistance
yraR b3152 10 Predicted nucleoside-diphosphate-sugar epimerases
rplR b3304 9 Ribosomal protein L18
nadR b4390 9 Probable nadAB transcriptional regulator
b2372 b2372 8 Predicted permeases
araG b1900 8 ABC-type sugar transport system, ATPase component
yeiN b2165 8 Uncharacterized enzyme involved in pigment biosynthesis
yhaC b3121 8 Hypothetical protein
yIbF b0520 8 Putative carboxylase
gyrd b2231 8 Type I1A topoisomerase (DNA gyrase/topo |1, topoisomerase V), A
subunit
ynalF b1376 8 Conserved hypothetical protein, adenine nucleotide-binding domain
dniR b0211 7 Soluble lytic murein transglycosylase and related regulatory proteins
(some contain LysM/invasin domains)
viiT b4371 7 16S RNA G1207 methylase RsmC
cspB b1557 7 Cold shock proteins
ahpC b0605 7 Peroxiredoxin
yjigK b4252 7 Hypothetical protein
b1044 b1044 7 Hypothetical protein
htrA b0161 7 Trypsin-like serine proteases, typically periplasmic, contain C-
terminal PDZ domain
uhpT b3666 6 Sugar phosphate permease
cdh b3918 6 CDP-diacylglycerol pyrophosphatase
hupA b4000 6 Bacterial nucleoid DNA-binding protein
bglG b3723 6 Transcriptional antiterminator
gapC b4493 6 Pseudogen
yhelL b3343 6 Uncharacterized conserved protein involved in oxidation of
intracellular sulfur
xapR b2405 6 Transcriptional regulator

artP b0864 6 ABC-type arginine transport system, ATPase component



ydhO b1655 6 Cell wall-associated hydrolases (invasion-associated proteins)
smtA b0921 6 SAM-dependent methyltransferases
galK b0757 6 Galactokinase
phnJ b4098 6 Uncharacterized enzyme of phosphonate metabolism
ydalL b1340 6 Uncharacterized protein conserved in bacteria
nuoC b2286 6 NADH:ubiquinone oxidoreductase 49 kD subunit 7.
NADH:ubiquinone oxidoreductase 27 kD subunit.
ascB b2716 6 Beta-glucosi dase/6-phospho-beta-glucosi dase/beta-gal actosidase
acrd b0463 6 Membrane-fusion protein
yghK b2975 6 L-lactate permease
ViiS b3922 6 Uncharacterized protein conserved in bacteria
rsuAd b2183 5 16S rRNA uridine-516 pseudouridylate synthase and related
pseudouridylate synthases
yphB b2544 5 Galactose mutarotase and related enzymes
lar b1348 5 Prophage
aefd b0465 5 Small-conductance mechanosensitive channel
b1587 b1587 5 Anaerobic dehydrogenases, typically selenocysteine-containing
yhaP b4471 5 L-serine dehydratase
intE b1140 5 Integrase
yhdH b3253 5 NADPH:quinone reductase and related Zn-dependent
oxidoreductases
yqhE b3012 5 2,5-diketo-D-gluconate reductase A (beta-keto ester reductase)
ftsX b3462 5 Cell division protein
entA b0596 5 Dehydrogenases with different specificities (related to short-chain
alcohol dehydrogenases)
mcrB b4346 5 Component of McrBC 5-methylcytosine restriction system
leuB b0073 5 3-isopropylmal ate dehydrogenase in leucine biosynthesis
vggX b2962 5 Fe-S cluster protector protein
ybalL b0478 5 Kef-type K+ transport systems, predicted NAD-binding component
vhalL b3107 5 Hypothetical protein
goaG b1302 5 4-aminobutyrate aminotransferase and related aminotransferases
nipA b3661 5 ABC-type metal ion transport system, periplasmic component/surface

antigen

hydG b4004 5 Response regulator containing CheY -like receiver, AAA-type



dicA
hcaAd

aroF
soxS
yhaR
b1904
bi471
dxs
dgt

wzc

nei
ygiN
yvdaH

sanA

YhiG

glk
weaD
ydaU

araH

yeaJ
gmk
yeaK
fdnH
ydiT

b1570
b2538

b2601
b4062
b3113
b1904
b1471
b0420
b0160
b2060

b0714
b3029
b1336
b2144
b3362
b0153
b2388
b2056
b1359

b1786
b3648
b1787
b1475
b1700

A B b b 6O O

E T > TR > N > N - N - - U - N S

A Db b b

ATPase, and DNA-binding domains

Predicted transcriptional regulators

Phenylpropionate dioxygenase and related ring-hydroxylating
dioxygenases, large terminal subunit

3-deoxy-D-arabino-heptul osonate 7-phosphate (DAHP) synthase
AraC-type DNA-binding domain-containing proteins
Hypothetical protein.

Hypothetical protein.

Leucine-rich repeat (LRR) protein

Deoxyxylulose-5-phosphate synthase

dGTP triphosphohydrolase

Wzc catalyzes autophosphorylation on tyrosine. Autophosphorylation
negatively regulates colanic acid biosynthesis

[L] Formamidopyrimidine-DNA glycosylase

Uncharacterized conserved protein

Putative p-aminobenzoyl-glutamate transporter

Uncharacterized membrane protein

Hypothetical protein.

ABC-type Fe3+-siderophore transport system, permease component
Glucokinase

Putative colanic acid polymerase

Uncharacterized protein conserved in bacteria

high-affinity L-arabinose transport protein (ABC superfamily,
membrane)

GGDEF domain-containing protein

Guanylate kinase

Uncharacterized conserved protein

Fe-S-cluster-containing hydrogenase components

Ferredoxin-like protein




Table III. Genes repressed under high c-di-GMP

GENE B REPRESSION DESCRIPTION
NUMBER FOLD
YHIE B3512 21 DNA-BINDING HTH DOMAIN-CONTAINING
PROTEINS

ACEA B4015 11 ISOCITRATELYASE

UHPC B3667 10 SUGAR PHOSPHATE PERMEASE
YMGE B1195 10 PREDICTED MEMBRANE PROTEIN
B2430 B2430 10 BETA-LACTAMASE CLASS C AND OTHER

PENICILLIN BINDING PROTEINS

GLTA B0720 9 CITRATE SYNTHASE

YHJU B3538 8 PUTATIVE MEMBRANE PROTEIN
B1680 B1680 8 SELENOCY STEINE LYASE

YDIC B1684 8 UNCHARACTERIZED CONSERVED PROTEIN
GADB B1493 8 GLUTAMATE DECARBOXYLASE AND RELATED

PLP-DEPENDENT PROTEINS
WECG B3794 8 TEICHOIC ACID BIOSYNTHESIS PROTEINS

YTFL B4218 8 HEMOLY SINS AND RELATED PROTEINS
CONTAINING CBS DOMAINS
PEPT B1127 8 DI- AND TRIPEPTIDASES
HDEB B3509 8 HYPOTHETICAL PROTEIN
AMN B1982 7 NUCLEOSIDE PHOSPHORY LASE
YJBA B4030 7 PREDICTED MEMBRANE PROTEIN
GLPG B3424 7 PUTATIVE MEMBRANE PROTEIN, MEMBER OF
GLP REGULON.
B1759 B1759 7 NTP PY ROPHOSPHOHY DROLASES INCLUDING
OXIDATIVE DAMAGE REPAIR ENZYMES
B1688 B1688 7 PREDICTED PERMEASE
ATOB B2224 7 ACETYL-COA ACETYLTRANSFERASE
B1966 B1966 6 OUTER MEMBRANE PROTEIN (PORIN)
ARGB B3959 6 ACETYLGLUTAMATE KINASE
YDAM B1341 6 FOG: GGDEF DOMAIN AND FOG: PASPAC

DOMAIN-CONTAINING PROTEIN



YHIX

YNHE

YJAD
BCR

HDEA
B2333
YOHA
YAEH
ARTQ

Yil

B2433
YAEL

YBDN

AROD
PYRI

METR
PANB

OPPB

YFCA
YBCU

YAFW
PFES

B3516

B1683

B3996
B2182

B3510

B2333

B3002

B0163

B0862

B4332

B2433
BO176

B0602

B1693
B4244

B3828
B0134

B1244

B2327
BO557

B0246
B0159

o O O O

ARAC-TYPE DNA-BINDING DOMAIN-CONTAINING
PROTEINS
ABC-TYPE TRANSPORT SYSTEM INVOLVED IN FE-
SCLUSTER ASSEMBLY, PERMEASE COMPONENT
HYPOTHETICAL PROTEIN, MUTT-LIKE PROTEIN
PERMEASES OF THE MAJOR FACILITATOR
SUPERFAMILY
PERIPLASMIC PROTEIN THAT PLAYSA ROLE IN
RESISTANCE TO LOW PH
PPILUSASSEMBLY PROTEIN, PILIN FIMA
PREDICTED MEMBRANE PROTEIN
PUTATIVE STRUCTURAL PROTEIN
ABC-TYPE ARGININE TRANSPORT SY STEM,
PERMEASE COMPONENT
PERMEASES OF THE MAJOR FACILITATOR
SUPERFAMILY
PUTATIVE MEMBRANE PROTEIN
PREDICTED MEMBRANE-ASSOCIATED ZN-
DEPENDENT PROTEASES 1
PREDICTED PHOSPHOADENOSINE
PHOSPHOSULFATE SULFOTRANSFERASE
3-DEHYDROQUINATE DEHYDRATASE
ASPARTATE CARBAMOYLTRANSFERASE,
REGULATORY SUBUNIT
TRANSCRIPTIONAL REGULATOR
KETOPANTOATE
HYDROXYMETHYLTRANSFERASE
ABC-TY PE DIPEPTIDE/OLIGOPEPTIDE/NICKEL
TRANSPORT SYSTEMS, PERMEASE COMPONENTS
PREDICTED PERMEASES
BACTERIOPHAGE LAMBDA BOR LIPOPROTEIN
HOMOLOG,
CP4-6 PROPHAGE.
NUCLEOSIDE PHOSPHORY LASE



HEMD
B0753
YRBF

B2253
YFHH
HYAB
YGHQ
PLDB
BI516

YGBI

B2363
CITF
YMFR

YEIC
B1199
YDEW

AGAD

NUOB

YCDP
YIEP
OMPC
TRER
HOFF

B3804
BO753
B3195

B2253
B2561
B0973
B2983
B3825
B1516

B2735

B2363
B0615
B1150

B2166
B1199
B1512

B3140

B2287

B1021
B3755
B2215
B4241
B3327

o o1 o1 o1 o1 O

A Db b b

UROPORPHY RINOGEN-111 SYNTHASE
PUTATIVE HOMEOBOX PROTEIN
ABC-TYPE TRANSPORT SYSTEM INVOLVED IN
RESISTANCE TO ORGANIC SOLVENTS, ATPASE
COMPONENT
PUTATIVE AMINOTRANSFERASE
TRANSCRIPTIONAL REGULATORS
NI,FE-HYDROGENASE | LARGE SUBUNIT
PUTATIVE SERINE PROTEASE
LY SOPHOSPHOLIPASE L(2)
ABC-TYPE SUGAR TRANSPORT SYSTEM,
PERIPLASMIC COMPONENT
TRANSCRIPTIONAL REGULATORS OF SUGAR
METABOLISM
CPS-53 (KPLE1) PROPHAGE
CITRATELYASE, ALPHA SUBUNIT
HYPOTHETICAL PROTEIN IN LAMBDOID
PROPHAGE E14 REGION
SUGAR KINASES, RIBOKINASE FAMILY
DIHYDROXYACETONE KINASE
TRANSCRIPTIONAL REGULATOR, CONTAINS
SIGMA FACTOR-RELATED N-TERMINAL DOMAIN
PHOSPHOTRANSFERASE SYSTEM,
MANNOSE/FRUCTOSE/N-
ACETYLGALACTOSAMINE-SPECIFIC COMPONENT
11D
NADH:UBIQUINONE OXIDOREDUCTASE 20 KD
SUBUNIT AND RELATED FE-S OXIDOREDUCTASES
PUTATIVE MEMBRANE PROTEIN
TRANSCRIPTIONAL REGULATORS
OUTER MEMBRANE PROTEIN (PORIN)
TRANSCRIPTIONAL REGULATORS
TYPE Il SECRETORY PATHWAY, COMPONENT
PULF



SEQA

B2083
DSBB
GCVA
SDAC
XASA
YIAI

MDLB

MOAA

CCMA

YCDG

GPPA

SDHA

TALB

B1760

B2387

YBDG

B0687

B2083
B1185
B2808
B2796
B1492
B3573

B0449

BO781

B2201

B1006

B3779

B0723

B0008

B1760

B2387

BO577

4 NEGATIVE REGULATOR OF REPLICATION
INITIATIONR
PHAGE PROTEIN D
DISULFIDE BOND FORMATION PROTEIN DSBB
TRANSCRIPTIONAL REGULATOR
AMINO ACID PERMEASES
AMINO ACID TRANSPORTERS
FE-S-CLUSTER-CONTAINING HY DROGENASE
COMPONENTS 2
4 ABC-TYPE MULTIDRUG TRANSPORT SYSTEM,
ATPASE AND PERMEASE COMPONENTS
4 MOLYBDENUM COFACTOR BIOSYNTHESIS
ENZYME
4 ABC-TYPE TRANSPORT SYSTEM INVOLVED IN
CYTOCHROME C BIOGENESIS, ATPASE
COMPONENT
PUTATIVE URACIL TRANSPORT PROTEIN
EXOPOLYPHOSPHATASE
SUCCINATE DEHY DROGENASE/FUMARATE
REDUCTASE, FLAVOPROTEIN SUBUNIT
TRANSALDOLASE
HYPOTHETICAL PROTEIN
PHOSPHOTRANSFERASE SYSTEM FRUCTOSE-
SPECIFIC COMPONENT 1B
4 SMALL-CONDUCTANCE MECHANOSENSITIVE
CHANNEL

FE N - S S




TABLE IV. GGDEF AND EAL DOMAIN-CONTAINING PROTEINS IN THE
ESCHERICHIA COLI GENOME

GGDEF DOMAIN EAL DOMAIN BOTH DOMAINS
YDDV YCGG YFEA
YLIF RTN YEGE
YAIC YDIV YCIR
YCDT YOAD YHJK
YDAM YLAB YHDA
YNEF YLIE YFGF
YDEH YCGF DOS
YEAI YHJH
YEAJ yicce
YEDQ YAHA
YFIN
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SUMMARY

Cyclic diguanylic acid (c-di-GMP;
c¢GpGp) is ubiquitous second messenger in
bacteria. Cellular concentrations of c-di-
GMP depend on two opposite activities,
diguanylate cyclase (assigned to the
widespread GGDEF domain) and c-di-GMP
specific phosphodiesterase (associated to
proteins harboring the EAL domain). To
date, little is known about the targets of c-di-
GMP in the cell, or if it affects
transcriptional regulation of certain genes.
Here we report on the transcriptional
regulation of the E. coli operon yddV-dos
encoding for a diguanylate cyclase GGDEF-
bearing protein (YddV) and a
phosphodiesterase EAL-bearing heme-based
redox sensor protein (Dos). We show that
this operon is actively transcribed in
stationary phase of aerobic growth in an
RpoS-dependent manner. Anoxia or high
levels of c¢-di-GMP result in a severe
repression of this operon, even in stationary
phase of growth, suggesting the presence of a
c-di-GMP-responding transcriptional
regulator responsible for the yddV-dos
repression. The lack of YddV and Dos
affected the transcriptional activities of
several membrane-bound protein encoding
genes implicating again the GGDEF and
EAL carrying proteins in cell

Email:

wall/envelope/membrane
processes.

biosynthesis

INTRODUCTION

Cyclic di-guanylic acid (c-di-GMP) is a second
messenger that modulates the cell surface
properties of severa microorganisms (1-3).
Concentrations of c-di-GMP in the cell are
controlled by the opposing activities of
diguanylate cyclases (DGC) and
phosphodiesterases (PDE), which are carried
out by proteins harboring GGDEF and EAL
domains respectively (4-9). Interestingly, genes
encoding these proteins are found in most
bacterial phyla but are absent from Archae and
Eukarya (1,3,10). For instance, 54 copies exist
in P. aeruginosa, 53 in V. cholerae and 26
copiesin S. typhimurium, the extreme example
iS V. vulnificus carrying 99 (10,11).

The occurrence of DGC or PDE
domain proteins in transmembrane or
membrane-associated proteins that contain
sensory domains led to the prediction that
diguanylate cyclases (GGDEF domain) or
phosphodiesterases (EAL domain) were
important in relaying external sensory
information into the cytoplasm. Environmental
stimuli, such as molecular oxygen, amino acids,
electrons and photons, are believed to regulate
the activity of DGC or PDEA proteins (1,3,12).
Very recently, it has been demonstrated that



one of the regulatory function mediated by c-di-
GMP is the control of gene expression. For
example, the intracellular ¢di-GMP levels are
reduced in the early stages of cholera disease,
leading to the activation of virulence genes and
repression of biofilm-formation genes (13-15).
In the same way, reduction of c-di-GMP levels
in S. thyphimurium activates the expression of
virulence genes required for survival within
host cells (16). We and others have taken a
genomic approach to reveal the transcriptional
profile and the phenotypic consequences of
elevated c-di-GMP concentrations in the
cytoplasm by modulating the expression of
proteins with DGC domains from inducible
promoters (17,18).

Genomic studies have identified 19
proteins with a GGDEF domain in Escherichia
coli, the function of most of them remains
largely unknown (11). Taking the amino acid
sequence of DGC1 (diguanylate cyclase) from
Gluconacetobacter xylinus as template, we
found that one of the closest matches (31%
identical in the GGDEF domain) to this protein
in E. coli was the product of the geneyddV aso
named yhcK or b1490. The main difference
between YddV and DGCL is the presence of a
PAS domain in DGC1. In a previous report we
showed that yddV is co-transcribed with dos a
heme-base oxygen sensor with c-di-GMP
specific phosphodiesterase activity (17). A
dos::kan mutation rendered the cells unable to
divide properly, suggesting that dos and yddV
may be part of a finetuning mechanism for
regulating the intracellular levels of ¢di-GMP.
In this communication we continued the study
of the yddV-dos operon and determined its
transcriptional regulation. Our resultsindicate
that this operon is induced mainly at the onset
of stationary phase in an RpoS-dependent
manner and that the yddV-dos operon is
transcribed at very low levels in the absence of
oxygen. Interestingly, yddV-dos is highly
repressed when high leves of c-diGMP are
present in the cell.

EXPERIMENTAL PROCEDURES
Bacterial strains, plasmids, phages
and cell growth-All the strains used were E.
coli K-12 derivatives (19). Luria-Bertani (LB)

medium plus glucose (0.2%) was prepared as
previously described (20). Minima medium
plus 0.2% casaminoacids and 0.001%
tryptophan was used (21). Glucose (0.2%) or
glycerol (0.2%) was used as carbon source.
Nitrate (40 mM) was added as el ectron acceptor
in anaerabic cultures. Culture optical density at
600nm (ODgy) Was determined in an Ultrospec
3100 Pro Amersham spectrophotometer.
Aeraobic cultures were grown at 37°C with
shaking (200 rpm) in 250-ml flasks containing
10 ml of medium. Anaerobic jars with the BBL
Gas-Pack system were used for anaerobic
growth a 37°C. The following antibiotic
concentrations were used unless otherwise
noted: ampicillin, 200 ug ml™; tetracycline, 25
pug miY; kanamycin, 100 pg miY;  and
chloramphenicol, 25 pg ml . X-Gal at 40 pg
ml ~* was added to solid media. Oxidative stress
was induced by the addition of methyl viologen
(200 pM), sodium nitroprussiate (200 puM) or
H,O, (0.01 %).

DNA manipulation and DyddV-dos::kan
mutant construction-Bacterial genomic DNA
was obtained using the Genomic DNA isolation
kit (Promega). Plasmid DNA was purified
using the Miniprep kit (Qiagen). DNA
fragments were amplified by PCR using E. coli
chromosomal DNA as template. When
necessary, specific restriction sites were
incorporated at the 5 end of the primers to
facilitate the cloning of the fragments in the
appropriate vector. PCR reactions to amplify
the regulatory regions of yddV and dos were
caried out using Taq precision DNA
polymerase (Invitrogen) under standard
conditions. A DyddV-dos::kan mutant strain
was constructed as previously described (17).

Construction of lacZ fusions to analyze
promoter function-Transcriptional fusions were
constructed by inserting the desired DNA
fragments into plasmid pRS551 (22). This
plasmid carries a cryptic /acZ operon and genes
that confer resistance to both kanamycin and
ampicillin. To construct the F (dos-‘lacZ)
fusion, a 1153 bp fragment comprising 1066 bp
upstream of the dos trandationa start site (Fig.
1 and 2A) was PCR amplified using primers
MM5 (5-CGT TAG _GAT CCA CCG CAC
CCA TCA TAT TTT GC-3) and MM6 (5 -
GCT GAG AAT TCT CCT CTA TCC GGT



GAT CTT CTC TTC GG-3'). To construct the
F (vddV-‘lacZ)., a 2240 bp fragment containing
2135 bp of the regulatory region of yddV was
PCR amplified using primers MM7 (5 -GAG
CGG ATC CAA CGG CAA TTT CCG CGG
C-3) and MM8 (5-CTG GGA_ATT CAG
GGG TGA AAC TGG TCG TGG C -3). To
construct the F(yddV-‘lacZ)s, a 886 bp
fragment containing 781 bp of the regulatory
region of yddV was PCR amplified using
primers MM7 and MM9 (5'- CCG AGA ATT
CGA TCC GCT CGG TTC CGA TAC CCG-
3'). Each fragment was digested with BamHI
and EcoRl and cloned into pRS551 (22).
Chromosomal single copy fusions were
obtained by the method of Elliot (23). Briefly,
plasmids containing the different /acZ fusions
were linearized with Xhol and used to
transform strain TE2680 [F | = IN(rrnD-rrnkE)
DiacX74  rpsL  galK2  recD::Tnl0d-Tet
trpDC700::putPA13033::(Kan® Cm' lac)] (23);
Due to the presence of the recD::Tnl0 mutation
and sequences inserted into the #p operon that
are homologous to sequences in pRS plasmids,
this strain recombines linear pRS551-based
plasmids into its chromosome. The
transformants were selected for kanamycin
resistance and screened for sensitivity to
ampicillin and chloramphenicol. Pl,; lysates
were made to transduce the fusions into the
desired genomic backgrounds. All fusion-
carrying strains were checked by PCR and
DNA sequencing.

DNA sequence analyses-GCG
Wisconsin Package, NCBI BLAST
(http://www.ncbi.nim.nih.gov:80/BLAST/),
Regulon DB (24) and Colibri server
(http://genolist.pasteur.fr/Colibri) facilities
were used for DNA sequence analyses.

RNA extraction for DNA microarray
experiments-Cultures of strains MG1655 or its
DyddV-dos::kan derivative strain were grown
aerobically or anaerobically to mid exponential
phase on LB (ODgynm =0.6). Total RNA was
then extracted from the pellets using the hot
acid phenol/chloroform method and treated
with DNAse | essentidly as described at
http://www.microarrays.org. Isolated RNA was
guantified on the basis of its absorption at 260
nm, visualized on an agarose gel to check
quality, and stored at —70 °C until further use.

Microarray Procedures and Data
Analysis-For microarray analyses, cDNA was
synthetized and labeled using a protocol similar
to that described by Rosenow et al. (25). The
labeled cDNA was hybridized to Affymetrix
Gene Chip E. coli antisense genome arrays as
recommended by the manufacturer
(http://www.affymetrix.com). Following 16 h
of hybridization at 45 °C, the washing and stain
of the array was automated by a GeneChip
Fluidics Station controlled by Affymetrix
Microarray Suite 5.0 Software. For each
condition, two biologica replicates were done.
The whole procedure was carried out at the
Microarray facility of the National University
of Mexico. Normalization of the data resulting
from each array was performed using the Gen
Arise software package
(http://www.ifc.unam.mx/genarise/). The
statistically significant variation of expression
in response to high levels of c-di-GMP was
obtained by filtering out those genes that had a
log, (expression ratio) higher or lower than two
standard deviations of the average.

b-Galactosidase assays-Specific  b-
galactosidase activity was assayed a room
temperature in cells permeabilized with
chloroform and SDS, with o-nitrophenyl-b-D-
galactopyranoside being used as substrate, and
expressed as Miller units [ODgy per min per
ODeoo;(20)]-

Transcriptional start site
determinations-5-Rapid ~ Amplification  of
cDNA Ends (5’ -RACE) was performed. Total
RNA was isolated from exponential
(ODgoorm=0.5) and stationary phase
(ODgoorm=2.0) cultures of strain MC4100 [F
araD139 (DUargF-lac)U169 rpsL150 flbB5301
deoC ptsF25 rbsR relAl] transformed with
plasmid pMM2 [pRS551 but F (yAcK- ‘lacZ)]
as described above. 5 -RACE was performed
using the 5-RACE system version 2.0
(Invitrogen). For cDNA  synthesis the
OMNISCRIPT kit (Qiagen) was used with
primer LacZREV (5-CGC CAG GGT TTT
CCC AGT CAC G-3). In the primary and
secondary PCR, the adaptor-specific primers
(provided in the kit) were used with the
LacZREV or YhPE (5-CGC GGC TTT AGC
ACG AAT GGG CGG ATC TGC CTG TTC
GAC AAG TCC GGT CCA C-3) primers,




respectively. PCR products were then
sequenced using the YhPE primer in the
automated sequencing unit of the Genomics
Science Center of the National University of
Mexico.

RESULTS

Genetic location and expression
analysis of the yddV-dos operon under aerobic
growth conditions-Comparative analysis of the
DGC (diguanylate cyclase) and PDEA1l
(phsophodiesterase) of G. xylinus with the E.
coli genome led to the identification of the
yddV-dos operon that islocated at position 33.7
min of the E. coli chormosome (17). This
genomic region includes the genes yddW
(b1491) and xasA (aso called gadC) (Fig. 1A).
Despite detailed biochemical and biophysical
studies on the Dos protein (26-31) and the
biochemical evidence of the diguanylate
cyclase activity of Yddv (4,8,17,28), no
information on the genetic expression of the
yddV-dos operon is available.

In order to study the transcriptional
activity of this operon, we constructed three
different transcriptional fusions to lacZ: two
F (vddV-‘lacZ) operon fusions bearing 781
[F(vddV-lacZ)s] and 2135 [F (vddV-‘lacZ)]
bp upstream of the trandational start codon
ATG of yddV (Fig. 2; see Experimenta
Procedures), and aF (dos- ‘lacZ) fusion carrying
1066 bp upstream of the ATG of dos (Fig. 2A).
The latter fusion was constructed to test the
possibility that under certain growth conditions
dos could be read as an independent
transcriptional unit.  All fusions were inserted
into the E. coli chromosome and b-
galactosidase  activity levels  determined
throughout the bacterial growth cycle (Fig. 2B).
Our first observation was that the Miller units
displayed by the merodiploid strain bearing the
F (dos- ‘lacZ) fusion were low under all growth
conditions tested, in agreement with our
previous results that indicated that dos is part of
an operon yddV-dos, but aso suggesting that
dos is not transcribed as an independent
transcriptional  unit  (17). By contradt,
merodiploid strains bearing the F (yddV-‘lacZ)s
or the F (yddV-‘lacZ), showed highest levels of

enzymatic activity in dtationary phase
(ODgoorm=2.0) of aerobic growth (Fig. 2B).
Interestingly, low levels of expression were
observed during the exponential phase of
growth (ODgyon=0.5) in both fusions (Fig. 2B).
As similar levels of expression were observed
for both F (yddV-‘lacZ) fusions we decided to
use only the F (yddV- ‘lacZ)s fusion for further
studies.

Expression analysis of the yddV-dos
operon under anaerobic growth conditions-1t
has been suggested that the phosphodiesterase
activity of Dos is lost upon exposure to oxygen
(28) suggesting a potential different role
depending on oxygen availability. To analyze
the transcriptional regulation of yddV-dos in the
absence of oxygen, the b-galactosidase activity
levels of anaerobicaly growing cultures of
srain IMH0923 [F (vddV-‘lacZ)g on LB-
glucose or LB-nitrate were determined.
Surprisingly, basal levels of expression were
observed under anaerobic conditions, even
during stationary phase (Fig. 2C and data not
shown). So we reasoned that the transcription
of the yddV-dos operon could possibly be
triggered by oxidative stress conditions.
However, addition of the superoxide generating
agent methyl viologen (200 uM), the nitrosative
stress inducing agent sodium nitroprusside (200
HM), or hydrogen peroxide (0.01%) did not
change the levels of transcription of the yddV-
dos operon (data not shown).

Effect of arcA, fnr, and rpoS mutations
on the expression of the F (yddV-lacZ);
transcriptional fusion-The vast majority of
genes highly expressed in stationary phase of
growth are regulated by RpoS, a stress and
stationary phase-induced sigma factor (32). To
test whether the yddV-dos operon was under the
control of RpoS, we Pl;-transduced the
rpoS:Tnl0 alele from strain JIMH0039 (33)
into strain IMHO0923 [F (vddV-‘lacZ)s] to give
strain JMH1005. As shown in Table I, a
mutation in rpoS did not affect the b-
galactosidase activity levels in exponential-
phase of aerobic growth. However, when
stationary phase culture cells were assayed, a
sharp decrease (4-fold) was observed in the
rpoS mutant strain (Table 1). Moreover, the
lack of RpoS had no effect on the anaerobic



levels of b-galactosidase (Table 1). These
results suggest that RpoS probably is a positive
regulator of yddV-dos expression during
stationary phase in aerobically grown cultures.

The low levels of F(yddV-‘lacZ)s
expression  displayed under  anaerobic
conditions may indicate that proteins such as
ArcA or Fnr, in charge of the transcriptional
coordination of the redox switch, may be
involved in the regulation of the yddV-dos
operon. To test this idea, we transduced an
frr:Tn9 or an arcA::kan mutation allele into
strain IMH0923 [F (yddV-‘lacZ)s]. As shown
in Table I, an fnur mutation did not have any
effect on yddV transcriptional activity. By
contrast, the lack of ArcA resulted in a 2fold
increase in exponential phase cells growing
aerobically, however no change was observed
in the expression levels in anaerobically grown
cells, in either exponential or stationary phase
(Table 1). Close examination of the putative
vddV promoter region revealed a near
consensus (9/10) ArcA binding site 5'-
TGTgAATTAT-3 [consensus
(A, T)GTTAATTA(A,T); (34)] that overlaps
with the RBS (Fig. 1A). These results indicate
that ArcA could be repressing the expression of
vddV-dos under aerobic conditions and that the
anaerobic repression of the operon yddV-dos is
independent of the anaerobic general regulator
Fnr.

Transcriptional expression analysis of
the F(yddV-lacZ)s in cultures growing on
different carbon sources-Sasakura et al. (28)
reported that the heme-bearing protein Dos
exhibits phosphodiesterase activity towards
CAMP and that this was regulated by the heme
redox state. We wondered whether cAMP was
a regulatory signal for the transcription of the
vddV-dos operon. To test this hypothesis, we
grew strain IMH0923 [F (vddV-lacZ)g] a 37 °C
in minimal media supplemented with glucose
(low cAMP) or glycerol (high cAMP) and
determined b-galactosidase activity throughout
the growth cycle. Similar resultsto those of LB
media cultures were obtained when minimal
media were used (maximal expression was
observed during stationary phase), however, no
difference in expression was observed in cells
growing on either glucose or glycerol as the
sole carbon source, indicating that the levels of

CAMP do not affect yddV-dos expression (data
not shown).

Effect of high levels of c-di-GMP on the
transcriptional regulation of the yddV-dos
operon-To test whether or not, the intracellular
levels of c-di-GMP were involved in the ydd V-
dos operon transcriptional regulation, we took
advantage of the plasmid pYddV where the
expression of yddV is under the control of an
IPTG-inducible promoter (17). The pYddvV
plasmid or the control pSE420 vector were
transformed into the strain IMH0923 [F (vdd V-
lacZ)g] and the b-gaactosidase activity levels
were determined in exponential or stationary
phase growing cultures after 1h from the
addition of ImM IPTG. Intracellular levels of
c-di-GMP were determined by HPLC as
previously described (17), under these
conditions an abrupt increment of c-di-GMP is
observed (Fig. 3inset). Asdepicted in Fig. 3, a
reduction of 70% or 90% in b-galactosidase
activity was observed in exponential or
stationary phase cultures respectively. These
results strongly suggest the involvement of ¢
di-GMP in the transcriptional regulation of the
yddV-dos operon.

Transcriptional start site
determination of the yhcK-dos operon-In order
to determine the transcriptional start site of the
operon, we performed a 5 -RACE experiment
(see Experimental Procedures) using total RNA
extracted from cells carrying the F (vdd V- ‘lacZ)
fusion growing in exponential or stationary
phase of aerobic growth. As shown in Fig. 4,
both sources of mMRNA gave only one
transcriptional start site, which was located 129
bp upstream of the trandational start site ATG.
Six bp upstream of the identified transcriptional
start site, a putative Pribnow box was located
(TAGATT, consensus TATAAT), however, no
—35 box (consensus TTGACA) sequence was
evident. This arrangement resembles those of
s® regulated promoters (35). These results
indicate that the yddV-dos is a bicistronic
operon with only one transcriptional start site.

Genome wide transcriptional profile of
a DyddV-dos:kan mutant strain-In order to
identify those genes whose expression is atered
by the lack of YddV and Dos, DNA microarray
analyses were carried out on RNA samples
extracted from cultures of strain MG1655 and



its DyddV-dos::kan derivative mutant strain.
Results obtained from duplicate DNA
microarray analyses were normalized and
filtered for those genes with dtatisticaly
significant variation of the transcription levels
between the control and the mutant strains
under aerobic or anaerobic growth conditions
[i.e. log, (expression ratio) higher or lower than
2 X SD.]. Of 4288 genes analyzed, 198 under
aerobic (4.6 % of the genome) and 305 under
anaerobic (7.11 % of the genome) growth
conditions passed the filter and were further
analyzed. These genes were divided into two
groups, those that were induced (73 aerobically
and 212 anaerobically) and those that were
repressed (125 aegrobicaly and 93
anaerobically), and divided into functional
categories based on NCBI, TIGR and
ECOCYC gene annotations and data base
searches for identified homologues. The
affected genes were dispersed through nearly
al of the functional categories, the most
striking being genes related to unknown
proteins (divided into hypothetical, conserved
proteins, unclassified, and unknown, around
40% of the total number of altered genes Fig.
5). Under aerobic growth conditions,
carbohydrate and amino acid transport were
clearly affected by the lack of the yddV-dos
operon (Fig. 5A), in contrast to the results in
the absence of oxygen where no clear
functional category affected was evident (Fig.
5B). A considerable number of cell envelope
genes were also affected in both culture
conditions (Fig. 5).

Genes encoding four transcriptional
regulators were about 5-fold induced under
aerobic conditions (namely, OxyR, Y qgE, IscR
and ArcA; Supplementary Table S1). OxyR
and ArcA are involved in the redox regulation
of the cell (36). IscR has been recently
associated to iron-sulfur cluster assembly and
to the control of Oyregulated genes (37).
Interestingly the highest induced gene by the
absence of yddV-dos operon in the presence of
oxygen is 2854 coding for a putative soluble
lytic murein transglycosylase, a protein whose
homologues have been involved in
pathogenesis (Supplementary Table S1).
Murein transglycosilases are involved in the
cell wall biogenesis process (38). In addition,

two of the most repressed genes under
anaerobic growth conditions are kdsA and yfbE
involved in cell wall/membrane/enveope
biogenesis (Supplementary Table $4). A
decrease in the expression of kds4 has been
particularly associated with the phenotype of
elongated cells due to fact that kds4 mutants
are affected in the FtsZ-ring formation (39).
These results indicate that the diguanylate
cyclase activity of Yddv or the
phosphodiesterase activity of Dos should be
involved in some way in cell wall biogenesis.
Thisis in good agreement with the previously
reported changes in bacterial cell shape of dos
or yddV-dos mutant strains (17,31).

Most of the genes induced under
anaerobic conditions in the DyddV-dos::kan
strain were of unknown function; interestingly,
the yccZ gene (b0983), a predicted
exopolysaccharide export protein involved in
cell wall biosynthesis, is heavily induced (14.7-
fold; Supplementary Table S2), agan
suggesting a possible role of YddV or Dos in
cell envelope processes. |In addition, heavily
repressed genes under anaerobic growth
conditions in the DyddV-dos::kan strain
included wecF (b3793) yhaH (b3103) yidH
(b3676) and kdsA also involved in cell surface
architecture process (Suplemmentary Table
$4). To our surprise, the DNA microarray
analyses revealed that the transcriptional
activity of 22 genes was repressed by the lack
of yddV-dos regardless the availability of
oxygen (Table. II; Supplementary Tables S3
and $4). This becomes relevant if we consider
that only three common genes were induced by
the lack of yddV-dos in the presence or absence
of oxygen (Supplementary Tables S1 and S3).
Half of the 22 genes are involved in membrane
trafficking of molecules (Table11).

DISCUSSION

The ¢di-GMP signaling network links
environmental stimuli to specific adaptive
responses of bacterial species (for a recent
review see (40). However amost every aspect
of c-di-GMP signaling remains largely
uncharacterized. We are still ignorant of
mechanisms involved in the signal transduction
pathways and how is the ¢di-GMP signaling
network interconnected with other global



networks operating in bacteria cells. Most
GGDEF and EAL domains are associated with
predicted signal input domains suggesting that
awide variety of environmental signals can be
perceived and transmitted by the c-di-GMP
network (3,11). In this study we followed our
studies on the function of diguanylate cyclase
YdaVv (GGDEF-bearing) and the
phosphodiesterase Dos (EAL-bearing) proteins
of E. coli. The operon genetic arrangement of
vddV with dos suggested that they both respond
to only one regulatory region. This hypothesis
was confirmed first by our previous RT-PCR
analyses (17) and now by the b-galactosidase
activity assays here presented using a define
F (yddV-‘lacZ) chromosomal fusion. In
addition, our results provided additional
evidence that dos is not transcribed as an
independent transcriptional unit. This was
further supported by the identification of the
transcriptional start site of the operon (Fig. 4).
Interestingly only one transcriptional start site
was found under al the growth conditions
tested suggesting the presence of only one
promoter and a probable equal amounts of
mRNA for both genes, however, a
posttranscriptional regulation cannot be ruled
out at thistime. As YddV has been shown to
have diguanylate cyclase activity and Dos to
have phosphodiesterase activity, it is tempting
to speculate that they may be regulated
smilarly to the toxin-antitoxin systems where
one of the proteins or the activities is lost upon
exposure to a specific stimulus (41). Such isthe
case of G. xylinus, where the cellular levels of
c-di-GMP are regulated by the opposite
activities of DGC1 (c-di-GMP synthase) and
PDEA1 (c-di-GMP phosphodiesterase),
however, oxygen is the master regulator
because PDEA1 activity is dependent on the
redox status of its heme-based PAS domain
(28). Therefore, G. xylinus produces cellulose
only under aerobic growth conditions where the
phosphodiesterase activity of PDEA1 is lost
(28,42). Remarkably, yddV and dos are found
in a smilar genetic arrangement as the three
pairs of pdeA-dgc genesin G. xylinus (28,42)
although in E. coli, they arein an inverted order
(diguanylate cyclase-phophodiesterase). Only
an additional pair of genes yliE (b0833; EAL-
bearing)-yliFF (b0834; GGDEF-bearing) is in

such arrangement in the E. coli genome
(http://www.tigr.org). No transcriptional or
functiond information on the role of y/iE and
vIiF is known but y/iF apparently isrequired in
optimum growth conditions (rich medium at 37
°C) but not in the cold and in minimal medium
(43). Based on the fact that Dos is homologue
to PDEA1, it was suggested that the
phosphodiesterase activity Dos (a heme based
oxygen sensor) may be inactive upon exposure
to oxygen (28,44). So that we can envision that
c-di-GMP is being produced by YddV mainly
under aerobic growth conditions and is being
hydrolyzed by Dos only under anaerobic
growth conditions. This may constitute a novel
oxygen sensing mechanism probably involved
in the regulation of the levels of c-di-GMP
under anoxic growth conditions. However,
analyses of a Ddos::kan and a DyddV-dos::kan
mutant strains showed that only the DyddV-dos
double mutant was significantly affected in
growth, in contrast to the Ddos::kan single
mutant. Probably, as it has been suggested for
Salmonella, the presence of different GGDEF
or EAL domain containing proteins may
compensate for the lack of yddV or dos (45).
Though, it may be that the lack of both genesis
deleterious only for a specific metabolic
process where the c-di-GMP produced by
YddV is necessary, supporting the idea that ¢
di-GMP may be under complex regulatory
constraints in microcompartments (46). Our
data suggest that the yddV-dos operon is
transcriptionally active in stationary phase of
aerobic growth in an RpoS dependent manner,
this fact correlates well with the —10 Pribnow
box identified in the vicinity of the
transcriptional start site, with a very recent
paralel study presented elsewhere (46) and
with previous observations in G. xylinus and
other bacteria where cellulose production is
only seen in stationary phase and under aerobic
conditions (47); However no data has been
reported on the regulation of any dgc or pdeAl
genes of G. xylinus. Interestingly, by looking
up at their gene arrangement, pdeAl and dgcl
may also be co-transcribed (42). The yddV-dos
operon is shut down under anaerobic conditions
suggesting that a redox-response regulator may
be involved, our data indicated that Fnr is not
involved and that ArcA could be a mild




regulator. Further studies are required for the
identification of the putative redox-responsive
regulator. Despite the fact that Dos can bind
oxygen or NO (26), transcription of yddV-dos
was not affected neither by oxidative nor by
nitrosative stresses. One of the most strinking
findings of this study was the fact that the
vddV-dos operon is repressed by high levels of
c-di-GMP even in stationary phase of growth
indicating that this regulation overrides the
RpoS induction suggesting a feedback
transcriptional regulatory circuit that could
imply the presence of atranscriptional regulator
directly responding to the changing levels of c-
di-GMP. Thistype of transcriptional regulation
reinforces the recent proposal of the group of
Urs Jenal that described for the first time a
feedback control of c-di-GMP production by an
alosteric control of diguanylate cyclases (48).
It is now important to know whether or not
transcriptional  regulators  activated  or
inactivated by direct contact with c-di-GMP are
present in the cell. This is not difficult to
imagine as enhancement of c-di-GMP levels by
overexpression of the GGDEF domain protein
AdrA lead to the activation of curli fimbriae
biosynthesis through the elevated expression of
csgD in Salmonella  enterica  Serovar
Typhimurium (49). A find point on
transcriptional regulation is that, apart from ¢
di-GMP, the only other identified substrate for
the phosphodiesterase activity of Dos has been
CAMP (31), although, apparently, the activity
reported for pure Dos is approximately 50-fold
lower than the normal cAMP phosphodiesterase
cellular activity (44). Our data support the
view that probably In vivo CAMP levels are
independent of Dos since transcriptional studies
with a F (yddV-‘lacZ) fusion showed that a

drastic change in cCAMP levels had no effect on
the transcriptional activity of the fusion.

The transcriptional profile of a DyddV-
dos::kan mutant strain showed evidence again
that proteins with GGDEF and EAL domains
should be involved in some kind of cell
wall/membrane/envel ope biogenesis as many of
the most induced or repressed genes are
involved in these processes. For example, the
highest induced gene, 2854, codes for a Iytic
transglycosylases that plays an important role
in the metabolism of the bacterial cell wall (38).
In addition, in the absence of oxygen, one of
the most repressed gene by the lack of yddV-
dos was kdsA, coding for the 3-deoxy-D-
manno-octulosonic acid (KDO) 8-phosphate
synthetase which catalyses the first step in the
synthesis of KDO, the linker between lipid A
and oligosaccharide of lipopolysaccharide
(LPS). Mutants in kdsA are consequently
affected in the production of KDO causing
instability of the outer membrane that provokes
a defective FtsZ-ring formation (39). This
would very well explain the abnormal cell-
shape that has been observed previously in dos
mutant strains (17,31), however, additional
experiments must be carried out to test this
hypothesis. Finally, the deletion of yddV-dos
had a negative effect on the transcription of 22
genes, regardless the availability of oxygen,
these results would be explained by the recent
proposal that c-di-GMP may act localy in
microcompartments, so probable, the c-di-GMP
produced by YddV cannot be totally replaced
by the other 18 GGDEF domain-bearing
proteins (46).
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FIGURE LEGENDS

FIG. 1 A) Genomic region of the 33.7 min of the Escherichia coli centisome. The ORFs
annotated in the Colibri server (http://genolist.pasteur.fr/Colibri) are shown by arrows. A putative
ArcA box in the yddV promoter region is shown on top. Putative RBS of yddV isunderlined and in
bold letters. B) Domain comparison of Gluconacetobacter xylinus PDEA1 (phosphodiesterase) and
DGC1 (diguanylate cyclase) with Escherichia coli Dos, and YddV proteins. The identified domains
are depicted as found in the SwissProt web server (http://ca.expasy.org/sprot/).

FIG. 2. Transcriptional activity of the yddV-dos operon. A) Diagram showing the
regulatory regions carried in three different fusions to /acZ (left); the position and the length of the
fragments fused to /acZ are denoted by a black bars below the genetic map where the ORFs are
indicated by white arrows. B) and C) b-Galactosidase activity of the strains bearing the three lacZ
fusions described above. Cultures were grown under aerobic (B) or anaerobic (C) conditions. Cells
were harvested in exponential (ODgyo=0.5; white bars) or stationary phase (ODgy=2.0; filled bars)
of growth and b-Galactosidase activity levels were determined. Standard deviation of at least six
independent experiments is shown.

FIG. 3 Effect of high levels of ¢-di-GMP on the transcriptional activity of the yddV-dos
operon. The strain IMHQ923 [F (vdd V- ‘lacZ)] was transformed with the control vector pSE420 or
with the plasmid pYddV (17). Inset: Overexpression of Y ddV and the presence of high levels of c-
di-GMP were determined by SDS-PAGE (C) and HPLC (A and B) respectively. Cultures of the
JMH0923 strains transformed with the control vector pSE420 or the pY ddV plasmid were harvested
in exponential (ODgyn=0.5; white bars) or stationary phase (ODg=2.0; filled bars) of growth and
the b-Galactosidase activity levels were determined. Standard deviation of at least six independent
experiments is shown.

FIG. 4 Identification of the transcriptional start site of the yddV-dos operon. 5 -RACE
experiments were carried out using exponential or stationary total RNA samples from cultures of
strain XL 1-Blue transformed with plasmid pMM2 [F (vdd V- ‘lacZ)]. Primer LacZREV was used for
cDNA synthesis. In the primary and secondary PCR, the adaptor-specific primers (provided in the
Invitrogen kit) were used together with the LacZREV and YhPE primers, respectively (see
Experimental procedures). PCR products were then sequenced using the YhPE primer. Top:
chromatogram of both sequences showing the 5 -end of the transcript (identified by the poly-C
seguence and denoted by and arrow). Bottom: DNA sequence of the promoter region of the ydd V-
dos, the transcriptional start site G is indicated by an arrow and the proposed —10 sequence is
boxed.

FIG. 5 Functional classification of E. coli genes affected by the deletion of the yddV-dos
operon under aerobic (A) or anaerobic (B) growth conditions. Black and hashed bars depict the
number of genes with increased or decreased expression, respectively. The functional classes were
obtained from Blattner ez al. (19).






TABLES

TABLE |. b-Galactosidase activity of the F (vdd V- ‘lacZ)s fusion in different genetic backgrounds

+0, -0,

Mutation Exp' st' Exp St
None 150° + 25° 860 + 40 160 + 20 160 + 10
arcA 385 + 40 789 + 20 180 + 40 160 + 10
fr 160 + 15 900 + 95 190 + 50 130+ 25
rpoS 140 + 35 200 + 25 145 + 25 130 + 10

*Exp, exponential phase of growth, St, stationary phase of growth
2 b-Galactosi dase specific activity is given in Miller Units (20)
3 Standard deviation of at least six independent experiments is shown



TABLE Il. Repressed genes in aDyddV-dos:kan strain in cultures grown aerobically and
anaerobically.

b Assigned or predicted function Fold repressed Fold
number  gene anaerobically repressed
aerobically
b0409 secF Preprotein trnaslocase subunit SecF. 6.26 8.48
Intracellular trafficking secretion and
vesicular
b0857 potl  ABC-type spermidine/putrescine 5.02 6.06
transport system permease
component |1
b0862 artQ  ABC-type arginine transport system, 4.02 5.58
permease component
b0893 serS  Seryl-tRNA synthetase 9.62 6.57
b1100 vefH  Mg-dependent DNase 4.03 5.79
b1215 kdsA  3-deoxy-D-manno-octulosonic acid 8.71 13.69
(KDO) 8-phosphate synthase
b1493 gadB  Glutamate decarboxylase and related 6.80 15.66
PLP-dependent proteins
b1788 voal  Hupothetical protein 5.40 4.24
b1929 vedE  Predicted transporter component 4.99 494
b2068 aid4A  3-methyladenine DNA 4.29 5.64
glycosylase/8-oxoguanine DNA
glycosylase
b2075 vegN  Cation/multidrug efflux pump 5.95 4.23
b2199 cemC  ABC-type transport system involved 4.15 5.69
in cytochrome c biogenesis,
permease component
b2433 yfeZ  Hypothetical protein 7.25 4.40
b2845 vgeG  Amino acid permease 4.64 4.03
b2907 ubiH  2-polyprenyl-6-methoxyphenol 4.73 941
hydroxylase and related FAD-

dependent oxidoreductases
b3027 vgiZ  Putative inner membrane protein 431 754

b3491 vhiM  Putative inner membrane protein 4.08 4,04
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Predicted membrane protein
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Supplementary Material. Méndez-Ortiz et al.,

Table S1. Induced genes in a DyddV-dos::kan strain in cultures grown in aerobic conditions

Gene b number Induction fold Description
ygeJ b2854 2381 conserved protein, lysozyme-like
yfio b2595 9.0 putative lipoprotein
tpr b1229 8.8 a protamine-like protein
acrD b2470 8.1 aminoglycoside/multidrug efflux pump (RND family)
VhfR b3375 7.5 putative transcriptional repressor (GntR family)
oppB b1244 7.2 oligopeptide transport protein (ABC superfamily,
membrane)
ycbO b0936 7.0 alkanesulfonate transport protein (ABC superfamily,
peri_bind). Putative aliphatic sulfonates binding protein
yfaS b2228 7.0 putative membrane protein
rstB b1609 6.8 sensory histidine kinase in two-component regul atory
system with RstA
cysC b2750 6.7 adenosine 5'-phosphosulfate kinase
yeeU b2004 6.5 unknown
xdhA b2866 6.4 putative xanthine dehydrogenase subunit, molybdenum
cofactor-binding domain
yqiK b3100 6.2 hypothetical protein
prsd b1207 6.0 phosphoribosyl pyrophosphate synthetase
kdgT b3909 59 2-keto-3-deoxy-D-gluconate transport protein (KDGT
family)
ybbd b0500 58 hypothetical protein
0xyR b3961 58 transcriptional regulator of oxidative stress, regulates
intracellular hydrogen peroxide (LysR family)
pspF b1303 58 transcriptional activator of phage shock (EBP family)
yohF b2137 58 putative oxidoreductase
tesB b0452 57 acyl-CoA thioesterase I
insA b4294 5.6 KpLE2 phage-like element; 1S1 protein InsA
Int b0657 55 apolipoprotein N-acyltransferase, copper homeostasis
protein, inner membrane
yigM b3827 54 putative transport protein
hycE b2721 54 large subunit of hydrogenase 3 (part of FHL complex)
arcA b4401 53 negative response regulator of genes in aerobic pathways,
(sensors, ArcB and CpxA). Response regulator in two-
component regulatory system with ArcB (or CpxA),
regulates respiratory and fermentative metabolism (OmpR
family)
celB b1737 52 PEP-dependent phosphotransferase enzyme |1 for
cellobiose, arbutin, and salicin. PTS family enzyme I1C,
cellobiose/arbutin/salicin sugar-specific
vqgE b2948 51 hypothetical protein
yjhQ b4307 5.0 KpLE2 phage-like element; conserved protein
yiaH b3561 5.0 putative membrane protein
VIiN b2445 49 CPZ-55 prophage
yihl b3866 4.9 hypothetical protein
allB b0512 4.8 allantoinase



ydaL
pmrD
ydiB

ybgG
glnD

yfeM
yneC

sdaC
intA
yzzZ
yfaVv
yifo
yfhP

glnL
ychC
phoM

ydbT
yeiM
yrbB
mutD
nlp
fadD

gloB
niw

nrdA
hofQ

yhaN
cadB
yIbH
yjhR

rfbA
yejB

rpsE
7
yhaA
yiiWw
tnaA
¥dfo
dacD

b1340
b2259
b1692

b0732
b0167

b2326
b1518
b2796
b2622
b1424
b2246
b3776
b2531

b3870
b1209
b4398

b1394
b2188
b3191
b0215
b3661
b1805
b2878
b0212
b4197

b2234
b3391

b4470
b4132
b0499
b4308

b2039

b2178

b3303
b2626
b3115
b4347
b3708
b1554
b2010

4.8
4.8
4.7

4.7
4.7

4.7
4.6
4.6
45
45
45
45
45

4.4
4.4
4.4

4.4
4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
4.2
4.2

4.2
4.2

41
41
41
41

41

41

41
41
4.0
4.0
4.0
4.0
4.0

hypothetical protein
polymyxin resistance protein B
putative oxidoreductase shikimate 5-dehydrogenase,
NAD(P)-binding
putative sugar hydrolase
catalyzes the uridylylation or deuridylylation of the PlI
nitrogen regulatory protein
putative transporting ATPase
hypothetical protein
putative serine transport protein (HAAAP family)
CP4-57 prophage; integrase
putative glycoprotein
putative transport protein (MFS family)
uncharacterized protein conserved in bacteria
Fe-S cluster-containing transcription factor. Repressor of
iscRSUA operon
glutamine synthetase
outer membrane lipoprotein LolB precursor
catabolic regulation response regul ator. Response regul ator
in two-component regulatory system with CreC, regulates
catabolic regulation (OmpR family)
enoyl-CoA hydratase
putative phopshatase/sul phatase. Putative sulfatase
hypothetical protein
DNA polymerase 111 subunit epsilon
lipoprotein-28, possible binding protein
acyl-CoA synthase
putative oxidoreductase, Fe-S subunit
putative hydroxyacylglutathione hydrolase
L-xylulose 5-phosphate 3-epimerase. Putative hexul ose-6-
phosphate isomerase
ribonucl eoti de-di phosphate reductase al pha subunit
putative transport protein, possibly in biosynthesis of type
IV pilin
hypothetical protein
lysine/cadaverine transport protein (APC family)
hypothetical protein
KpLE2 phage-like element; frameshift suppressor contains
phospolipase D/nuclease
dTDP-glucose pyrophosphorylase. glucose-1-phosphate
thymidylyltransferase
putative oligopeptide transport protein (ABC superfamily,
membrane)
30S ribosomal protein S5
CP4-57 prophage
acetate/propionate kinase
LexA regulated, possible SOS response
tryptophan deaminase, PL P-dependent. Tryptophanase
probable lysozyme from lambdoid prophage Qin
D-carboxypeptidase, penicillin-binding protein 6b.
Penicillin binding protein 6b



fhuE b1102 4.0 outer membrane pore protein, receptor for Fe(l11)-coprogen,
Fe(l11)-ferrioxamine B and Fe(l11)-rhodotrulic acid. Outer
membrane receptor for ferric iron uptake




TABLE S2. INDUCED GENES IN A DYDDV-DOS::KAN STRAIN IN CULTURES GROWN
IN ANAEROBIC CONDITIONS

Gene b number Induction fold Description
ygaQ b2654 18.2 hypothetical protein
yahK b0325 18.0 predicted oxidoreductase, Zn-dependent and NAD(P)-
binding
ydaC b1347 174 Rac prophage; predicted protein
rne b1084 154 fused ribonucleaseE: endoribonuclease/RNA-binding
protein/RNA degradosome binding protein
yeeZ b0983 14.7 predicted exopolysaccharide export protein
yeaG b1783 14.7 conserved protein with nucleoside triphosphate hydrolase
domain
era b2566 144 GTP-binding protein Era
dksA b0145 124 DNA-binding transcriptional regulator of rRNA
transcription, DnaK suppressor protein
fecA b4291 121 KpLE2 phage-like element; ferric citrate outer membrane
transporter
pixA b4195 11.9 L-ascorbate-specific enzyme 1A component of PTS
yegB b1188 10.8 hypothetical protein
yfhH b2561 10.7 hypothetical protein , predicted DNA-binding
transcriptional regulator
hlyE b1182 104 hemolysin E
rplL b3986 10.3 50S ribosomal protein L7/L12
VkfT b0245 10.0 CP4-6 prophage; toxin of the Ykfl-YafW toxin-antitoxin
system
ptsl b2416 9.9 PEP-protein phosphotransferase of PTS system (enzyme)
cspF b1558 94 Qin prophage; cold shock protein
vgeG b2778 9.2 hypothetical protein
insH b1370 9.1 Rac prophage; 1S5 transposase and trans-activator
yedK b1931 8.5 hypothetical protein
gph b3385 84 phosphoglycol ate phosphatase
asr b1597 8.3 acid shock protein precursor
gatR b4498 8.3 pseudo
ybaQ b0483 8.1 hypothetical protein, predicted DNA-binding transcriptional
regulator
yjiQ b4339 8.1 predicted transposase
vegJ b2071 8.0 hypothetical protein
vgiH b3059 8.0 hypothetical protein
cysw b2423 7.8 sulfate/thiosulfate transporter subunit
ypdH b2387 1.7 predicted enzyme |1B component of PTS
yncC b1450 7.6 predicted DNA-binding transcriptional regulator
yhbY b3180 7.5 predicted RNA-binding protein
allP b0511 7.5 predicted allantoin transporter
hofG b3328 7.3 pseudopilin, cryptic, general secretion pathway
smpB b2620 7.2 SsrA-binding protein
frdC b4152 7.2 fumarate reductase subunit C
nadC b0109 7.0 ni cotinate-nucleotide pyrophosphorylase
osmB b1283 7.0 lipoprotein
htrE b0139 7.0 predicted outer membrane usher protein

insN b4283 7.0 KpLE2 phage-like element; partial regulator of insertion



ynakE

idnK

minD

ygdP
nth

hyfA
ybjX
zrasS

hyiV
ygcE
ygeK

ymfL

purF
gtrd

ydiY
¥qiC
ybbV
potC
yeeP

ydaY
rob

hybB

ompT

csgB
VijA

YigN
ldeC
ynfC
fgG
yecl
dcuR

rhsA
sriA

rpsT
ygeN
nuol
yaal
xseB
oM
ydjJ

caiT
yihH

b1375

b4268
b1175
b2830
b1633

b2481
b0877
b4003

b3514
b2776
b2849
b1147

b2312
b1210
b1751
b3042
b0510
b1124
b1999

b1366
b4396
b2995
b0565

b1041
b4360
b4257
b0186
b1585
b2504
b1902
b4124

b3593
b2702
b0023
b2858
b2281
b0013
b0422
b0681
b1774

b4298

6.9

6.9
6.9
6.9
6.8

6.8
6.7
6.7

6.6
6.6
6.6
6.4

6.4
6.4
6.4
6.4
6.3
6.3
6.3

6.3
6.2
6.2
6.2

6.2
6.1
6.1
6.1
6.1
6.1
6.1
6.0

6.0
6.0
6.0
6.0
6.0
59
59
59
5.8

5.8
5.8

element 1S911B
Rac prophage; predicted DNA-binding transcriptional
regulator
D-gluconate kinase, thermosensitive
membrane ATPase of the MinC-MinD-MinE system
dinucleoside polyphosphate hydrolase
DNA glycosylase and apyrimidinic (AP) lyase
(endonuclease I11)
hydrogenase 4, 4Fe-4S subunit
hypothetical protein
sensory histidine kinase in two-component regul atory
system with ZraR
multidrug transporter, RpoS-dependent
predicted kinase
hypothetical protein
el4 prophage; predicted DNA-binding transcriptional
regulator
amidophosphoribosyltransferase
glutamyl-tRNA reductase
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
spermidine/putrescine ABC transporter membrane protein
CP4-44 prophage; predicted GTP-binding protein,
pseudogene
Rac prophage; predicted protein
DNA-binding transcriptional activator
predicted hydrogenase 2 cytochrome b type component
DL P12 prophage; outer membrane protease V11 (outer
membrane protein 3b)
curlin nucleator protein, minor subunit in curli complex
hypothetical protein
conserved inner membrane protein
lysine decarboxylase 2, constitutive
hypothetical protein
hypothetical protein
predicted ferritin-like protein
DNA-binding response regulator in two-component
regulatory system with DcuS
rhsA element core protein RshA
glucitol/sorbitol-specific enzyme 11C component of PTS
30S ribosomal protein S20
hypothetical protein
NADH dehydrogenase subunit |
hypothetical protein
exodeoxyribonuclease VIl small subunit
predicted outer membrane porin
predicted oxidoreductase, Zn-dependent and NAD(P)-
binding
L-carnitine/gamma-butyrobetai ne antiporter
KpLE2 phage-like el ement; predicted |lyase/synthase



aefd
mscL
yceP
xylF
yceA
ldhA
htgA
ydcC
pinR
insO

pspF
yfhR
yfhR
celB

yibl
yhbG

el

YjhP
yncE
rpmG
allD

yaeR
ydcH
hybA
purC

insD

yacH
ebgC
vgdl

rmf’

map
thiH
ispB
ydhO
iy
ygiD
smtA

kdpE

yfeC
ydfc
yhbQ

hyfl
phnM
yahM

b0465
b3291
b1060
b3566
b1055
b1380
b0012
b1460
b1374
b0257

b1303
b2534
b0225
b1737

b3598
b3201

b2506
b4306
b1452
b3636
b0517
b0187
b1426
b2996
b2476

b1578

b0117
b3077
b2809
b0953
b0168
b3990
b3187
b1655
b4402
b3098
b0921

b0694

b2398
b1573
b3155
b2489
b4095
b0327

5.8
57
57
5.6
5.6
5.6
5.6
55
55
55

55
55
55
55

54
54

54
54
54
54
5.3
5.3
5.3
5.3
5.3

5.3

52
52
52
51
51
51
51
51
51
5.0
5.0

5.0

5.0
5.0
5.0
5.0
5.0
5.0

fused conserved protein
large-conductance mechanosensitive channel
hypothetical protein
D-xylose transporter subunit
hypothetical protein
D-lactate dehydrogenase
hypothetical protein
hypothetical protein
Rac prophage; predicted site-specific recombinase
CP4-6 prophage; partial transposase of insertion element
ISO11A
DNA-binding transcriptional activator
predicted peptidase
predicted toxin of the Y afQ-DinJ toxin-antitoxin system
N,N'-diacetylchitobiose-specific enzyme 11C component of
PTS
predicted inner membrane protein
predicted transporter subunit: ATP-binding component of
ABC superfamily
hypothetical protein
KpLE2 phage-like element; predicted methyltransferase
hypothetical protein
50S ribosomal protein L33
ureidoglycolate dehydrogenase
predicted lyase
hypothetical protein
hydrogenase 2 4Fe-4S ferredoxin-type component
phosphoribosyl aminoimidazol e-succinocarboxamide
synthase
Qin prophage; 1S2 insertion element transposase InsAB', C-
ter fragment (pseudogene)
hypothetical protein
cryptic beta-D-galactosidase, beta subunit
hypothetical protein
ribosome modulation factor
methionine aminopeptidase
thiamine biosynthesis protein ThiH
octaprenyl diphosphate synthase
predicted lipoprotein
hypothetical protein
hypothetical protein
predicted S-adenosyl-L-methionine-dependent
methyltransferase
DNA-binding response regulator in two-component
regulatory system with KdpD
predicted DNA-binding transcriptional regulator
Qin prophage; predicted protein
hypothetical protein
hydrogenase 4, Fe-S subunit
carbon-phosphorus lyase complex subunit
hypothetical protein



ydiZ
treC
bep
afuB
proC
fixA
hybG
yedZ
relE

metN
yheD
thiF
ykiB
ilvC
YfaO
hcaB
yail
uxaC
yjdC
metQ

fhuD
ydbK

sriR
yif
insl
cpdB

yael
ybiB
yebG
intD
cadC
trmD
torY
cadA
yral
plsC
yail
ybaB
dinD
YOF
rnfC
yegV
fiml
sieB
puuA
ygeF
lar
araD

b1724
b4239
b2480
b0263
b0386
b1566
b2990
b1036
b1563

b0199
b3216
b3992
b0370
b3774
b2255
b2541
b0354
b3092
b4135
b0197
b0152
b1378

b2707
b3400
b0256
b4213

b0177
b0800
b0956
b0537
b4133
b2607
b1873
b4131
b3143
b3018
b3071
b0471
b3645
b2618
b1629
b1202
b4315
b1353
b1297
b2850
b1348
b0061

5.0
5.0
5.0
49
4.9
4.9
4.9
4.9
4.9

4.9
4.9
4.8
4.8
4.8
4.8
4.8
4.7
4.7
4.7
4.7
4.7
4.7

4.7
4.7
4.6
4.6

4.6
4.6
4.6
4.6
4.6
4.6
45
45
45
45
45
45
45
45
4.4
4.4
4.4
4.4
4.4
4.3
4.3
4.3

hypothetical protein
trehal ose-6-P hydrolase
thioredoxin-dependent thiol peroxidase
CP4-6 prophage; predicted ferric trasnporter subunit
pyrroline-5-carboxylate reductase
Qin prophage; predicted protein
hydrogenase 2 accessory protein
predicted inner membrane protein
Qin prophage; toxin of the RelE-RelB toxin-antitoxin
system
DL-methionine transporter subunit
predicted outer membrane protein
thiamine biosynthesis protein ThiF
hypothetical protein
ketol-acid reductoisomerase
predicted hydrolase
2,3-dihydroxy-2,3-dihydrophenylpropionate dehydrogenase
nucleoprotein/polynucl eotide-associated enzyme
glucuronate isomerase
predicted transcriptional regulator
DL-methionine transporter subunit
iron-hydroxamate transporter subunit
fused predicted pyruvate-flavodoxin oxidoreductase:
conserved protein/conserved protein/FeS binding protein
DNA-bindng transcriptional repressor
ribosome-associated heat shock protein Hspl5
CP4-6 prophage; 1S30 transposase
bifunctional 2',3'-cyclic nucleotide 2'-phosphodiesterase/3'-
nucl eotidase periplasmic precursor protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
DL P12 prophage; predicted integrase
DNA-binding transcriptional activator
tRNA (guanine-N(1)-)-methyltransferase
TMAO reductase I11 (TorY Z), cytochrome c-type subunit
lysine decarboxylase 1
predicted periplasmic pilin chaperone
1-acyl-sn-glycerol-3-phosphate acyltransferase
predicted transcriptional regulator
hypothetical protein
DNA-damage-inducible protein
hypothetical protein
electron transport complex protein RnfC
predicted adhesin
fimbrial protein involved in type 1 pilus biosynthesis
Rac prophage; phage superinfection exclusion protein
gamma-Glu-putrescine synthase
hypothetical protein
Rac prophage; restriction aleviation protein
L-ribul ose-5-phosphate 4-epimerase



yoaC b1810 4.3 hypothetical protein

dmsD b1591 43 twin-argninine leader-binding protein for DmsA and TorA
yiiL b2443 43 CPZ-55 prophage; predicted protein
nfi b3998 4.3 endonuclease V
vihO b3876 4.3 predicted transporter
pyrL b4246 43 pyrBl operon leader peptide
tolA b0739 43 cell envelope integrity inner membrane protein TolA
rpsC b3314 43 30S ribosomal protein S3
vefE b2910 43 protein that localizes to the cytokinetic ring
yeaC b1777 4.2 hypothetical protein
acrR b0464 4.2 DNA-binding transcriptional repressor
yfdH b2351 4.2 CPS-53 (KpLE1) prophage; bactoprenol glucosyl
transferase
rfaP b3630 4.2 kinase that phosphorylates core heptose of
lipopolysaccharide
vkgA b0300 4.2 predicted DNA-binding transcriptional regulator
yhdP b4472 4.2 conserved membrane protein, predicted transporter
vdhH b1640 4.2 anhydro-N-acetylmuramic acid kinase
vadF b0126 4.2 carbonic anhydrase
fliD b1924 4.2 flagellar capping protein
grokE b4142 4.2 co-chaperonin GroES
acrD b2470 4.2 aminoglycos de/multidrug efflux system
ybeY b0659 4.2 hypothetical protein
ordL b1301 4.2 gammea-Glu-putrescine oxidase, FAD/NAD(P)-binding
ripB b0641 41 minor lipoprotein
pheL b2598 41 pheA gene leader peptide
modA b0763 41 molybdate transporter subunit
ydbC b1406 41 predicted oxidoreductase, NAD(P)-binding
hdeB b3509 41 acid-resistance protein
yedl b1958 41 conserved inner membrane protein
trmE b3706 41 tRNA modification GTPase
yeil b2146 41 predicted oxidoreductase
rpml b1717 41 50S ribosomal protein L35
yifO b3776 41 hypothetical protein
yhhA b3448 41 hypothetical protein
yidK b3679 41 predicted transporter
cspG b0990 4.0 DNA-binding transcriptional regulator
gspK b3332 4.0 general secretory pathway component, cryptic
yeeT b0964 4.0 hypothetical protein
malM b4037 4.0 maltose regulon periplasmic protein
frvB b3899 4.0 fused predicted PTS enzymes: 11B component/I1C

component




TABLE S3. REPRESSED GENES IN A DYDDV-DOS::KAN STRAIN IN CULTURES
GROWN IN AEROBIC CONDITIONS

Gene b number Repression fold Description
seqA b0687 20.0 negative modulator of initiation of replication
gadB b1493 15.7 glutamate decarboxylase isozyme. Glutamate
decarboxylase, PLP-dependent, isozyme beta
kdsA b1215 13.7 2-dehydro-3-deoxyphosphooctonate aldolase
icl b4015 12.7 isocitrate lyase
yfbE b2253 11.8 putative aminotransferase
Vfid b2597 11.8 Putative yhbH sigma 54 modulator. Ribosome associated
factor, stabilizes ribosomes against dissociation
yeeD b0999 11.2 hypothetical protein
ychH b1205 10.5 hypothetical protein
moaA b0781 9.8 molybdenum cofactor biosynthesis protein A
hdeA b3510 9.6 unknown
ubiH b2907 94 2-octaprenyl-6-methoxyphenyl hydroxylase
vheA b3337 94 regulatory or redox component complexing with Bfr, iniron
storage and mobility
yhhD b3509 9.3 hypothetical protein
nikB b3477 9.0 nickel transport protein (ABC superfamily, membrane)
ygbE b2749 8.7 putative cytochrome oxidase subunit
yebO b1825 8.7 hypothetical protein
secF b0409 8.5 protein export protein SecF
lacY b0343 7.8 galactoside permease (lactose permease, M protein) (MFS
family)
leulL b0075 7.7 leu operon leader peptide
dasC b3781 7.6 thioredoxin
ygiZ b3027 7.5 hypothetical protein
yhhZ b3442 7.5 hypothetical protein
yedX b1034 7.3 hypothetical protein
idnT b4265 7.2 L-idonate transport protein (GntP family)
pqqlL b1494 7.2 putative zinc protease. Redox cofactor for pyrrologuinoline
guinone synthesis (cryptic in K-12)
pflB b0903 7.1 pyruvate formate lyase |, induced anaerobically
yeal b0913 7.0 putative recombination protein, metallo-hydrolase domain
entA b0596 7.0 2,3-dihydroxybenzoate-2,3-dehydrogenase
b0309 b0309 6.9 unknown
atpl b3739 6.9 ATP synthase subunit |
yeed b1003 6.8 unknown
rmf b0953 6.7 ribosome modulation factor
ymgE b1195 6.6 transglycosylase asociated protein
ygeA b2785 6.6 23S rRNA (uracil-5-)-methyltransferase
pepB b1278 6.6 Non-essentia phosphatidylglycerophosphate phosphatase,
membrane bound. Phosphatidylglycerophosphate
phosphatase B
serS b0893 6.6 seryl-tRNA synthetase
frdD b4151 6.4 fumarate reductase subunit D
shid b1981 6.1 Shikimate and dehydroshikimate transport protein (MFS

family). Shikimate transporter



cpxA
potl
b1364
iR
ynaJ
yefH
pepT
gltd
ccemC
glgA
alkA
argD

codA
artQ

uspB
ydgK
yihl

cspE
dsbB
rpIN
b1085
galR

gltk

adiY

pdxY
eno
vdhR

yfaA
kch

yedN
yaeR

ompC
ugpA

yedE
fmt
mreD

yvadH
araJ

yneE
ompA
lysP

b3911
b0857
b1364
b1950
b1332
b1100
b1127
b0720
b2199
b3429
b2068
b1748

b0337
b0862

b3494
b1626
b4299

b0623
b1185
b3310
b1085
b2837

b0653

b4116

b1636
b2779
b1667

b2230
b1250
b4495
b0187
b2215
b3452

b1929
b3288
b3249
b0128
b0396

b1520
b0957
b2156

6.1
6.1
5.8
5.8
5.8
5.8
57
57
57
57
5.6
5.6

5.6
5.6

5.6
55
55

54
54
5.3
5.3
5.3

5.3

52

51
51
51

51
5.0
5.0
5.0
5.0
5.0

4.9
4.9
4.9
4.9
4.8

4.8
4.8
4.8

two-component sensor protein
putrescine transport protein (ABC superfamily, membrane)
Rac prophage
flagellar biosynthesis protein
hypothetical protein
putative hydrolase
peptidase T
citrate synthase
heme export protein (ABC superfamily, membrane)
glycogen synthase
hypothetical protein
bifunctional N-succinyldiaminopimelate-
aminotransferase/acetylornithine transaminase protein
cytosine deaminase
arginine 3rd transport system permease protein (ABC
superfamily, membrane)
universal stress protein UspB
putative oxidoreductase
KpLE2 phage-like element; putative transcriptional
repressor (IcIR family)
cold shock protein E
disulfide bond formation protein B
50S ribosomal protein L14
unknown
repressor of galETK operon. Transcriptional repressor for
galactose utilization (GalR/Lacl family)
glutamate/aspartate transport protein (ABC superfamily,
membrane)
putative ARAC-type regulatory protein. Transcriptional
activator of the arginine decarboxylase system (AraC/XylS
family)
pyridoxine kinase
phosphopyruvate hydratase
protein ofunknown function. ydhR likely belongsto a
recently identified group of mono-oxygenase proteins
hypothetical protein
putative potassium channel protein (VIC family)
hypothetical protein
putative enzyme
outer membrane pore protein
sn-glycerol 3-phosphate transport protein (ABC
superfamily, membrane)
putative transport system permease protein
methionyl-tRNA formyltransferase
rod shape-determining protein
putative transport protein (ABC superfamily, membrane)
arabinose polymer transport protein (MFS family). Involved
in either transport or processing of arabinose polymers
hypothetical protein
outer membrane protein
lysine-specific permease (APC family)



ybhT
YbfB
oppF

yeiG
ybbY
agaD
rpiA
gadC

rplE
gadE
rhaT
yidH
yfeZ

uspA
leuA

p/kB
hemD
vgeT

YfiK
IsrA

cfa

yegN
hcaT

YgR
yjeP
ptsG

ebgA
cyoD
rpiR

yeiM
citT
yjio
ybiR
yieO
cutF
ynal
yciB
yhiM
pgk
sgaH

def

b0762
b0702
b1247

b2154
b0513
b3140
b2914
b1492

b3308
b3512
b3907
b3676
b2433
b3495
b0074
b1723
b3804
b2952
b2578
b1513

b1661

b2536
b3087

b1965
b4159
b1101

b3076
b0429
b4089

b2164
b0612
b4337
b0818
b3754
b0192
b1330
b1254
b3491
b2926
b4196

b3287

4.8
4.8
4.7

4.7
4.7
4.6
4.6
4.6

46
45
4.4
4.4
4.4
4.4
4.4
4.4
4.3
4.3
4.3
4.3

4.3

4.2
4.2

4.2
4.2
4.2

4.2
4.2
4.2

4.2
4.2
41
41
41
41
41
4.0
4.0
4.0
4.0

4.0

unknown
hypothetical protein
homolog of Salmonella ATP-binding protein of
oligopeptide ABC transport system
putative esterase
possible uracil transporter. Putative transport protein
PTS system, N-acetylglucosamine enzyme |1D component 1
ribose-5-phosphate isomerase A
putative glutamate:gamma-aminobutyric acid antiporter
(APC family)
50S ribosomal protein L5
putative regulator
L-rhamnose:H+ symporter (DMT superfamily)
hypothetical protein
hypothetical protein
universal stress protein A
2-isopropylmal ate synthase
6-phosphofructokinase I1; suppressor of pfkA
uroporphyrinogen-I11 synthetase
hypothetical protein
putative transport protein
putative ATP-binding component of atransport system;
essential for aerobic growth. Putative sugar transport protein
(ABC superfamily, atp_hind)
cyclopropane fatty acyl phospholipid synthase.
Cyclopropane fatty acyl phospholipid synthase
(unsaturated-phospholipid methyltransferase)
multidrug transport protein (RND family)

MFS (major facilitator superfamily) transporter. Putative 3-
phenylpropionic acid transport protein (MFS family)
putative NAD(P)-binding dehydrogenase
putative periplasmic binding protein
PTS family enzyme 11C (N-terminal); enzyme 1IB (C-
terminal), glucose-specific
evolved beta-D-galactosidase, apha subunit; cryptic gene
cytochrome o ubiquinol oxidase, subunit 1V
transcriptional repressor of ribose catabolism (RpiR/Y ebK
family)
putative transport protein (NUP family)
citrate:succinate antiporter (DASS family)
multidrug transport protein (MFES family)
putative transport protein
putative transport protein (MFS family)
copper homeostasis protein (lipoprotein)
putative transmembrane protein
putative intracellular septation protein
putative transport protein
phosphoglycerate kinase
3-keto-L-gulonate 6-phosphate decarboxylase. Probable
hexul ose-6-phosphate synthase
peptide deformylase



yqeG b2845 4.0 putative transport protein (HAAAP family)




TABLE S4. REPRESSED GENES IN A DYDDV-DOS::KAN STRAIN IN CULTURES
GROWN IN ANAEROBIC CONDITIONS

Gene b number Repression fold Description
rfiT b3793 144 putative enterobacterial common antigen polymerase
gadE b3512 10.2 DNA-binding transcriptional activator
serS b0893 9.6 seryl-tRNA synthetase
vhaH b3103 94 predicted inner membrane protein
yidH b3676 9.2 conserved inner membrane protein
ulaB b4194 9.0 L-ascorbate-specific enzyme I1B component of PTS
kdsA b1215 8.7 2-dehydro-3-deoxyphosphooctonate aldolase
vdbH b1381 8.5 hypothetical protein
fecB b4290 8.5 KpLE2 phage-like element; iron-dicitrate transporter
subunit
hybC b2994 7.8 hydrogenase 2, large subunit
mgtA b4242 7.7 magnesium transporter
rarD b3819 7.5 hypothetical protein. predicted chloramphenical resistance
permease
yfeZ b2433 7.3 hypothetical protein, predicted inner membrane protein
rpoA b3295 6.9 DNA-directed RNA polymerase subunit alpha
mtlR b3601 6.8 DNA-binding repressor
gadB b1493 6.8 glutamate decarboxylase B, PL P-dependent
wza b2062 6.4 lipoprotein required for capsular polysaccharide
translocation through the outer membrane
rnfE b1632 6.4 NADH-ubiguinone oxidoreductase
secF b0409 6.3 protein export protein SecF
mdtB b2075 59 multidrug efflux system, subunit B
cydA b0733 5.8 cytochrome d terminal oxidase, subunit |
ritF b4481 57 4-alpha-L-fucosyltransferase
phnE b4104 5.6 phosphonate/organophosphate ester transporter subunit
setB b2170 55 lactose/glucose efflux system
cobT b1991 ni coti nate-nucl eotide--dimethyl benzimidazole
phosphoribosyltransferase
vgfX b2896 54 hypothetical protein
yoal b1788 54 hypothetical protein
hemD b3804 54 uroporphyrinogen-I11 synthetase
ygbE b2749 54 conserved inner membrane protein
uxaA b3091 53 altronate hydrolase
cheB b1883 52 chemotaxis-specific methylesterase
kdpB b0697 52 potassium-transporting ATPase subunit B
rplF b3305 52 50S ribosomal protein L6
yifL b4218 51 predicted inner membrane protein
vbdJ b0580 51 hypotetical protein, predicted inner membrane protein
glgC b3430 5.0 glucose-1-phosphate adenylyltransferase
nipl b3163 5.0 hypothetical protein
potl b0857 5.0 putrescine transporter subunit: membrane component of
ABC superfamily
cpxA b3911 5.0 two-component sensor protein
yedE b1929 5.0 predicted inner membrane protein
yhjC b3521 4.9 predicted DNA-binding transcriptional regulator



yhiX
yedA
cycA
yqf4
ynfB
yigA
fimC
atpF
yfeJ
ubiH
hycC
yqeG
dcuB
yhjWw
rpsK
yeeW
yeceL
uspB
pepQ
yeiH
exuR
sgeX

rpsH
rpmD
acrB
srlE
ydfD
ybdN
yial
ygizZ
icid
alkA
chpB
ybiC
farR

yneJ
fecD

cemC
cysG

yhhH
yjiK
atpE
PrpE
brnQ
yhiM
yhaO

b3381
b1959
b4208
b2899
b1583
b3810
b4316
b3736
b2322
b2907
b2723
b2845
b4123
b3546
b3297
b0967
b1065
b3494
b3847
b2158
b3094
b4305

b3306
b3302
b0462
b2703
b1576
b0602
b3573
b3027
b2916
b2068
b4225
b0801
b0703

b1436
b4288

b2199
b3368

b3483
b4333
b3737
b0335
b0401
b3491
b3110

4.9
49
4.8
4.8
4.8
4.8
4.8
4.8
4.7
4.7
4.7
4.6
4.6
4.6
4.6
45
45
45
45
4.4
4.4

4.4

4.4
4.4
4.4
4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
4.3
4.3

4.2
4.2

4.2
41

41
41
41
41
41
41
41

predicted amino acid racemase
predicted inner membrane protein
D-alanine/D-serine/glycine transporter
predicted oxidoreductase, inner membrane subunit
hypothetical protein
hypothetical protein
chaperone, periplasmic
ATP synthase subunit B
predicted transporter
2-octaprenyl-6-methoxyphenyl hydroxylase
NADH dehydrogenase subunit N
predicted transporter
C4-dicarboxylate antiporter
predicted metal dependent hydrolase
30S ribosomal protein S11
predicted methyltransferase
predicted drug efflux system
universal stress protein UspB
proline dipeptidase
conserved inner membrane protein
DNA-binding transcriptional repressor
KpLE2 phage-like element; predicted endoglucanase with
Zn-dependent exopeptidase domain
30S ribosomal protein S8
50S ribosomal protein L30
multidrug efflux system protein
glucitol/sorbitol-specific enzyme 1B component of PTS
Qin prophage; predicted protein
hypothetical protein
predicted hydrogenase, 4Fe-4S ferredoxin-type component
conserved inner membrane protein
chromosome replication initiation inhibitor protein
3-methyl-adenine DNA glycosylase I
toxin of the ChpB-ChpS toxin-antitoxin system
predicted dehydrogenase
DNA-binding transcriptional dual regulator, fatty-acyl-
binding
hypothetical protein
KpLE2 phage-like element; iron-dicitrate transporter
subunit
heme exporter subunit
fused siroheme synthase 1,3-dimethyluroporphyriongen 11
dehydrogenase and siroheme
ferrochelatase/uroporphyrinogen methyltransferase
hypothetical protein
hypothetical protein
ATP synthase subunit C
predicted propionyl-CoA synthetase with ATPase domain
predicted branched chain amino acid transporter (L1V-11)
conserved inner membrane protein
predicted transporter



ugpE
yefH
artQ
ymbD

yigN

b3451
b1100
b0862
b1045
b3832

41
4.0
4.0
4.0
4.0

glycerol-3-phosphate transporter subunit
predicted metallodependent hydrolase
arginine transporter subunit
hypothetical protein
predicted recombination limiting protein
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RESLIMEN

LacelulosalC M, 0O, esun biopolimere de gran Interés bistecrolégico. El presentetrabajo ofrece una revision breve delos

TR

aspeclos mas relevantes que conciernen a los determinantes genéticos y moleculares involucrados en La sintesis de celulosa
en bacterias. Bl andlisis de los genes de Acetobacter xylinum invalucrados en la sintesis de celulosa ha permitido |a
identificacian de varlas especies baclerianas capaces de producir celulosa, asi como |a elucidacidn de mecanismos
biasintétices gue invalueeran a la maoléeula reguiadasa c-di-GMP, sintetizada por proteinas que poseen dominios GGOEF,
Izt cuales estan ampliamente distribuid as entre las bacterias,

Palabras Clave: Celulosa sintasa, e-di-GMP, digeaniiaty ciclasa, deminios GODEF, fogfpdieserara,

ABSTRACT
Cellulose t'--g.Hn

3,), is a biopolymer of wide biotechnological inerest. The present work offers 4 short review about some

aspects of celiulose biosynthesis, its relevance and physiological function. The analyses of genes invalved in cellulase
biosynthesis from Acetabacter xylimurn have led to the identification of ather bacter la with the abil ity to produce cellulose
and ta the invalverment of the regulatory molecule c-di-GMP, which is synthesized by the broadly distributed proteing

passessing GO DEF domains.

Key Wards: Cellilose syathase, o-di-GMP, diguamilate cvcloze, GGDEF domalns, Phosphodiesterase.

InTRODUCCION
g |#celulosaesunbiopolimerolineal de wnidades fi=( 1,4)-

| intrinseco de la pared celular de las plantas (en forma
: ~ | de microfibrillas de 2 a 20 nm de didmetro v de 1002
40,000 nm de largo) que forma una red con otros polimeros de
carbohidratos (Fig. 1), Es la fuente de carbono renovable mas
ahundante en lanaturaleza deampliointerds bioldgico va que es
indispensable como materia prima de madera, papel y en la
industria textil, La producciin de celulosa se ha considerado
propia de organismos del reino de las plantas, sin embargo, el
andlisis de los mecanismos y rutas biosintéticas para la
produceion de celulosa se basa principalmente en investigaciones
renlizadas enbacterias, Losestudios paraladeseripeidn molecular
de estos procesos han side realizados principalmente en
Acetobacter eplinum, una bacteria productora de celulosaen la
que se han identificado a los genes cuyos productos son

Nota: Articulo recibide el 05 de octubre del 2003 y aceptado el
25 de mayo del 2004,

requeridos en la sintesis de celulosa v el andlisis de proicinas
homdlogas a las de A, xplimunr, Estos estudios han permitida la
identificacidn de otras especies productoras de celuloss, como
las enterchacterias, lo cual permite ol empleo de miliples
herramientis moleculares bien establecidas para la descripeion
de las nutas biosinteticas ¥ regulatorias en f2 producciin de
celulosa*®, A continuacion, se hard una descripcion de los
proceses imoleculares requeridos para 1a sintesis de celuloga en
A xylinum v otras bacterias,

SINTESIS DE CELULDSA EM BACTERIAS
Acetobacter xylinum

Algunas bacterias producen celulosa (llamada también
biocelulosa o celulosa bacteriana)™*. La celulosa de plantas v
lacelulosa de bacterias tienen |a misrma estructura quimica, pero
diferentes propiedades fisicoquimicas'. Las bacterias
generalmente producen celulosa como un componente
extracelular para proteceiin de agentes meeanicos v quimicos,
asi como para facilitar 12 adhesion de células a tejidos
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Figura 1. Estructura de la celuloss.

huéspedes!™ %, Acetobacier xplimam ha sido ¢l modelo para el
estudio de sintesis de celulosa bacteriana, va que produce
celulosa pura como producto extracelular*'®, La via metabolica
para la sintesis de celulosa consiste en lo siguiente: La glucosa
es transportada & través de la membrana bacteriana por la
ghicosa permeasa y fosforiladapor la glucosa cinasa para formar
glucosa-6-fosfato, La glucosa-6-fosfato es isomerizada por |a
fosfoplucomutasa a glucosa- 1 -fosfato e cual es transformada a
ghucosa uriding-5"-difosfate (UDP-Gilucosa) por la UDPG
pirofosforilasa. Finalmente, la UDP-Glucosa es polimerizada a
celulosa por accion de la celulosa sintasa (CS; Fig. 2)'27,

La C3 se encuentra en asociacion con la proteing de unidn a
e-di-GMP (denominada CDGEP) a cual tiene afinidad por cl
gcido ciclice bis-(2,5")-diguanilico (c-di-GMP) que es un
activador alestérico reversible queregulalaactividad de la C5'
Elanilisisde la localizacicin celular de la C8 v la CDGRP sugiens
que ambas proteinas sc encuentran ancladas a la membrana
citoplasmica en contacto con otras dos proleines atn no

a partir de dos moléculas de trifosfato de guanidina (GTP; Fig,
3). La hidrolisis al dinucledtide lineal pGpli estd a cargo de una
fosfodiesterass membranal (PDEA1; Fig. 377, Detal forma que
el c-di-GMP penerade por la diguanilato ciclasa se une
principalmentea la proteina CDGBP, evitande asi, 1 degradacidn
por PDEAT {Fig. 3). La velocidad del proceso de polimerizacion
estd dada por el nivel celular de c-di-GMP libre, el cual esta
regulade por la concentracion de iones K~ intracelulares. La
aspeiacion estructural de CDGRP con la CS, promucve la
activacion de la CS v por tanto, la sintesis de celulosa®,

En A. xplinum, 12 concentracion intracelular de e-di-GMP esid
medinda por la pecidn opuesta de las enzimas DGO v FDEA, las
cuales estin codificadas en tres operones independientes (Fig.
4}, Cada una de las tres proteinas DGC {codificadas por los genes
cdgl cdg 2, cdgd) y lastres proteinas PDEA (codificadas por los
genes pded i, paedl v pded3), comparten homologia en sus
dominios estructurales. Estudios realizados en cepas

i

identificadas que forman un poro de estructura compleja
a través- del cual, las cadenas nacientes de celulosa
emergen ¥ forman cristales (Fig. 31",

ORGANIZACION GENETICA

Laorganizacion de los genes mvolucrados en el operdn de
sintesis de celulosa de 4. xpdimam (operdn Goy por las
siglas en inglés bacrerind cellulose synthesis) fue
inicialmente descrita a través del aislamiento de mutantes

LI G- n5a Cifkes a
Pirefrsforilasa Ffeghucemima

CELULOSA
3 o Fuerade la péaka
o s v e Jcaa pemensa Dierern de la célula
UOA-Glecosa Gheoza

Glucasa-1-F - —
Ghcosa-B-P

deficientes en sintesis de celulosa{Cel”) de las cepa 1306
YATCCS3582 ded. pplirnm *, Cuatro genes oreanizados

Flgura 2. Reacciones involucradas en la sintesis de colulosa.

en un operon (besABCD) fueron suficientes para
reestablecer el fenotipe Cel” vy esenciales para la sintesis
de celulosa in wive en donde el gen besd codifica parala
C5, el bexBeodifica para la CDGBP v 1oz genes besCy benld
no han sido caracterizados, sin embargo, se les atribuyen
funciones de ensamblaje de los polimeras de glucosa para
suposteriorexeracion alexteriorde lacélula®™®, El andlisis
de mutantes Cel de 4. xyfinem permitic la identificacion
deun segundo gen que codifica para una celulosa sintasa
{@esAlf), el cual no e requerido pam la produccidn de
celulosa cuando las células erecen bajo condiciones de
laboratorio®,

b

EL recuLaDOR c-DI-GMP
Laenzimadiguanilato ciclasa{ DGO sintetiza el c-di-GMP

Figura 1. Modelo para la sintesis de colulosa en A splinum. DGC,
diguanilate ciclasa; PDEAT, fosfadiesterasa 1; PDES, foslodiesterasa
B; COGEP, protelna de wmitn a c-di-GMP; C5, celulosa sintasa.
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leguntinasarum b, frifolii deficiente en la produccion de
celulosa. El resultado fue que los tres genes diferentes
con el dominio GGDEF complementaron la produceion de
celulosa en la mutante de K. feguminosarem b, rifplil.
Estos datos gendlicos sugieren que profcinas com el
dominio GGDEF, possenactividad de diguanilato ciclasa®™.

Porotro lado, considerandeque 4. xylinum es un organismao
) aerdbico estricto, ¢l ¢-di-GMP podria actuar como una

Figura 4. AgfD regula la transcripclén del operdn agfA8 v el gen adv.
AgiD activa la sintesls de AdrA quien estimula la produccidn de
celulosa quizds por unidn fisica con la C5 [celulosa sintasa)l.

recombinantes de mutantes on varias regiones de los tres
operones, muesiran que hay una jerarquia funcional en donde
cloperdn cop/ esla fuente del 30% de la actividad enzimatica de
DGCy PDEA v 105 operones cde? y odpd contribuyen con el 15
v 3% delaactividad, respectivamente. El andlisiz comparativo de
lus secuencias de aminoacidos de estas proteinas, revela un alto
grado de identidad estructural en cada prupo de isoenzimas, Las
seis profeinas contienen los dominios GGDEF y EAL en las
regiones decarboxilo terminal (C-termimal) y posibles dominios
sensores en el amino terminal {N-terminal). La identificacion de
los domintos GGDEF v EAL compartidos por las enzimas DGC v
PDEA v encontrados en numercsas proteings bacierianas de
funcion no definida, sugiere que ambos dominios eslin
involucrados en mecanismos de regulacion conservados, que
podrian estar coordinando distintas actividades requeridas, en
diversas prodeinas endonde el c-di-GMP estd involucrado como
und melécula reguladora™*.

Domnios GGDEF oe DGC v PDEA

Eldominio GGDEF estd ampliamente distribuido en procariotes
¥ fue nombrado de esta manera debido al patrén de secuencia
conservada de aminoacidos GG[DE]J[DE]JF. Un andlisis de
secuencias realizado mediante el programa PSI-BLAST(MCBI,
Baltimore MD) para buscar homalogos de la familia GGDEF,
mastrd que varias bacterias contienen de [2 a 22 homdlogos en
su genoma. De estas homologias se dedujo que el domina
procaridtico GGDEF, podria tener la funcién de una enzima
regulatoria involucrada en la ciclizacion de nucledtidos, conun
plepamiento similar al del dominio catalitico de las ciclasas de
BUCATIOIEs™

Para proshar lahiphtesis deque los dominios GGDEF endiferentes
proteinas tienen actividad de ¢-di-GMP sintasa, se realizaron
experimentos de complementacidn genética, empleando tres
genes diferentes que codifican para proteinas GGDEF, Los
genes empleados fueron celR2 (Rbizobiune lepumirasarum
biewar trifolif), dge ! {Acetabacter ol i)y whe K (Ercherichia
coif). Las proteings codificadas porestos penes, s6lo comparten
eldominio GGDEF. El experimentoconsistio en transformar con
plismidos de expresidn que acarrearan cada wno de estos
genes, & una cepa mutante en celf2 (c-di-GMP sintasa) de B,

sefial del estado metabdlico respecto a la tensidn de
oxigenn, ademds de funcionar como un activader de la
sintesis de celulosa®™*, Debido a que la produceion de
celuloza fagilita Ia formacion de una peliculaatravés de la
cual hay un contacto con la atmdosfera, un sistema de regulacion
basado en la respuesta a la tensién de oxigeno podria estar
operando en este procesa®,

Laproteina PDEA fue purificaday caracterizada, demostrando
que presenta en su extrema N=terminal un dominio PAS conun
grupo hemo, homélogo a los dominios PAS de sensores de
oxigenocoma laprateina FixL del género fhizobia. Sinembargo,
las proteinas FixL tienen en su extremo C-terminal un dominic
de histidina cinasa en lugar de un dominio fosfodiesterasa, Los
dominios PAS estin ampliamente distribuidos en bacterias,
argueas y eucariotes y estin frecuentemente correlacionados
con procesos de transduccidn de sefiales. Estos dominios
tienenun plegamiento tpice de cadenas aff ¥ comparten menos
del 15% de identidad de secuencias v estan acoplados a
actividades enzninaticas o dominios de unién 2 DA, Entre las
sefiales que detectan los dominios PAS seencuentra el oxigeno,
la luz, el voliaje, el potencial redox v los hidrocarburos aromdticos,
entre otras®!,

La proteinag PDEA de 4. xylinwgm es un sensor cuva region M-
Lerminal contiene un domino hemo-PAS con aproximadamente
¥ de identidad con 1z superfamilia PAS v en el extremo C-
terminal comparte aproximadamente 40% de identidad con
fosfodiesterasas presentes en més de 100 bacterias diferentes.
Esta fosfodiesterasa es enzimaticamente menos activa bajo
condiciones aerdbicas ¥ mis activa bajo condiciones
anaerdbicas, Lo completa actividad de la enzima depends de la
presenciadel grupo hemo, yaque laapoenzima tlene menos del
2% de la actividad de fosfodiesterasa que la holoenzima, La
actividad se recupera completamente, cuando 1a apoenzima se
reconstituye con hemina pare formar nuevamente la
holoenzima. " Como consecuencia, los niveles de c-di-GMP ¥
celulosa se espera que incrementen en presencia de oxigeno y
gue decaigen en condiciones de anaerobiosis, Las bacterias del
género Acetobacter son aerobios estrictos, asi gue las células
ancladas alapeficula de celulosa estin cerca de la superficie del
cultivo donde tienen mayor acceso a nuirientes, asi como
mayores tensiones de oxigeno para llevar a cabo la respiracidn.
Para A. xwlinem, la produccion de celulosa es un producto
Coslos0 en lErminos de fuente de carbono v energia™.
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SINTESIS DE CELULOSA EM OTRAS BACTERIAS

La regulacion de la sintesis de celulosa no estd limitada a 4.
apiinem. La produceion de fibras de celulosa son comunes en
géneros como Acetobacter, Agrobacteria, Rhizobia v
Enterobacteria de los coales se describirdn los procesos
bipsmtéticos a continuacion®<,

Agrobacterium tumefaciens

A diferencia de A, xylingm donde las fibrillas de celulosa son
sintetizadas en forma de listones que emergen de un polo de la
célula ¥ se unen para formar una pelicula de celulosa, en
Agrobacievinm tumefaciens, las fibrillas de celulosaemergen al
azaren diferentes gitios de lasuperficie celular™®_ Estas fibrillas
Juegan un papel importante ¢én la patogénesis y sirven para
dherir a la bacteria a células huésped de plantas'™*, En estas
bacterias, la produceidn de celulosa estd estimulada por la
presencia de células o extractos de plantas™, Con ¢l fin de
identificar a los genes que participan en el proceso de sintesis
de celulosa se utilizaron mutantes de la cepa A1045 de 4
tumefaciens deficientes en sintetizar celulosa’, El resultado de
este andlisis sugiere la presencia de dos operones orientados
divergentemente {celd BCy celDE) requeridos para la sintesis
de celulosa en A, mmefaciens. La secuencia de aminodcidos
eodificada por celd mostrd 30% de identidad y 50% de similited
con la secuencia de aminoacidos de la celulosa sintasa de A,
xplimm™, La homologia fire mayor en la region media de las
proteinas, sugiriendo que en esta region se localiza el sitio
activo, El gencelf codifica para una proteina de 698 aminodcidos
que contiens una regidn transmembranal en el extremo N-
terminal, sin embargo, esti profteina no tiene homologia con la
proteina COGBP de 4. xplirum. Experimentos realizados en
extractos celularesde 4, rimefaciens de lacepa A 1045, mostroron
que | incorporacidn de ¢-di-GMP no estimuld [a sintesis de
celulosa, sin embargo, en extractos de la cepade 4, fumefaciens
C38, si seobservo induecion de la sintesis de celulosa por c-di-
GMPF™, A no es clara la diferencia en la regulacidn de la
sintesis de celulosa en A. fumefaciens, pero posiblemente el
mecanismo sea diferente al de A xpilanm®™, El tercer gen del
operon, cef”, codifica para una proteina de 342 aminoacidos
con posibles dominios transmembranales, cuya secuencia de
aminadcidos mostrd una homologia significativa con varias -
endoglucanasas. Mutantes cn el gen cefC son deficientes en la
produccion de celulosa y experimentos in vitro sugieren que se
trata de v protedna de membrana, involucradz en latransferencia
de oliptmeros de celulosa de un transportador lipidico
intermediario en ¢l crecimiento de la cadena de celulosa, Los
perfiles de hidrofobicidad de los productos de los genes celD
v oelE sugieren que CelD s una proteing soluble v CelE tiene
un deminio transmembranal cercano al extremo C-lerminal y
datos experimentales sugleren que estas profeinas cstin
involucradas en la sintesis de intermediarios lipidicos en la
produccidn de celulosa™,

Hay un modelo propuesto para la sintesis de celulosa en A

tumefaciens en ¢l cual la UDP-glucosa estd unida primero a un
lipido a través del producto del gen celE para formar un
intermediario lipidice. Elpreducto del gen cell también puede
estar involucrado en esta reaceidon™. El intermediario lipido-
glucosaen el citoplasma sufre de modificaciones porel producto
del gen cel®, para entonces ser incorporado por CelA (celulosa
sintasa) alas cadenas de glucosa. El producto del gen celttiene
homuologia con varies endoglucanasas bacterianas, sin embargo,
en el proceso de sintesis de celulosa, CelC podria estar actuando
como una transferasa mas que una endoglucanasa, va que la
ingorporecion de la glucosaa las cadenas de celulosa requiersn
de celC v mutantes en este gen son incapaces de sintetizar
calulosa™,

Rhizoblum leguminosarum by, trifolii

En Rhizobiwm leguminosarum by, frifolii, se identificaron seis
genes involucrados en la sintesis do colulosa mediante una
mutagénesis al azar por transposicidn de una cepa
sobreproductora de celulosa™, Esta cepa se identificd por la
habilidad de unir ¢l colorante rojo congo, empleado en la
identificacidn de bacterias productoras de celulosa y fimbria
agregativa M, Elandlisis demicrografia de la cepamostri una
abundancia de miceo-fibrillas de celulosa, que emergen
radialmente de todas partes de la superficie celular,
diferenciandose muy claramente de los flagelos.

El tratamiento con celulosa resultd en la total desaparicion de
lus fbrillas™. Una mutagéncsis por transposicion permitic la
identificacion de seiz genes invelucrados en el proceso de
sintesisde celulosa en R, feguminosarum by, trifalil, Los genes
celdBC y celE som homalogos a los genes de A, fumefaciens v
se identificaron dos genes adicionales como posibles
regiladares de la sintesis de celulosa, ceflRT v celR2Y. Estos
genes cstdn organizados on un operdn ¥ comparten homaologia
con productos de genes involucrados en transduccion de
sefiales en sistemas de dos componentes. CelR1 comparte
hotmelogiacon la proteing histiding cinasa FixL de Rhizohiaque
e un sensor de oxigeno que participa junto con ¢l regulador
traseripeional Fixd en la regulacion transeripoional de genes de
fijacion de nitrogeno. Se ha demostrado que la proteina CelR2
tiene actividad de diguanilato ciclasa y ademis compare
homologia con las proteinas DivK ¥ Plel que son dos
reguladores transcripoionales de Coulobacter crescentay v
que son fosforilados por una misma histiding einasa PleC,
proteinas esenciales en la regulacitn de la division celular®,

Salmonella enterica serovar
Escherichia coli

En enterobacterias como Salmonella emerica serovar
Typhimurium y Escherichia coll también se ha detectado la
produccion de celulosa en morfotipos multicelulares”. La
multicelularidad es un comportamiento comim en bacterias
patogénicas y ambientales en ciertas ctapas del desarrollo que
les ofrece ciertas ventajas ecologicas, Las bacterias se benefician

Typhimurium ¥
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de la cooperacion multicelular para acceder a recursos que no
pueden ser utilizados efectivamente por células individuales™.

El comportamiento multicelular (morfotipo rdar) en Safmonella
enterica serovar Typhimurium estd caracterizado por la
formacidn de colonias extendidas y de superficie secaen placas
de cultivos en fase estacionaria, que construyen una red celular
v que se adhieren a superficies, mientras que en cultivos
Hguidos en fase estacionaria sc observan agregados de
células™. En el morfotipo rder, las células de 5. fuphinmrinm
en plecas de cultivo adicionadas con el coloramie rojo congao se
ahservan coma colonias de color rojo debido a la absorcion del
colorante porla produccion de celulosa y de fimbria agregativa,
linicamenteen fase estacionaria’®, Elmorfotipo rdaresta regulado
por el producte del gen @), un miembro de 12 familia de
reguladores transcripeionales Fixd™, El gen agfD forma parte del
operdon agfDEFG v regula la transeripeion del operdn agfd B
responsable de la hiosintesis de fimbria agregativa™®,

Porotro lado, AgfD regularanseripeionalmente al genaded, un
gen que codifica para la proteina transmembranal AdrA que
poseeun dominio GGDEF v custro dominios transmembranales,
la cual es un posible regulador de la produccion de celulosaque
comparte 75%, de identidad en su secuencia de aminodeidos con
la proteina YaiC de £ coli (Fig, 4%, La transcripeion de agfD
depende estrictarmente de la tensidn de oxigeno, obteniéndose
la expresidn mixima en medio rico bajo condiciones
microgerefilicas v enmediominimo bajo condiciones acrdhicas.
El merfotipo rdar es expresade bajo condiciones de maxima
expresion de agfl). Ademés del oxigena, el promator de agD
estaregulado por condiciones ambientales, como temperatura,
limitacion de nutrientes, osmolaridad, cantidad de hiemo
disponible en la células y pH. Mutantes en ¢l gen agfl} pierden
completamente lamulticelularidad™"".

Anidlizis imvivo han demostrado que el factor sigma Rpos (6°),
laproteina asocieda anucleoide H-MS v el factor transeripeional
MirA, influyen en la transeripeion del promotor de qm@ v la
regulacion en respuesta a la tensidn de oxigeno, estd mediada
a través de un compleje de reguladores que involucra a Dmph,
IHF y H-N3*“%%2, 5o g demostrade que OmpR funciona como

un activador, en su forma no fosforilada se une a un solo sitio
en el promotor de qgil), mientras que OmpR. fosforiledo(OmpR-
P tiene dos sitios deunidn. La proteina THF funciona como un
activedor del promotor deagT hajo condicionss microaerofilicas
pero no en condiciones aerdbicas, H-NS cs un activador del
promaotor de agfha nivel ranscripeional. Los sitios de union a
Ompl, [HF ¥ H-MS se sobrelapan, por 1o que se sugicre que la
enidn de una proteina favorece launion de las demis(Fig. 4744,

Una mutante en el gen agid, que codifica para la subunidad de
fimbriaagregativa resulta 2nla formacidn de colenias colorrosa
(morfotipo pdar) que no produce Bmbria y solamente produce
celulosa, Una mutacion en el gen aard o en rpoS{factor sigma
dela RNA polimerasa especifico de fase estacionaria), da lugar
inicamente & la produccion de fimbria v evita la produceidn de
celulosa, resultando colonias de color café (morfotipo bdary,

Ademias de fimbria agregativa, el segundo componente de los
maorfotipos multicelulares de 8. bphimuriem v E. coli es la
celulosa. Loz genes para la biosintesis de celulosa han sido
identificados mediante analisis de homologia de secuencins
conlos penes de A olinum, A, tumefociensy B, leguminosarum
bv. trifolii. Los genes pRil v v son parte del cluster de penes
w0, yhiN wiM oy wL que codifican para la subunidad
catalitica de Ia celulosa sintasa, la subunidad regulatoria de la
celulosa sintasa, una endo-1,4-P-glucanasa ¥ una
oxidorreduciasa respectivamente. Los genes whiChWAE han
sido renombrados bosd 850 v se expresan constitutivamente
{Fig. 5; Tablal). Lasintesis decelulosase llevaa cabo solamente
cuardo e expresa el pen aded. Sc ha propuesto que AdeA
inleractia con una o méas de las proteinas Bes causando, va sea,
la estabilizacion de estas proteinaz o bien, activando la
prodduccian de celuloza®,

Ln analisis de mutantes de Salmomella enteriditiz demostnd
que la celulos &5 un componente requerido para la formacion
de biopelicula. Mutantes deficientesen la produceion de celulosa
no maostraron alteraciones en cuanto a la capacidad de infectar
células huéspedes, sin embarpo, fueron mas sensibles al
tratamicnto con hipoclorito de sodio, por lo que, se sugiere que
la produccién de celulosa v la formacion de biopelicula en 5,
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Figura 5. Genes involucrades en la sintesls de celulosa en bacterias. Para identificacién de la funclén de los genes, véase Tabla |,
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Figura &. Homobogla de las proteinas Dos y YheK de E coli con
sus homdlogos de A, sylinum,

enteriditis le confieren proteccidn a las células contra
condiciones adversas del medio ambiente™, Ademas del operdn
berd 820, 1ahiosintesis de celulosa depende tarnbién del operdn
VhISTU presente en los genomas tanto de 5. fuphimurivm como
de £, coli, renombrado como operon fesEFG, en donde el gen
besE codifica para una probable proteasa, el gen fesF oo
comparte suficiente homologia para asignarle una posible
funeiny el gen ber? presenta homologinanivel denucléotidos
con un gen que codifica para una endoglucanasa de
Cellilomonas wda, Los tres genss del operdn bosEFG son
necesatios para |a sintesis de celulosa en 8. emterddis (Fig. 5;
Tabla 1'%,

Recigntements se reporto que La proteina Dos de £ codlf es un
sensor de oxigens que comparte homaologia a lo largo de toda
la extension de la proteina FDEA 1 de A, xplinme™. El gen dos
estd uhicado rio shajo del gen phe® cuyo producto tiens
homaologia con la DGCI de A, xyfinum y presenta actividad de
diguanilato ciclasa (Fig, 6. Datos recientes de nuestro
leboratorio sugieren que los genes dos y pheR forman un
operdn, el cual se transcribe Gnicamente en acrohiosis durante
Ia fase estacionaria v es regulado positivamente por RpoS. Este
sugiere que posiblemente la molécula -di-GMP esté siendo
sintetizada en E. coli ¥ participe en el procese de sfnlesis de
celulesa de manera similar ala de sus homblogos en A, cylimen
{Méndez-Ortiz, Tesis de Doctorado en procese).

Ademds de 8 fphimurivm v E. coli, otras enterobucterias
también producen celulosa, Clirobacier freundii cepa Fecd

A xylimuine A, tumefaciens | R leguminosaram | S gphimarinm E coli |
Celulosa sintasa bosd eeld eeld bosd besA
(DGBP besB celf cell beel b
Endoglucanasa besC cell celC hos? besZ
Diguanilato ciclass dgc! dged deged NR* celfi2 peift yhek
Fosfodiesterasa PeAl, pdedl, pdeds, MR MR ETM3388 dos
*NR. No repartado,
Tabla I. Genes que participan en la produceion de celulosa en bacterias,
[ PamAl expresa el morfotipo rdar (sintesis de fimbria y celulosa)a 28°C
(Aorplin v m ¥ Enferabacter sokazakii cepa Fec39 expresa ol morfotipo pdar
e ]
3% deatidad {sintesiz sdlo de celulosa) a 285C y 37°C* Enla Fig. 6 semuesira
e e un esquema de los penes requeridaes en la sintesis de celulosa
CCR - bcteriana.
i m—r— Funcion D proTeivas GGDEF
(el T La regulaciin por ¢-di-GMP no esth limitada a la sintesis de
S0t et e celulosa, Muchas bacterias que no producen celulosa tienen
. ] profteinas con dominios homdlogos a los de PDEAI de A
H;‘i‘fw m xpifminr®. La mayoria de estas protenas son de funcidn

desconocida, sin embargo, algunas de ellas participan como
reguladores en proceses de transicida de una fase de crecimiento
aotra. Como en el caso de la proteina codificada por el gen plel?
de Cawlobacter crescenfus, que es necesaria para la
diferenciacion caracteristica de flagelada (maétil) a no flagelada
o stalked” (no mat] . El desarrollo polar es una manifestacion
visual de la diferenciacion celular en C crescaniug, Un polo de
lacélula predivisional (P1Y) acamea un inico flagelo v pilitipo [V,
mientras que, ¢l otro polo leva un apéndice, de tal forma que, la
division celular produce dos células especializadas, una
planctinica que puede nadar o “swarmer™ (SW) v ofracélula no
miati] capaz de adherirse a superficies para formar monocapas de
células de alta densidad (Célubas “stalked 1,

Estudios recientes han indicado que sistemas de transduecion
de sefiales de dos componentes estin involucrados en el
desarrollo polar de C, crescentus, Los genes pleC, el y divl
codifican para sensores histiding cinasas y ik v pleDeodifican
para reguladores ranseripcionales. Algunos estudios indican
que Plel y Div] son las histidinas cinasas que fosforilan a PleD
para regular I actividad de control flagelar v pérdida de la
motilided ¥ formaciin del apéndice durante la transicion
“swarmer” a“stalked™, PleD controla negativamente la funcidn
flagelar en su conformacion activa fosforilada (Plel-P) y las
cinasas v y PleC son responsables del control de pérdida v
ganancia de motilidad en el ciclo celular de C crescemtus
mediante lamodulacidn de laactividad de PleD*4, Mutaciones
enPleD ¢onllevan a defectos polares pleintropicoes que incluyen
hipermiotilidad ¥ una falla para sintetizar el flagelo y elongarel
apendice en la diferenciacion. PleD tiene en su extremo M-
terminal dos dominios receptores (D1 y D2} agrupados en
tandem v en el extremo C-terminal tiene un dominio GGDEF, Se
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ha demostrado que el dominio GGDEF de un entélogoe de PleD,
la proteina Wspk de Preudomonas fuorescens, o8 funcional
cuando se une a los dominios [ ¥ D2 de la proteina PleD de O
crescenfus. Esta proteina hibrida, pudo complementar Ta
deficiencia del spéndice en una cepa mutante en plef) en C
cresceniss sugiriendo que proteinas que poseen los dominios
GGDEF estan mvolucrados en modular las supetficies de la
célula y prepararias para las interacciones célula-célula y la
formacitn de biopelicula v no solamente son requeridos para la
sintesisde exopolisaciridos, sino gue, también han sidorecluidos
para orguestar el desarmollo planctanico de [as células hacia una
formade vida basada en comunidades multicelulares complejas®.

Recientemente se reportd que P fworescens €5 una bacteria
productora de celulosa ¥ los genes involucrados en el proceso
de sintesis del biopolimero estin codificados en un operon que
consta de 10 genes, €l operon werd-J, en donde WssBCDE son
las subunidades de Ta celulosa sintasa, WssD es un homdlogo
de la celulaza requerida para la sintesis normal de celufosa cn 4.
xplinwm, WssF es de funcidn desconocida y WasGHI muestran
homologein con lasproteinas AlgFlLT de Pradonomnas aeruginose
requeridas para la acetilacion de alginato y WssAJ muestran
homologia con la proteing MinD de E. coli involucrada en el
control del ciclo celulary pogicionamisntodel septo de division®,
Posiblemente WasA ¥ Wasl estén involucrados en el
posicionamiento de la celulosa sintaza en los polos de P
fuorescens. El complejo decelulosa sintasa wes en P fluorescens
esti regulade por una via quimic-sensora denominada Wp, en
dondeel séptimo gen del cluster, wsp®, codifica para la profeing
WipR tipo Che Y -GGDEF (ortdlogo de Plel en O cresceniiuy)
que activa la expresion de celulosa a un nivel post-
franacripeional‘®,

Posterinrmente se demostrd que la celulosa sintetizada por P

fluorescens se encuentra acetilada por accidn de las proteinas
WasGHI v esta acetilacién es critica para la formacion de
biopelicula en lainterfase aire-liquide. Mutantes de P fTuorescarns
que producen ¢elulosa no acetilada, formen capas débiles de
biopelicula y son deficientes en el rapido esparcimiento de las
colonias, Por laimplicacion de lacelulosa peetilada en el comtacto
celula-célula, ] controf que ejerce la proteina WspR apoya la
hipétesis de gue proteinas reguladoras con deminios GGDEFE,
Jjuegan un papel importante én la coordinacion del contacto con
la superficie ¥ las estrategias de colonizacién en bacterias',

Ohiro gjemplo de proteinas que poseen dominios GGDEF es 1a
prodeina MbaA de Fibrie cholerae”. Laformacion de biopelicula
en esta bacteria ha sido descrila en varios pasos a través de
andilisis genéticos ¥ miroscopicos. Las bacterias primero nadan
hacia una superficie usando su flagelo polar v establecen
inferacciones célula-superficie mediante un piliipo TV, Una vez
hecho el contacto con la superficie, las bacterias se mueven a lo
large de la superhicie mediante su flagelo, reclutando & odras
células planctonicas y dividiendose, resultando en la formacion

de microcolonias. Las células adheridas sintetizan un
exopolisacirido (EPS) producide por los genes vps, el cual se
sugieraquees un componente principal de la matriz extracelular
queestabiliza la biopelicula madura®*. La sobreproduccidn de
exopolisaciridos resulta en alteracionss en la formacion de
Fopeliculaquecorrelaciona conun incrementoon la resisiencia
al estrds esmdtico v exidative, asi como a biecidas tales como
hipoclorita de sodie®. Mutantes en mbad en ¥ cholerae
presentan unincrementoen laproduccian de matriz extracelular
quee modifica la arguitectura de |2 biopelicula, Ia cual carece de
los tipicos pilares de células que son separados por canales por
Iz que fluyen notnentes ¥ desechos™. La composicidn de los
componentes de estamatrizextracehular noha sidoelucidada, sin
emnbargo, luparticipacion delos dominins GGTEF en la repulaciin
de la matriz extracelular apoya la sugerencia de que estos
dominios ampliamente distribuidos son importantes en el
establecimiento de interacciones célula-célula v célula-

superficiz®,

ConcLusionEs

La descripeibn de los mecanismos moleculares necesarios en la
hiosintesis de celulosa bacleriana tiens un Impacto importante
tante en el aspecto médico como biotecnoltgico. La formacidn
de biopeliculas baclerianas asi coma las mieracciones célula-
huésped son factores determinantes en el desarrollo de
enfermedades nosocomiales como son las infecciones en el
tracto intestinal y respiratorio en donde [ celulosatiens un pape|
importante, La elucidacion de los mecanismos biosintéticos de
eelulosa permitivan la blisqueda de estrategias para combatir
dichas enfermedades, asi como también, la optimizacidn de los
procesos biotecnologicns para la produccion masiva de celulosa
por su relevancia en la industria textil entre oiras,
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RESUMEN: La dispombilidad <le las secuencas de nalluples geoo-
ks e bctarias i penmiticke estidion b peoscicia de dosminiod pro-
leicos comunes par muchas especies backenanas. Recientemenle se
han deseni o knmmes GOIEF y EAL lis cuales presumibsdensn-
L fiepen | funcidn de diguamlato ciclasa e-da-GM P sintesa) v fos-
stz de e=d-GMP respectivamente, Bl e=di-GMP w2 ha i
lerado en la produceidn e cdlulosn bactenana &s0 o ai la
masdi fiacada de la superficie celular gue le pemmite regular 1a fonma-
i dle Bnepedicalas, la mebhibided ¥ la vorulemdcda entee olros proceses
hacterinmos.

Palabras dave: Dominio GOGDEF, domamae EAL, e-ci-CGME, digig-
nilalo ciclasa, fosfodieslems

[NTRODUCCION

Entender chmo los organismos reconocen los distimaos
ambientes que los rodean asi coma los mecanismos que
utilizan para adapiarse a sus nichos ha sido de amplio inte-
rés en la hiologia.

Las bacterias han desamellado diversos mecanismos de
transduccion de sefiales para responder a los cambios am-
bientales, por ejemplo, los sistemas de dos componentes,
ampliamente distibuidos en esios organismos, gue consis-
len de una prodeing histiding cinasa, por o regular anclada
a la membrang, La cual posee un residue de histiding que al
dedectar une sefal ambienal especifica se foskoriln en for-
ma dependiente de ATP y puede transferir el grupo fosfato
aun segundo compomente, amada regulador de respuesta,
que tfrecuentemente es un fctor transcripcional encargado
de b regulacién de genes involucrados en esa respoesta. '

Existe oira forma de ransduccion de seiales en las hacte-
rias ves el caso de los segundos mensajeros. El mis esudiado
en Esehericfia coll ¥ en otras bacterias cs In moelécula mono-
fostato de adenosing clclico (AMPe) 1o cual e una molécula
de bajo peso molecular que entre muchas funciones, se une al
fuctor iranseripcional CRE en la represion catabalica
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Proteinas con dominios GGDEF y EAL: su funcion
en el metabolismo bacteriano

Micaela Marcela Méndaz-Orliz,” Jorge Membrillo-Hemandez®

ARSTEACT, The avanlabality of molupke bactenal gencme segqene-
e b Dol o the deseovery ol several conserved domains of proteing
Becently, CrGDEF and EAL domains have been deserbed ax domains
meapomstle e the synthess amd degradatien of =0i=-GMP, a sesomd
messenger in hactena. c-di-GMP has been involved in cellulose pro-
duction and wdentilied az a plobal rgidator of several processes such
a8 biofilm formaiion, moiliy and virokenes, presumibly ihrougl o
mawli fication of the o2l surface properties.

Key wapds: GUDEE doman, EAL dommn, o-di-GME, diguarylate
aiclase, phosphodiestemsz.

(Hro segundo mensajera en bacterias es la moléouka feira-
fretato de guaniding (ppGpp), que se produce en respuesta 4
la limitacidn de nutrientes ¥ en circunstancias que detienen
el crecimicnto bacteriano. Bl pplipp s une directamente a
las unidades § v @' de la RMA polimerasa y afecta un pran
nimere de funciones fsiolégicas, principalmente La trans-
crpeian de genes relaciongdos con ¢l crecimicnio, con [a
respuesta a esirés v con ln respucsia a la falia de mirientes.

En las baclerias s¢ encuenira al menos otro segundo
mensajero: ¢l bis-[27.5 Fmonofosiaio de guanosing ciclico
{e-di-GMP). La funcidn del ¢-di-GMP se ha estudiade
poco; recientemente e ha reportado que lo sintetizan pro-
teings con actividad de diguanilato ciclasa a partir de dos
mitléeulas de GTP y que poseen en su estruciurg el domi-
nig conservado lamado GGDEF. El c-di-GMP 1o hidroli-
wan fosfodiesterasas que poseen ¢l dominio EAL.

Las proteinas con dominios GGIEF ¥ EAL se distmbayen
ampliaments en las bactenas y los andlisis i sifics han mos-
trado gue las prodeinas que los poseen se asocian 4 muchos
dominios gue hmcionan coma sensores. Sin embargo, su pa-
pel fisiokdgico ain se desconoce y ha despentado un creciente
interds entre los microbidlogos por descubrirle. La presente
rewisitn mventy recopilar los rabajos mas recientes en los que
se ha relacionado a Las proteings con dominios GGOEF v
EAL, invelucrados en el recambio celular de e-di-GMI®,

EL SEGLUNDO MENSAJERD C-IM-GMP
El bis-{2", 5" }-monofosfato de guanosing ciclico (o-di-

GMP) es un dinucledtido ciclioo gue consiste de dos resi-
duos de rihoguanosing unidos por enlaces 2°-53 fosfodids-



ter gue Forman una estruciura chelica (Fig. 1) La estruciur
cristalina de dicha molécula muesira una columna rigida
formada por dimeros inercalados y el andlisis de espec-
troscapia de masas sugirid unameglo de costro moléculzs
de c-di-GME alineados para formar dos coartetos de goani-
na paraleles con una cavidad ceneral. """ Bl carhcter dcido
del e-di-GhE le permite formar sales con ones presentes
en el medio come Li*, Ma® y K v algunes andlisis de es-
pectrgscopda de LIV, de dicrodsmo eircolar y de resonancia
mpgndtica nuclear mosiraron gue el c-di-GMP en solucidn
puede adopiar distintas formas estruciurales {pelimorfis-
mos) dependicndn del ion al gue se azocie, Sin embargo, la
estruciura de cuarielos de guaning en presaencia de iomes K
3 la que mis se favorece.”? La demanda de o-di-GMP para
el extudio de sus Rmnciones Osieldeicas ha conducido al de-
sarrello de métodes pars su slnesis quimica. 2552

Ele-di-CGiME s identificd inicialmente comde wn activador
alestérice de la enmima celuloss sintasa (C8) en la hacteriz
producters de celulosa Acetebacter oylimwm, ya que inere-
menti Ia actividad de Ia sintesis de este polimens de maner
espacifica.”” La enzima encargada de sintetizar c-di-GMP es
la proteina digeanilato ciclasa (DGO} v la proteina gue e
degrada tieme actividad de fosfodiesterasa (PDEAL® Re-
ciemtements s ha reportado gue el e-di-GMPE estd implicado
en odros procesos celulares bacterianos coma formacidn de
Las biopeliculas, la motilidad v la viralencia, entre atros,*

DESCRIPCION DE LOS DOMINIOS GGDEF Y EAL

Los deminies GGOEF v EAL se han descrito reciente-
meme ¥ se distribuyen ampliamente en procariotes*”

El domimnio CGrGDEF consta de aprogimadamente 170 resi-
dues de aminedeidos y recibe este nombre debido al pardn de
secpenck conservado (iG] DEJIDE|F. Ese dominie se carac-
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terizd por primera vz en la protedna Pleld de Cmdode e
ereserntes, un regulador de respuesta que se requiere para ba
transicidn de célukas motiles Nageladas & células no motiles
Lag euales tienen unes estruciura lamada prosteca, que es ima
elongacion de la célula gue ke permite adherirse a superficies.!

En una blisqueda de proteinag homdlogas a las gue tie-
nen el dominis GGIEF se encontrd que este dominie estd
relacionado estructuralmente con la familia de las adeni-
Lato ciclasas, La comparacidn por métodos keinformidti-
cos de gstas protelnas muestea la conservacion de doemi-
nigs y de residoos catallticos importanies asi como de
patrenes de hidrofobicidad similares, lo coal sugicre que
ambas familias se relacionan evelutivamente vy gue prohi-
blementa los mecanismos de catilisis sen similares. ™

L dominios GGREF han llamadae la alencidn por estar
altamente conservadog v reiteradas en log genomas bacteria-
nog, aungue kg kacterias Gram positivag tienden a fener me-
nod probeings con esie dominio gue las Gram negativis, por
ejempbo, Stoapinlococons awens ene 20k una protein con el
dominio GUDEF, Bacilies salwilis tiens 4 proteings con este
dommindn, ambaz Cram positivas, En contraste, Symechocisiis
sp bene 13 Prewdomonis aeruginesy PAOD tene 33, Esofe.
riedin codi Ko=12 tieme 19, Fibrio cdolerge O1 |,1i-.s1'i|:||| ElTor
e o ¥ z1|]lr4r'.f.:'l: denficus, 12 |'lr|.'|l:|.:|nas con el dianinio
GGTIEF, todas ellas Gram negativas (Takla 1)1

El deminio EAL gue se denomina asl por sus residuos
conservadas iglulamilm-n|iJ.|'||'|'|i|-|\:|.||:iI1ni¢ consia de il]'su'nri-
madamenie 250 residucs de aminodcidos v se describid ori-
g'il'luhﬂ(:l'lll,' e la |‘|I1:1¢r|1i| H\.‘ER de Berderella pertusis, un
factor ranseripeionzl que regula los genes de virnlencia
(vrgh en esta bacteris, 5%

Por oiro ladie, el dominio EAL se descubeid independienme-
mente coma un domimio adyacente &l dominio GGIEER posi-
hle responsahle de la actividad de Fesfodiesterasa de c-di-

o
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Figwra 1. Esfruchira quinnca dal o-d-
GMP, G, guanosing,
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CiMAP en La proteing PDEAL de 4, xplisan® Este dominio
eomtiene residuos de aminodcidos de caracter dcido que po-
drian participar en la unidn & metales y potencialmenta po-
dran formar un siio activo de fosfodiesieraga, Al igual gue el
dominio GGDEF, el deminio EAL también se emcoentra €n
warias protelnas de un mismo genoma bacteriang [ Tabla 13,7

LS DOMINIGS PROTEICOS GGDEF Y EAL SE
ENCUENTRAN ASCHLADS A DOMINIOS DE
SENALIZACION CELULAR

La dizponibilidad de secuencias completas de genomas
hagierianes ha permitide descubrir gue amhos dominiog
GOGDEF v EAL se encueniran asociados a muchos domi-
NEDS Teceplones que paricipan en redes de transduccidn de
sefiales (Fig, 2).

Entre lgs dominios asaciadog a GGIEF y a BAL se en-
cueniran los deminios PAS y GAF.! Los dominios PAS se
distribuyen amplismente an las hacterias, lag arqueas v os eu-
carintes ¥ estin recuentemente cormelacionadog con procesos
e transduccidn de sefiales, Estos dominies comparien un pla-
garmiento tpico de cadenas «ff, comparien mencs del 15% de
idemtidad de seeuencias v estén acoplades a actividades enzi-
maticas ¢ & dominios de unidn a DMA, Entre Tas sehales que
detectan les dominins PAS s encuentra el odgeno, 1a hoz, el
voltaje, el potencial redox v los hidrocarbures aromdtices =

Los deminios GAF también son dominios de sefaliz-
el que se encueniran en el ciloplasma, tienen una estmic-
turi similar a los dominios PAS, v se caracierizan por tener

Tabla 1. Mimesn de copiss de los daminics GGOEF v EAL prasentes en
algunas bacleras,

Bacharia GEDEF EAL
Aauiler aeileus 11 5
Backlus halodurans Il 2
Baciluz sukdiis 4 3
Campyiabachar jsuny 2 a
Canodaclr cragoan s 1 10
Denococcus radisdirans 18 5
Eschenchi cod 14 17
Lactacoccus fachy o Q
Masarhizobium fafi a2 18
Myeohactaiim lpras 3 2
Mycohactanum fubascuiosls 1 2
Peaudamonas aeruginaca k] |
Spmechocyais sp 23 13
Tharmotaga marilima 1 Q
Wilvig chalerae 41 2
Xphella fasndoss i k]

Calos lomados de Galoarin MY o &

ung estructura de bolgilla gue pueden alhergar pequeiias
mitléculas como ]ig:ml:u:s;.” Los dominios GAF se deseri-
higron erginalmente como dominios conserviadog de unidn
a GMPe en fosfodiesterasas de nueledidos clclicos ™

Por ot lado, en algunas bacterias, los dominios
GUDEF v log EAL se aspcian con los dominios CACHE
(por la denominacion en inglés galefone erd chemeyis)
propios de los canales de Ca™ y de los receptores de gui-
mintaxis, ademds, tambidn se encuentran en homdloges a
las tres principiles clases de protelnas sensoras, lis histidi-
nas cingsas de clase 1, las metil aceploras (MOF™s) v las
adenilato ciclasas, ™"

Los domintos GGDEF v EAL también se asocian al do-
minio CHASE (Mlamado asl por la denominacidn en inglés
cvelasefisridine inase-gasoc lated gewsing guiracellulor
doseging, médulo extracelular presenta en varias protel-
Nag SENSOFIS, ¥ Aungue ¢8 menos comin que ¢l dominia
CACHE, también se puade encontrar en histidings cinasas,
adenilatg ciclasas y posibles diguanilate ciclasas v [osfo-
diestaragas aungue no en sistemas de quimiotasis

El dominio MHYT (descrito en inglés coma Jei-His-
confaining FRofl frepsaemivane domain) es un dominic
rransmemhranal gque s encuentra en los sensores del tipo
histidina cinasa presentes en Ios genomas de Bacilfr sl
Tz, de Candolwcter crescentios, de Mesorhizabieon fo y de
Prendwmeonas geriginosa. Bste dominio consisie de seis
segmening ransmembranales interconectados por regiones
citoplismicas y regiones periplismicas cortas ricas en argi-
nina. En extas bacterias ¢l dominio MHYT se encuentra en
muchas proteinag como dominio Gnico o bien fusionado a
atres dominios de sefalizacidn tales como el PAS, ¢l
GGIEF, ¢l EAL, el CheY y el HTH, La funcidn de este do-
minio no 5 coneee pero poedrla formar centros de cohre G-
Ies en la deteccidn del O, del MOy del O

Lo domintos KIT (par la designaciin en inglés gieane-
anid gipeiie-rensing), MASEL v MASE2 [por La designacitn
en inglés membvane-gesocioted ggasor] se descuhrieron
par madio del andlisis de las secuencias de los genomas
hacterianes, La funcidn de ésto8 se desconoce pera se pro-
pone que podrian participar en la deteccidn del nitrato y del
nitrite para el caso de NIT o hien para la deteccion de hie-
oy oxdgeno en el caso de MASEL ¥ MASEZ, Estos domi-
nigs se encuemran ligados a dominios de seftalizacidn y
tamkbién a los dominios GGREF v EAL, al igual gue ¢l do-
minio HAMP caracteristico de Las prodeinas histidina cing-
sas, adenilato ciclasas v MOP"s =

Finalmente, el dominie HNOB (por la designacidn en
inglés feme-gineis goide Mnading) se asocia al dominio
GUDEF, Este dominio se encontrd originalmente en lag
probeinas guanilato ciclass solubles de eucariotas pera tam-
hién en algunas proleings de bacteriss que panicipan coma
senseres en la quimintixis,
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PAFEL DE LAS PROTEINAS GGDEF Y BEAL EN EL
METABOLISMO DE BACTERIAS

Aveiodeier xplinmm

La funcifn de la mayaria de las proteinas que poseen los
dominios GGDEF v EAL afln se desconoce, sin embargo,
en la hacteria productora de celulosa 4. oelimer se compro-
bl experimentalments que las proteinas TGO y POEA, que
tienen estos dominies, son enzimas que sintetizan y degra-
dan ¢l e-di-GiMP respectivamente "

La sintesis de celulosa en A, oplinwe estd a cargo de la
enzima celulosa sindasa la cual tiene dos subunidades, una
subunidad catalitica que se encarga de sintetizar el pelime-
i de celulesa a pantie de UDP-glucosa, y una subunidad de
unidn a c-di-GME, también Damada proteing de unidn a c-
A-GMP (CDGEP). Ambas subanidades estin ancladas en
la marmbrana citoplasmitica v s2 asocian a otras dos protel-
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Figrara 2, Asociasidn da log dominios
GEDEF v EAL con ovos dominios o
SELANZACAT SEINAT,

nas CAcad v Acsld) que se localizan en la membrana axter-
n# ¥ que se requieren gara ¢l ensamblaje v la excrecion del
polimero de ghicosa,

En A. xylinum 1a concendracidn celukar de c-di-0MP e es-
tirma que e de 3 a 10ghd; aproximadamente, la misma con-
centracidn del AMPe pere 100 veces mds haja que la de
CibiPe, Sin embargo, muy poca del c-di-GMP se encoentra Li-
hre en la célula, pues alrededor del 805 de este compuesto se
encuentra unido s La proteins CIGEP para evitar asl su degra-
dacivin enzimdtica Hevada a cabo por la protelna POEA |51

En A- xplimum, la concentracidn ivracelylar de c-di-GhWEP
s¢ determing por ks accidn opuesta de tres enzimas diguanila-
b ciclesa (DGO, THERT2, DGR y tres ensmimas Tosfodieste-
risa de dignanilate (PDEAL PIEAZ, PDEA3], las cuales se
camdifican an tres operonas independientes. Cada una de las
tres proteinas DRGC (eadilicadas por los genes diged, dec?,
dged) v las res proteinas PREA {codificadas por Ios genes
pdedl, pded2 y paded 3, muestran un arreglo de dominies
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PAS-GGDEF-EAL v un arreglo gemético pued- dge que su-
giore ung regulacion tipo operdn. Bl andlisis comparstivo de
las socuencias de aminodcides die eslas protednas revela um alio
grivdo de identidad estroctural en cada gropo de isoenzimas,
Lag seis protemas comtienen los dominies GGIEF ¥ EAL en
Iz regiones de carboxilo terminal { Caerminal} v los dominios
senzores e el aming eominal (Merminal), Algunos estudios
realizdos en mutantes en bes ines operones musesiran que hay
wr jerarquia Tuncionmal en donde el operdn ooy s It fuene
del B0% de la actividad enximitica de DGO v PDEA v los
operones cag y eded contribuyen con el 15 v el 3% de la ac-
tividad, respeciivamente. * " A mgue s2 ha demosizado que
las protelnas DG y PDEA tenen sctividades omsestas, sus
dominios sen pricticamente ihnticos por lo que el sitio cata-
litico tante para L sintesis coma par el rompimiants dal e-di-
GlP pemmanece sin determinarse.

Para probar la hipdesia de que los dominies GOGIET en
difzrentes profeinas tienen actividad de diguanilato ciclaga, se
realizaron experimentos de complementaciion gemdtics ame-
pleandn tres gemes distintos que codiflican para proteliss cuyo
finico ebemento en comm e el dominio GODEF, Los genes
empleados fueron cofl2 (Kizobimr leporinssarm bovar
trifeelii), dged (Acerodacier oelinmn )y e K| Evcherickio coli)
los enales feron clonados en vectores de expresicm v wtiliza-
dog para transformar una cepi mwtame ool 2 (que codific
[Ara wna cali=iWAP 2intazah de & J'Q-,!_lg.l.lr.'r':r.'_,-.m.lnm b, pwifiedii
deficiente en la produccidn de celulesa, En los tres casos, La
Iransformackdn resulud en la recuperacion de Lo capacidad de
procucir celulnsa. Fstos datos genéticos sugirieron que Las
prodelnEs gue contienen el dominio GOGDEF, posecn activiclad
de dignanilsio ciclasa v que este dominio es el responsable de
dicha actividad

ettt lefaeter crescelio

Cenelerdaeder creeeeris o2 b hacterin en la cual 20 b es-
tedizdn con mayer detalle el papel dil dominio GGREF. En
eqta hacteria se ha descrito un mecanismo de diferenciacidn
celular en el cual participa la proteing PleD gue contieng un
dominio GGIMEE. Fata proteing ba codifica el gen plei? v se
requien: para la diferenciaciin carcterlstica de células fla-
peladas (mdiiles) a células no Nageladas (no mdiles) !

El desarrallo polar es una manifestacidn visnal de la di-
feremciacion celular en O erescennis, Un p-.‘l:lﬂ de 1a célula
pre=divisional aearres un dnico Nagele o pili tipo IV, mien-
trins g el odro pole Heva un apéndice, de al forma que, 1
divisidm eelular produce dos células especializadas, wna cé-
lula plancidnica mdiil v otra célula no-mdeil capae de adhes
rirse @ superficies para formar monocapas de eélulas,'

Algunos estidics recientes indican que los sistemas de
iransduceiion de sefiales de des componenies estin imvoluera-
dos en gl desarralle polar de O crescenies, Los gemes pled’,

aived v divil codifican para sensores histiding cinagas y los ge-
nes vk y prleld codifican i reguladores tanscripeionales,
Hay evidencins que indican que PhaC y Dindd son Ias histidinas
cingsas gue fosforilan a Plel) para regular 1 zctividad de con-
trol fagelar v la pércida de la madilidad v formeascitn del apén-
dice dorante La transicidn de célola motil & célula no mdil
PleD epnrola negativamente la funcidn flagelar en su confor-
macidn activa fosforiada (PleD-F) v Las cinasag [iv] y Plel
som Lag respansables del control de la pérdida y de la ganancia
de mntilidad en el ciclo celular de © cresceniny medianie la
modulacidn de la actividad de PleD)." Clertas mulaciones en
PleD producen delectos polares pleistndpicos que inclwyen hi-
permatlidad y una falla para sindetizar ol fagelo v elongar In
prasteca en la diferenciacion, Plel) tiene en su extremo M-ter-
minal deg dormindos recepteres (1] v 1323 cantiguos v en el C-
termiinal tiene un dominio GOIEF, Se ha demastrado que una
prieling hihrida gue coniene el dominio GGDEFR de un and-
Toge de Plely, L proteim: WapR de Presdomones Tuoresosis,
¥ los domimies D1 v D2 de la proteins Plely de © crescomins
o= fumeipnal va que es capaz de complementar la deficiencia
del apdndice en una cepa mutante en plel? Bao sugiere que
las proteinas que poseen deminios CGGDEF no solamente se
requieren para la simesis de exopolisaciridos sing que partici-
pan en madular las superficies de La célula v fvorecen las in-
teraceiones eélula-célula gue conllevarin a la formacidn de
hiopeliculas, es decir a una forma die vida basada en comumi-
dades multicelulares complejas.®

1n andlizis de la localizacidn de Pleld moesind que ésta se
digiribagye en toda la célula mdtil pera dourante la diferencia-
civin celular, su forma activa { fosforilada) se concentra en el
pobo de la prosteca en ba céhula no-mél ™ s predeina Pleld
constittivamente activa produce ¢élulas con la prosteca elon-
gadda v con un efecto negativo dominanie en la matilidad 2

El Becho de que el deminio GGREF de P, feorescens
pudiers complemeantar b actividad de Pleld de © onesoea
Jeew SUgirid que esta protedng podela rener ung aetividad de
diguanilato ciclasa inirlnseca v asi sintetizar c-di-GMP ¢l
cual podria aciar como un pogible segundn mensajero. 1n
ensavo con la proteing Plely purificada mosird gue tieng
actividad de diguanilato ciclaga v esta actividad es inde-
pendiente del estado de fesforilactin de la protefng, aungue
en su Forma activa (fosforilada) tiene mayor actividad de
ciclasa, Bn contraste, la actividad de digoanilato ciclasa de
Ia profeing Bepl de Bervefia Iargdorfond raquiere de ka fos-
forilacién de la protelna ® Por etra lado la prodeing Plelr
no mostrd actividad de fosfodiesterasa ™

El aniilizis cristalogrilico de la proteing Flald permitid
proponer un posible mecanisma de catilisis en el coal Ia
reaccion de condensacion de dos moléculas de GTP para
formar c-di-GMP requiere que la proteing forme dimeros,
El aniiligis enzimatico mosied gue existe una inhikicidn
alostérica por producte, esto e, la actividad de Pleld se in-



hihe euando se rehasa un mite mdxime en la concentra-
eien c-di-GMEP, Esto sugiere gue debe laber una regula-
el muy fing en l actividad de las proteinas que sintetizan
v degradan este dingeledido &

Salwsenralln enterica serovar Dvpliianer i

La agregacitn eelular es un compoertamiente comin en
las bacterias patdgenas v en los aislados ambientales en
ciertas etapas del desarrolle, lo que les ofrece ventajas eco-
lGgicas. Las hacterias se henefician de la cooperaciin mul-
ticelular para acceder & 105 recursos gue no pueden utilizar
efectivamente como células individuales. En Safmonelln
enreriod serovar Dyliieurtum el comportamiento multice-
lular geuree coma consecuencia de cambios en i composi-
cidn de la matriz extracelular, Estos cambiog se producen
al simtetizar fimbria agregativa, celulosa o amhas sustan-
cis y dan lugar & tres marfotipos; El morfotipo edar apa-
rece cuands Sofworelln produce fimbrig agregativa v celu-
loa, se caracteriza por colonias de apariencia rigosa y de
calor rejo en placas de medio suplementado con el coloran-
1 Tojo conga. Bl morfistips bdar se prodioce cuands se sin-
tetiza Gnicamente imbria agregativa v da luear a colonias
lizas de color café en placas con rojo congo, Finatmeme, el
marfitipn padar que da origen a colonias lisas y de color
rosa en placas con rojo congo, es caracteristico de células
gue dnicamente producen celulosa ™

Al es g prodelnag de 371 amined cides con un extre-
M AMING que comiene cuatno regiones ransmambrangles
v oun deminio GGDEF de 180 aminoicidos en ¢l extremo
carboxilo, ™ Lng insercion en el pen que Ta eodifica provo-
ed el cambio del mortotpe rdar al morfotipo bdar, es Je-
¢ir, al morfotipo ¢n ¢ cual sdo se sintetiza fmbria agrega-
liva v no celulosa ™ Esta observacion sagirid de que la
protelnn AdeA podris participar en la regulacion de la peo-
duecion de celulosa en 5. feplimurium ™

En & pegliomecin 13 celulosa es un componeme impor-
tanie para b formacidn de biopeliculas. *+** Ln andlisis de
complementacion de una cepa de 5 pvphisneriuar gue no
forma biopeliculas con un banco penético de una cepa pro-
ductera de hiopeliculas evd a la identificacidn de un gru-
po de siete genes capaces de restaurar la formacion de bio-
peliculas. Todes ellos codifican protelnas que comparen el
dominio GGIVEF. Estas proteinas se nombraron Gep (por
la de:i:igt‘lal,'ifm e ill-gll',:.\'. LR donrgin CoRiaining g
fesim b, Por ooeo Lado, wea motamie &eded se transformid sis.
ematicamente con cada uno de los genes gop expresados
en un plismide y el resultado fue que no dodas s prodeinag
Ciep restawraron la produceion de celulosa en esta matante,
Dag prodeinas, GepA vy MleA fueron Lis que corrigieron ¢n
mayor grado la deficiencia en la sintesis de celulosa. El
finkca elemente en comin entre estas proteinas es el domi-
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nin GGIEF al igual que con ¢l resto di las protelnas Gep,
LIna deesis proteinas, Gepk, no pudo complememar a la
e en gdrd ¥ su sobreproduccion eliming i produc-
cidm e celulosa en ung cepa silvestre; por el conrarie, una
imeiin en el gen gopd inerementd 3 produecion de celu-
losa, La proteina GepE ademis del dominio GGDEE con-
tiene un deminie EAL por Lo gue se sugiere que esta protel-
na podela actuar como una Fosfodiesterasa que cataliza la
degradacion de c-di-GMP a 3°GMP como la protelna
PRIEAD de A, ,:l;'|'||r'n.'ri.ur. Por Lo anterior ¥ dadn e existen
virias proteings con los dominios GGIEF y EAL en los
genomas hiclerianos, se sugiere gue existe un arden jerir-
quico en la ptilizgeion de proteinas GGDEF para la trans-
duccidn de sefales,

Porotro lado, las proweinas AdeA v Yhill de S nepkimn-
Flin, S5 DSAFCT o un gistema modelo para estwdiar la
relacion funcional entee los dominios GGIREF v log domi-
nigs EAL con el metabolismo del c-di-GMP, Las células
que sebre-gxpresan AdrA, elevan su produccion de celulo-
sa v en ellag se puede detectar, mediante cromatogralta 1i-
quida de alia resolucidn (HPLC ) v espectrometria de masas
(MALDL-TOF), la presencia de c-di-GMP. Los niveles de
expresidn de AdeA correlacionaron con ¢l incremento de c-
di-GMP. Ademds, las cepas que acarmean muiaciones que
modifican el dominie GGDEF (G2RRA v GIEIA) de AdrA
no produjeron niveles de c-di-GMP detectables * La pro-
telna YhiH contiene dnicamente un dominie EAL. La so-
hreproduscciin de esta prodelng disminuyd Ly sintesis de ce-
Iulosa v la concentracin de c-di-GMEP producidas por
AdrA Una mutante Yhil afectadi en el residun de glwta-
mitio conservade del dominio EAL (E136A) no disminuyd
la prodwecidn de celubosa mi altend Los niveles de c-di-CihE
generadas por AdrA. La sobre-expresitn de la Tosfodieste-
ragd Yhill en 8 ngdideneriie peovoca que s¢ incrementen
la meodilidad ¥ ¢l nado en agar suave, micniraz que la digua-
nilaio ciclaga Aded [os disminoven. Estos resultados sugie-
ren fuertemente que los dominies GODEF v BAL estin di-
rectamende mvoluerados en la sintesis y en la degradacidn
del c-di-GiMP (Fig, 3.4

For otro lado, en una bisgueda de [os genes implica-
do= en la virolencia de & .ll|'|rl.ﬁJ'Jrrnr.".!rrr:l mediante |'|=|.|1'ﬂ¥l,l'-
nesis por insercidn de transposdn se encontrd al gen
cdgk {por =gdi-GMWP pegulator), que codifica para una
protelna capas de disminwir los niveles celulares de c-di-
GMP v que tiene (nicamente un dominie EAL.'™ La pro-
lelng Cdgh eonliere resistencia al estrés oxidativo pues
mutanies del gen cdg® son mis suscepiibles a la accidn
hactericida del H.00, gue la cepa silvesire respectiva o
que und Cepa |.j:|'|.|'|:‘|i'r|1,:.|'|:‘|1,::|1|;1d.ﬁ con el gen cdgR silvesire
La proteing Cdgk también participa en la viralencia de
8 dvpkeiwreeiwnr al inerementar su capacidad para matar
macrafagas,'”
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Mado y otras formas.
da movirmisnte
bactarianc

Filirlo elioleras

Filwig cholerge e5 una hacteria patbgena que poede
cambiar reversiblemente de un estado virwlente a une no
wirlent, En ¢l Fenotipo virulento La haeteria estd emhbehi-
da en una red de polisacaridoes exracelulares que le confie-
ren @ la colonia una apariencia regosa y gue favorece la
formacién de b biopellcula. En el fenotipo no vinilento se
ahate la sintesis de exopolisscaridos por o que las colonias
miesiran una apariencia lisa,

En una hisgueda de Ios determinantes gue intervienzgn
en el cambio reversible de células rugosas a lisas ¥ vicever-
%4, % enconmird a la protelna Rocs gue es una proteing gue
tiene log dominios GGOEF v EAL, Las mutantes afectadas
en el gen rocS mo son capaces de cambiar al fenotipe rugo-
g0 ¥ presentan deficiencias en la motilidad por le que se su-
glere que Boees tiens un papel importante en la regulaciin
de log determinantes de vinilencia de eata hacteria. El and-
lisig de la secuencia de la proteing RocS mosird que tiene
meyor similited con la enzima digeanilaio cielasa (TGO
gue com la fosfodiesterasa (PIEA D) de A, xwdineor ya que
estag proteings DGC ] y PINEA] tienen también los domi-
nios GGDEF w EAL *MF La proteing BocS podela regular
la produccidn de exopolisacarides, la formacidn de Las hio-
peliculas v La virelencia a ravés del segundo mensajera c-
di-GwP 3

Par otro lade, la virelencia de F. cholerae estd regue-
lada por otros factores ademids de la proteina RocS. En-
tre estos factores se encuentran ¢l sistema de tres com-
ponenies VieSAB codilicadas en el operdn weSAH en
donde Vied es una histidina cinass mientras que Vied v
YieB son des reguladeres de respuesia gue pariicipan en
la regulacién transcripeional del operdn cocd B gue codi-
fica para las subunidades A v B de la toxina de edlera
[CT), Prohablemente s una regulacion indirecta pues
los miveles de roxd, @l gene de une de los reguladores

c-di-GMP ]

Célula no mdtil

Figura 3. Comportamisato hacre-

nana & niveles bajos p allos de o-

diGMP. EI recamivio de g-ol-GMP

Bicofilm, celuloss ¥ esld mediads por fos deminios

oiros componantas GGDEF y EAL. Modficads de Sim,
axtracalularas of al

transeripcionales del operdn cred B, disminuyen en una
cepa AvleS4ARY

ViedA es una proteing gue porta un dominie EAL, pers
que ademids tiene las caracterlsticas propias de los regula-
dores de respuesta tpicos de log sistemas de dos compo-
nentes: un regidueo de aspanat fosforilable v un dominie
de unidn a DNA flelic-pon-feliig, HTH)

Esta proteing también regula indirectamente Ia produc-
citn de los exopolizsaciridos en ¥ obolerae, Log operones
v =0y vpel-0) codifican para la sintesis de les exopoli-
sacdridos cuyva activaciom transcripeional depende del fac-
tor Wpsk. Por su parte, la prodeina VieA disminove los ni-
veles infracelulares de c-di-GMP mediante la actividad de
fosfoddiesterasa gue le confiere €] dominio EAL. Esta dis-
minwcidn provoca gue los niveles de trangcrite del gen
vewl hajen y por tanto disminuya también la transeripeiin
de log genes vos v la sintesis de exopolisaciridos que se ne-
quieren para la formacidn de hiopeliculas.

El gambio en concentracion de c-di-CiME es una conse-
cuenciz de la disminucion en la setividad de fosfodiesterasa
del dominie EAL de Viea o del aumento de la actividad de
ciclasa de unz o mads proteinas GGLEF. Se propone que les
penes v responden &l ineremento en b concentracidn de c-
di-CiMP a travis de alpin Bctor de transeripeidn gue percibe
este compuesto v regula la expresion del pen vpsf *

Par etro lade, la proteing Mbad (per la designacion
en inglés mainrenance of Blofile architecteee} es olra de
las miltiples proteinas gue presentan los dominios
GUGDEF y EAL en ¥ ckolerge, Esta prodeing participa
en la maduracidn v el mantenimiente de Ly arguiteciura
di la biopelicula en esta hacteria, La mutacion Amifed
no afecta las elapas tempranas de o formacidn de la bio-
pelicula pero provoca una acumolacton del material ex-
traeelular gue resulta én una Formaciin de una biapell-
cula de arquitectura digtintg a la tipica de pilares de
células separadas por canales, Aungue no se ha demos-



trado, log dominios presentes en la proteina Mhad su-
gieran que esta protelna podria regular las concentracio-
nes del sepundo mensajero c-di-GMP, posihlemente re-
guerido para el mantenimiento de la matriz extracelular
en las biopeliculas de V, Cholerge,”

Prrudsmonas geruginosg

Prendomonay aeruginosa es una bacteria que labita en
unt amplia variedad de ambienes entre los que s¢ incluye
el suele, ¢l agus, los tejidos de plantas y los tejidos de ma-
mileros, entre owes, En los humanes, P, ACTHEERGSGE €5 U
hicteria patdgeni oporiunisia gue se establece en forma de
Biopelicula ¥ afecia a individues inmunocompromaetidos o
que sulren de Tbrosis guistica ¥

Del @aputo de packemes con Ohrosis quistica se puedan
agkar variames de P aerpzinos qus presentan resstensia al
iratamienta con antibidtices ¥ que comparadas con eéhulas
no resistentos presentan una morfologia distinia, Las células
resistendes @ 1o antibidticss forman colonias pequeias v de
aparencia rugosa (RSCY por Iy desigiacion ¢n dnghés pough
gmill-gidany geeianry, En comsaste, g células sensibles fore
mian colbonias lisas de mayes tamaito. Las célolas BRECY for-
man agregados de células en medio de cultivo Hguddo, y bio-
peliculas con mayor comenido de biomasa y de arquitectura
distinta a las que pueden formar las células sensibles

P.ogeriginoeg ez capaz de cambiar del fenotipo RSCY
al fenntipo silvestre de manera transitoria, o que ke permi-
te & la hacteria modificar su resistencia a antibidiicos. Bstos
cambios estdn regulados por la proteing PyvrR, un regulador
de respuesia del tipo de los sistemas de dos componentes,
homedoge a la protefog Vied de V. cholerae en 1odos sus
dominics incluyvends el dominio EAL® La presencia del
dominio EAL sugiere que la disminucidn de log niveles de
e=fli-GMP podria ser un facter determinants ¢n estos peoce-
08 ¥ potencialmanie un anm: imporkante paca ol iratamien-
to by infecciones por esta hactaria 1

Por atro lado, la aneagregacion de P aeruginog provo-
ca ba formacidn de colonins rugosas v estd relacionada con La
adhesicn de las eélulas enel procesa de Formacidn de biope-
Henlas, Bsta agregacion laregula la proteina Wspk, un factor
transcripcional del tipe regulader de respuesta de sistemas de
dos componentes que tiene un deminio GGDEF,” La funcido
opuesta sugerida para los dominios GGEEE v EAL e cone
sigtente con la actividad mosirada por la proteing Wsplt
(GGDER) para inducir la autoagregaciin v la actividad de La
proteing Pvrl (EAL) para reprimirla.®

P weruginosa tene 33 proieinas con el dominio
GGREF v 21 proteinas con el dominio EAL' sin embargo
s conoce La funcidn de sdlo algumas de estaz protelas, Por
ejemple, la proteina FimX tiene ambas dominies ¥ s log-
liza en un pele de b célila, A esta proteli s le ha relacio-
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nado con la regulacidn del movimiento tips “twitching™,
qUE @5 Wl MovImeni provoado por 1a extensidn v reirac-
et el pili requeride para la formacion de biopeliculas, '

Oiray Iacierins

Com L publicacion constante de genomas hacterianos se-
cuencindes en su wdalidad se han identifcado cada ver mis
proteings con deminios GGDEF v EAL, De la mayoria de
ellas se desconoce su funcidn pero se les ha ido mvolucrands
en diferentes procesos bacterianos, Por ejemplo, el caso de
Lag protefnas HmsT v HmsP de Yersinia pesiiy. Bsta hacteria
tiene la capacidad de formar colenias tefidis de calor calé
verdoso o rajo al unir hemina o rojo conge (R respectiva-
mende Fenotipo Hma' ), a temperaturas menores a 34°C, A
ImAyor iEmperara las coloniss son siempre de color blanca =

Dienera de los genes imvelucrades an L regulacion del feno-
tiper Hms' se encuentran las proteinas HmsP v HmsT, La pri-
mera de estas proteinas, HmsP codifica para una fosfodieste-
ragg de c-di-GMP psgs contiene un dominio EAL que le
confiess dicha actividsd * Mutantes en dmsl foeman colonias
rajius en medio suplementado con RO a 26°C v a 37°C v la
complementaciin con el gen mel provoca la fonmacin de
colonizas blansas & ambas temperaueas, Por oo lado, I pro-
teina HmsT codifica para una dignanilaio ciclasa, puesto que
tiene wn domdnie GOIDEF en su estructura capaz de sintetizar
c=di-CMP* La formacion de biopelicula en ¥, pessis depende
de los genes ks, Bsta bacteria lfonma biopelicula a 2670 pero
oA 370 Cuando se &r‘hf-,:l.’xprm el 2EN BT 0 ha:,.' g
mtaeion ¢n el gen kmef, Ia formacion de biopelicula se in-
cremenia considerablemende por lo que se sugiere gue =i for-
meaciin depende de ks concentracian de c-di-GMP=

LIn case muy mteresante es el de la hacteria patbgana Gram
positlva Stagplpdococens aaredes que a diferencia de o mayaria
de las especies haclarianas, tiene daicaments una prabeing con
el deminie conservado GGIDEF y oma proteing con un domd-
nio GGIEF modificade. Se ha demestrade que b adicidn de
coli-CiMI 8 una concentraciin de 200eM, a 5. e, rastor-
na sus iferacciones célnla-céluka puesto gue disminuaye su ca-
pacidad de agregpeiin, de formacidn de cimulos de células ¥
de formacion de hiopeliculas.

Rz ha sugerido que el c-di-GMP podra formar complejos v
secuestrar las molédculas que se requienan paca la formacion de
las biopeliculas o que el c-di-(MP podria unirse a receptores
de membrana bloqueando sefales extermas, o bien, podrii
unirse i Bactores de transcripeion que moedifiquen b expresidn
die genes requeridos para b formacion de biopeliculas, Este
hallazge e relevanie en el aspecto clinico pues ol c-di-GME
ofrecs wna altermativa en el control de infecciones debidas a
esta bacteria palbpens va que 5156 USE GO0 agenle leramuti-
co padices imhibir b formacion de biopeliculas v, por o, su
establecimiento an células humanas v animales =2
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La sintesis y la degradacidn de c-di-GMP por protel-
nas que tienen los dominios GGDEF y'o EAL se ha de-
mastrado en muchas otras bacterias, por ejemplo en:
Thermatogn, Deirvococeny, cianobacierias, espirogue-
lag v otras a v y-profeohacterias; sin embarga el papel
fistaldgico en el gue participa el ¢-di-GME en ellas no

¢ CONGCE.]
CORCLUSIONES

Los amilisis v sifioe de las secuencias reporiadas de los
genomas bacierianos han permitido la identificacion de
nuevos dominios proteicos que permiten asignar posibles
papeles a proteinas de funcidn desconecida. Bl descubri-
mignie de que los dominios GGDEF v EAL panticipan én
el recambio de lag concentraciones celulares de c-di-GMP,
g molécula quee repercuie ¢n varios procesos haclerianas
tales como la sintesis de celulasa, I formactdn de hiopall-
culas, la diferenciacidn celular ¥ virulencia, abre una nueva
fromtera en el estudie de la transduceion de sefales de hac-
terias pues el e-di-GMP puede transducir numerosas sefi-
les en reapuesta g diversos estimulos, tal comao Ie hace <l
(iMPe en vertehrados,

Sin embargo, el estwdio de esta nueva via de transdoe-
ciim de gefiales se encuentra en sus olapas mids lempranas
pues queedan muchas preguntas por resolver para poder es-
tabklecer log mecanismas en los cuales el e-di-GMP aciia
como segundo mensajera.

Diada la reiteracidn de los dominies GGDEF y EAL en
uni misma especie bacteriana surge el inberds por entender
estg aparente redundancia de funciones, Prohablemende exis-
b alglin tipo de jerarguia v diferencia en s actividades en-
Amdticas que provocan la utilizacion de una w otra proteina,

Par otro Lado, establecer & gué prodeings o sustralos s¢
une el c-di-GibiE ayuddard a elucidar los mecanismos por los
cualkes actia. Los candidatos mis viahles para la aceion del
e-di-GMP como segundo mensajero son proteings de meme
hrana, reguladores transeripeionales, histidinas cinasag v
canales idnicos, entre odros. Finalmente, ¢l uso de herra-
migntas moleculares globales como los analisis del irans-
criptoma y del profeomi para analizar la ranscripeidn de
L genes v Ea =intesis de proteinas regubadas por la concen-
tracidn de c-di-GMP dard pisias importantes para abordar
3103 cueslionamienios,
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Assocton with a surface m a strocture knievn 25 biofilm 15 he prevasling mcrobial hibestyle. Flen: we show The Kmetics of bialilm
formetion of Excheriolia coli W10 in statie cultures growang usder semobic or anacrobie comdinons, Aerobseally growing cells s LB
madivm garted o producs derectable snwumiz of biofilm after 4 w0 8 i displavieg maximsl sccumulation of foomed biofilm st 24 h,
correaponding 10 the onsel of statiosary pliase, Thes an abropt reduction s the bomass of the bofilo was oharevad, This decrsse was not
prevented by eatermal addnbon of Tresh worbents asd comnesded widl the depletion of oxyeen a8 measurad By e sieyanatic sctvity of the
Aulhl protoin, Mo beofibn Feomation was detectad im colres prosm angercbically an LB or LB sapplemented watl idimate, nitme, WSO o
fuamsarane, cven after 72 hoof mcubaton, wall inside the statiomary plase, sugpesting that ander anseroblc growth comditons £ coli camno

Ferm bacditas,
2064 Blsevier 5A5, All nights reserved,

Kepwordy: Bioilm; Enclericilia; Corypes; Fxiracelbadar signaling: Anaerohic growih

1. Dndraduction

Bactenal lifestyle in natural environments occurs nor-
mally a3 a complex group of bacteria suached 1o a surface
i stecture ealled biofiln rather than living 0 a3 Fee-
swomming, planktone state (9]0 [0 s koown that brofilm-
nssociated bactenia diifier Fom ther Free-lving comnterpirts,
fior example, bobbm-pssocmed baclenn generally possess
mereased resistance o antimicrobial agents [ 18, 19]. Recend
genetic and genomic studies have shown that hiefilm is
formed in multple steps [42] and in some organisms re-
quires indercelluler signaling [2,36], and that a specilic pe-
netic profile of gene transcription is neaded for hisfilm for-
rmation [ 3, 14,35 44

Erehoricfa oolf has been a useful model for the study
of genetic determinanis of biofilm formation [ 17,28,30]
Mutant cells Tacking Aagella (A0C, 8RO or i) or affectad
im mutilivy (nerl) are severaly impaired in their first steps

* Coresponding s,
Evitd aaldreer: jmben o dic s oraim. s
(L. Membrillo: Hormsndez},

AHIRE-2508/F — aco fronl matter © 2HH Elznaer SAS All nghts reserved.
dliviz D0, E 0 ressmi 200K 03,00

of hiofilm Formation [30]. Recenily, CsrAand RpoS wene
identified as key regulators of biofilm formation [ 1,7,20]. In
adeinaon, the formution of bioklms 12 strongly mifluenced by
the muritional environment [28,30].

Initial experiments performed by Christensen e al. [6]
anad O Toole and Bolter | 26,27 led to the estabhshment of 2
standard technigue for the visualization and quantification of
hacterial hiofilm formation [28) whene cells are frst grown
fior 24-4% b withowt shakmg w PYC micrediter dishes. Then
the wells are rinsed with water and subsequently staimed
with 1% ervatal violet for 20 imin, This staining procedure
alows the visualveation of cells that are anached o the
PWC surface as such cells are stamned purple with crystal
viabet, whereas abiotic sorfaces are not stained purple. This
b g i proseen fo e use ful For the isolation of mtants
affecied in hioflm formation in Presdosioens gdeviginoea,
Prewdhmmorees fuorescens, and £, ool [12,26,27],

Previous obserations [ 10,171,206, 38] showed that o most
cases, the highest amounts of formed biofilm are found ai
Lhe aar—Tguid vmerfaee, A probable rele of oxygen was sug-
gested; however no experimental dita waos provided. In this
commumication, we report on the kinetics of halilm lar-
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rton of stanic culiires grown under aerobic oF aiperobic
growih conditions, Cur results strongly suggest that under
aaerobic growth conditions B coli cannot Form bofilims,

I, Materials and methods
21 Bgereriad sweabes and growel conditiees

Eoeodt WALLD [F~ fam-dn frrnD—renEE} rpk- 1] was nsed
throughout this studv. Other strams used wene MO 1061
[errad ¥ 3% A araAd B Ol TOUT Adlac) X T4 galll golk lsadl
rpael F50 ), MGIGAS (F7 lam™ eph™) and MOCA100
(F arad?1 3% AlacU 169 rpsl 150 relAdl fb-53301 deol]
pLeF25),

For overmaght (0N cultures, an selned colony was moo-
ubated 3 ml of LB [ Luna-Bertam medium [25])] supple-
msentedd with 1080 mM 34 N amorpholing) propane sulfome
(MOS0 and 2% plucose {LB-MOPS ) and grown af 3750
[#,25.34). Startmg pH of the media before mocubaton was
T and after 72 b of growth it wag 7.4, Polyvanyl chlo-
ride (PVC) microtiter wells contaning 150 pl of LR-MOPS
were noculated with cells from an ON coliure (starting
O am = 010, When spent media were gsed for bacterial
growth, two sequiantial centn fogation steps at 14000 & and a
(145 gorn filtisation Sep were perfoimed before re<inoculation
with hacterial cells. Growth curves were determingd by miea-
suring the Oy - For angerebic growth conditions, (as-
Pak sysiem (BBL Sparks, MDY} Ok jars were nsed fol-
lowing the manufaciurer’s ingructions. To make Congo red
plates, Conge red (1T, Baker) 40 pg /ml and Coomagsie hhae
[Sigma) 20 pg fml were added to & sali-less LB agar media

22 Biofilm assavs

Biolilm assays were carned out at 37°C wsing $h-well,
non-iissue cubture-ireated PV dishes (Costar, Cambridpe,
MA) as previously reported [7.248]). Every caperiment was
performed in tripleate at least three fimes o confiom
the resulis. Te prevent evaporation, mwrotiter dishes were
coversd with a plasuc box, YVisuleation of attached cells
wig perfommed by removing the cell culture, st the
wells with 1054 crystal violet for 20 min, and rinsing tee
witlls theee times with distilled water, Stmilor resubis were
ohtained when non-distilled water or fresh LB mediom
was used for rinsing. Tmportanily, crystal violet did nod
atain the plastic of the microtiter dishes even after 60 min
of incubation {data mot shownd, Quantifation was carried
oot spectrophatometrically a1 Ol e eluting the aitached
crystal violet with a solution of 50% ethancl and 20%
acetone [ET]. Standard deviation (SIN was carmied oue for
al least three independent experiments. For aerobic kinetic
hiofilm formation studies e inoculated several wells of
one plate and a1 the indicated times, only those designated
wells were removed and stained with erystal vielet, the
other wells were left in the 37°C oven. For anaerobic

hinfilin determinations, micretiter dishes were divided ino
several ioculated wells and placed in different anaerobic
jars {as many as needed for @ whole experimenth, At the
inndbeted times, wells were removed and staimed with crvatal
viobet, Grroath metility assavs were performed on tryptong
{1 3%6-MaCl (7% )-glucose [(0-2%)=agar {0.3%) plates as
previeusly deseribid [440].

2.3 Erhanol oxidoreducioge giumys

Cells were disrupted by sonication noan ace bath, and
the centrifuped extracts were assayed for ensyme seiniaty
a1 25°0 as previously described |24 The assay mixure
(1 mly consisted of 1.6 M ethanel, 0.3 3 poiassium carbon-
ate batter (pH 10000, and 0060 mb NATY, The formation of
MNalH upon engyme addion was momtored spectrophoto-
mietricably at 340 mm. Prodem detenmmnation sas carmed om
by the Bradford protocol as described earbier [23]

14 p-Galaciesidase assavs

Petialactosudaze actvity specified by the cliromosomal
Prlaedlef=Tacd) ranseriptional fusion of steain ECLAMK)
[24] was measured a3 described by Miller [25], Briefly, sam-
ples of cultures harvested at different times of the growth
curve were suspended in 1 ml of Z bufter [25] and s1ered
on e, Be-alaetogidagse sctivity in CHOl and sodinm dodse-
oyl sulfate-permeahilized cells was measured by monitoring
the hydralvsis of e-nitraphenyl- - D-galactopyranoside. Ac-
tivitbes are expressed in terms of the ODgpo gy of cell sus-
pensiong by the formuls of Miller [25]. Bach culure was
assayed in tiplicate; resaulis were confirmed in at least three
indepandent experiments.

1. Resulis
11 Inflience of anaerokic condiflons on Roflm fomaatior

Previous studies on bactenial biohilm fommaton bave
focused on the determination of aerobr boflm formation
after 24 or 48 b (28], In onder to study the kinetes of biofilm
formation, we cullured the £ coff E-12 W31 160 stram under
aerobac or wnaerobie growth condimons on LE-MOPS medi
i PV merotiter dishes. The Formation of biofilm was
mionitered gt different tinees of incubation. As shown in
Fige, 1, baofilm Formation was evident after & h of incubation
a5 a purple ring (afier crysial vaolet staiming) at the aur-
liguid inderface in aerobic static culwres (Fig, 1) By
comirast, no Wofilm formation was observed in anaerobic
cultures at the same times of incubation or even after 72 h
(Fig. 1T¥), It ks important 1o mote that under bath growih
conditiong, strain W31 10 reached stationary phase afier 15h
faerohically) and 25 h {anaerohically) {Figa. LA and 1H).
Ter determine whether our ohservations were e for other
L. ool strains, we tested strains MO4100, MG 16535, and



sl

Cc

Arbitrary Units (ODS86nmp
(=T PR T N T

0 4 B 12 16 M 30 3B 40 48 80 T2

i i [ ]

o 4 B 1216 24 30 36 4048 60 72 ih)

DIJ-IB

Arbitrary Units [ DDS300mm ]
[ = SRS R E I RN T

M Caddn-Croazdler of ol / Research fa Micmttology 55 (20040 51450

12 16 24 30 36 40 46 &0 F2

LV T -

12 € 2 30 XE 40 48 B 72
T [T ]

Fig 1. Growth curves amd bicfilm formation of gaic culteres of £ coft W10 a0 different tmes of incubation under aervhic or aperobic conditions. £,
rall cells were cultured ai 37°C m LE-MOPS medi acrobically (A and C) or anaercbically (B and 00 on FYC mcrotiter dishes. Crystal wiolel bio@ilm
detntion sazry wid parliemed of tee indicated vimes (C and IV Quamtification of hiofilm formal wnder asrebic {C or seaiobic (D comditiond. is ghoan,
Srandland deviabion (S i shown m e praph (n = 35 One arbirary il conneaponda o s O g Al e st ot e {lms = 1) The gromth curses
o meraleally (A o amensbally (B growing plankimic culiunes are shown 08 Fallis) apimes W3 HH @ LE-MOPS madiom. Fillal cincles: LE-MOTS
msdlinm il gapplismimtal Witk 02%% plucoss al 24 b fames . (i Emply sgenes. LE-MOPS medinm, Emply circles: LB-MOPS mahim supphamsantisd wilth
nilrsds CAHE L Emply Inanghes: LB-MHEPS mralinm spphbarentad with plocess 0,1%

BAC LMD (see Section 23, In all cases, hioflm formation
wits not obgerved under anaerobic growth conditions (data
nol shown), These results girongly supgest that under our
experimental conditions, the presence of oxygen is reguired
for hiofilm formation n & eoli,

220 Inflence of oxvees on B coli demchnren

As shown m Fig. [C, maximal amounis of brofilm For-
mation were observed ai around 24 h of aerobie incubation,
and then a marked decrease in the amomis of biomass of
formed hiohilm was evident. This phenomenon is difficult 1o
gxplain in terms of defcient atizachment properties or a de-
crease in the growih rate becavse the bioblm observed abler
crystal violet stzining s nommally the result of 4 cumalative
process. Cur results would mean that biohilm detaches from
the wells after a certain period al incubation. One possibil-
ity is that cells are detaching from the wells in response 1o
starvation conditions. To tes this hypoethesis we added 0.2%
glisease to aerobic cultures grown for 24 h; howewver, the ki-

netics of hiofilm displaved in Fig, 1O was not alered de-
ajinte: the Bact than the growth saz reinitiated (Fig, 1A, Alled
cirglesy, Provieas studies have showin that aerobae cultures
resich anaerebiosis after 24 b of incubation even in shaking
flasks [41]. Thus, anoxia 15 probably a detachment sgnal of
baofilin formied by £ colis To test ths byvpothess, we mou-
bated sram W31 10 on LE-MOPS mediusn on by microtier
plates wnder aerobie conditons for 12 ho A that tme bacter-
tal cells were Forming biofilm {Fig. 1) b had not reached
thie maximum hiomags aainable under aerobic conditions
(Fig. LA} We then transferred ome plate to anaerobic condi-
tigms for 4, 8, 12 or 24 b (Fig. 24). After 4 hof anserohic in-
cubation, the amount of attached biofilm decreased dramat-
cally, by 0%, a8 judged by the abivpt declive i crystal vio-
bet stnming (Frg. 280 A W% decrease i blomass of formed
biofilm was observed afer 24 b oof anserobic incubation
(Fre. 240 The control plate of the experiment (incubated
under gerebic conditions) followed the same bicflm forma-
tion kinetics as in Fig. 1C (data nod shown). On the other
hand, angerabically growing W3 110 cells were transterred
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Fig 2. Baodilm formetion nfter o shifi from serobic do aoaerchic | Ay of
from anaercbee 1o acrobic (Bp caliure conditiens. (A0 A 12 h LB-MOPS
werobac oabture was shifbed 10 anserchic conditions aed biofilm formation
was mnilorsd betore (a) aed afler 4 (b, 8 00y, 12 dh and 24 B ep of
accierohic growh. Inset crvatal viodet sained wells of 2 typical experiment.
Giraph mdicmes the percemage of remaining oysial viel alinched go the
wells. 1% comesponds 1o the O hgg g of 2 12 h perobically gromm
oaliure. Bors indicabe SD0(n = 3). B) Crysinl violet stumed wells of a typacal
experiment of o shifi from anaerobic jo aemobse coliure conditions:

Loy gerobic conditions and biofilin Tormiation was menitoned,
Inwariably, bofilm fonmation was observed after 4-8 T fol-
bowimge the shift 1o aerobiosis regardless of the growth phase
of the culture (Fig, 281, Taken together, thess resulis indicate
that lack of oxyeen muy be a detachment signal for £ coli-
formed Fofilms.

Ty further explore whether, under eur experimental con-
ditiens {culiures statically growing on mcrotiter dishes),
nnaerobioss i reached o1 aroimd 24 hoof serobic incobation,
we determined the AdhE (NADT ethanol oxidoreductase)
eneyrmang activity of strion W3 110 ae different fumes dur-
ing the aerobic growth opcle, Adhl s an Fe®* -comaining
oxpdoreductese that s subjected o metal-catlyvzed oxida-
ton (MUODY iactvation [23,24], 2o that AdhE 15 macn-
vitbed upon exposure o oxvgen, Thos, AdhE activity 15
1 usetul monitor of the oxygen presence i the cultures.
As shown i Fig. 5, AdhE activity was heavily induced
only after 18-24 h of moubation, sugpesting ihat under
our caperimental conditions, ancxia = probably reached
al around ihis peried of fme. Moreover, we took ad-
vaniage of strain BOLADO0 [23] that bears a chromoso-
mual B dhE-"Tacd y iranseriptional fusion, Expression af the
el gene is induced upon exyeen depletion [23]. A cul-
ture of strain BECL4000 grown on mictotiter plates displaved
an abrupt 18- 1o 10-fold) increased in f-galsctosidase ac-
tiviey specificd by a Pladhl-Taed) afier 18-24 h of in-
cubation under static culture conditions (data not showm .

AdhE 20

[ e —
0 I 30 40 58 6D TO
Teme (1}

Fig. 3 AdhE specific sctivity of strain W31 10 daring serchic planktonic
calture <oimdileee Callunes e grown m LE-MOPS el mcobiled
a AT 0L Bampled Were temovad al the indicaled Inves ad e AdBE
el o dekermod. Bacs mdiciks S0 o = 31 Adiialy & rigpoetiod as
ok of MATHH prodhacal per minite per milligram of protéemn

Taken together, these resulis sugpest that anaerobiosis is
reached after 18-24 h of growth under static culture con-
ditions.

33 Biofilm formation under araevebic growih conditions
in the presewee of different electror acceplors

In thi absence of oxygen, £ coli can use differem elec-
trof acceplors such as niieate, niteite, DMSO (dimethyl-
sulfoxide plus molvidae) or fumarste [41] In order o
est whetlser the eleciron transport chain iz umvaelved in the
baodilm Formnion of & coli, we incobated W31 10 eells aer-
obacally o amaerobically i the presence of nitria (440 mM),
nitrite £ 5 mAd Y, DME0 (20 mbdd + 01 mbd malvbdaia) or fu-
rrarate (40 b, Tooall cases, serobic biofilm-Fommation was
srmilar i that of LE-MOPS-only cultures {Fig 4, top panel),
In the game way, anaerobic culiures supplemented with any
of the different ¢lectron acceptors did not fomm bieOlm wder
anoxic conditions (Fig, 4, bottom panels, These resulis indi-
gabe that regardless of the final electron accepor, B coli i3
uiable to form biofilm under anserobic growth conditions

A4 Dflieence of extraceluler sigmaly on Biofilme ot i

It is mow widely accepted that cell-cell sigmaling in somsa
MICHEMEANISMS is an imporiant element i biefilm forma-
tion [2,36]. Recently, it was reporied that £, colf prodisces
extracellular signals that may participabe n guonim sens-
g and biclilm formation [7,37.38]. We reasoned that the
Lack of hiahlm Formation under anderobic growth conditions
could be due 1o a failure i producing these molecular sig-
nals. Ta test this hypothesis we mixed similar amounis of
anaerohically-grown plankionic cells pelleis (48 h; Fig. 5, in-
set bl with spent media from a 12 h aerobic culture {already
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spwannl of orysial viodel eluted froen the culiere prosm sasrehicadly oo
L.H. Hars indi=aie 51k n =60

in hiofilm formatien state; Fig. 5, inged a) and incubated the
roigtyre gngerobically o a further 48 b, T there was & mole-
cular signal i the aerobic supernatant, this would promote
hiofilm formeation under amperobic conditions. A3 shown in
Fig. & no biofilm formation was observed onder these con-
ditionzs. Bimitar resolis were obtained when somilar amonts
of cell pellets from anaerabae culiures were ingubated with
amaerobic supernatants of fresh LR-MOPS mediom and -
cobated anaerobically (Fig. 31 These resulis suggest that
no prometing molecular signals for bobbm formaion were
present m supematants from serebacally growmg coliores
that could mduce baofilm Frmaton under anaerobisc condi-
Hais.

O the other hand, 18 miy be possible that an extracellular
sigral produced wder anierobic condiions prevends the
formation of biofilm uwnder these conditions, To e thiz
possibility, we mixed @mular amounts of aerobicilly grown
cells {24 h) with anzerobic spent medium from 48 h cultures
and the musiure was incubated acrobicallv. 11 there was an
mmihibitory signal inthe anaerobie supernatant, o decrense in
aerabic kiofilm formation would be observed. A= shown in
Fig. 5. hiofilm formation wus not atfected by the presence
of pnaerobic supernatants. These resultis indicate that no
mhihitory sipnal is present in the anaerobic spemnt media tha
prevents hiotilm formation under aerobic growth conditions.

a b

.ﬂ?

Supematart LB -0y +0; LB -0, +0,

Cells sy a0, e0, 0, 0, 0,

Fig. & Effect of different spent nsedia o dresh LE-MOPS oo bofilm
Fomealion by £ coll [rsel: crvstal viokt stemang of PAC wells from whach
plankionic cell pellets or supematanis from 24 b perobically {np or 48 h
aaerobically (ly) growssg ouliures were hancested. Mixiure of cell pellets
wiith diffrent supernatnis was carmied ol s indicaied. Baofilng Foemsiion
was guanlified nfber funber 24 (aerobic, 0;, eop row) or 48 b nnaenebic,
=¥, bottom row). The experiment was repeated al lest three tImes with
sirmnlar resalis, Resulls from a eypical experiment e shom,

Imterestingly, & marked decrease in biofilm lormation was
ohserved when supernatants from acrobic cultures wene used
repardless of the origin of the cell pellets compared (o the
wells where supematant Irom anaerobically-grown gultures
or fresh medivm were used (Fig. 3], suggesting the presence
ol a signal{s} molecubeis) that interferes with this process.
This is in good agreement with previoos resuls [ 7).

Recent analyses of extracellular signaling revenled thi
E. ool does not produee homosene clones [21], How-
ever, B, coli does produce the automduer-2 (furanesy] bo-
rate diester; a product ef e engane LuxS) due has been re-
garded as o “unverzal " eell-cell commumcation signal |44,
W then deaided to check whether a stoin defectred m the
production of the autoimducer-2 (stram DHS5e; [38,39]) was
e to form baofilm wed whether eor nod this st displayed
the same brofilm formaton kinehes as the W31T0 stram,
Stramn DHS o (foeS) was not affected moits abiliey fo form
baofilens nor dad o display differens befilm formaton k-
neties Tromn that of W31 Moreover, this strain was
able to form biofilim amgerobically, 11 as thos very likely that
autoanducer-2 15 not imvolved in the kiofilm process, af beast
under o experimental conditions (data not shown. Thas 13
ol aprecment with previous results showed by Beisner
etal, [31],

A5 Swarming mofiliny weder andersbic condifions

It has heen reponed that swarming motility and flagella
arg required for the early stages of biofilm development in
E. cadf [26,300 Consistent with this, 00, @O BRI mocd
amdl seed® matant sidins are severely defective in hiofilm
foprmation | 30]. Wi wondered whether the reason for the lack
of biafilm formatien uder anacrobic growth conditions was
the result of a delective or mull motility or defective fagella
praduction, There Fore we tested the maotility of strain W31 11
on swarming plates supplemented with 0.2% glucose under
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Fig & Moty sl type 1 0 production under aendie o andendb
caalture cotpdifions. (A0 5, ol AWAE Moty assys der asohic of
maierohic conditions. Smaing W10 (wild type) mnd ZKA0S (00 were
spottad oio solf rypeans motiley poes supplemented with (1.2% pluoose
and incubmied under serokec {640 | or annerohic | =0 b groweh coodigions
for ¥ amd 12 h, respectively. B) To chedk for the presence of type 1 pli,
siram W1 10 was streaked on Congo red plaies and meobated aerobieally
[ 032 b or amaerobically | =) for 72 o 28 °C,

aerphic or anaerobic conditions, As shown in Fig. &,
normil levels of motility were exhibited under anacrahic
growih conditions. Mutant strain ZRA08 () defective in
the synihesis of Mamells was used a3 2 negative swarming
comenl (Fig, &), Cur results indite thar maotility 15 naod
severely affected under amaerobie conditions and that the
failure i Bofilm prodection i ot doe o impaised motilicy,

3o Preseoce af vvpe T poli soder guagerobic cordinions

D-mannose sensiive tvpe 1 pili are responsible for more
than &% of the kMofilm formed in microtiter plates under
aerohic conditions [ 16,30]. In addition, type | pili strongly
premote growth and amachoment at the Hguid-oxyeen in-
terface [13,29.30] Therefore, it is very likely that the
noi=kioflm-forming plenetype associated with anagrobic
comditions s rekated 10oa switch oo nen-Ambriated popn-
Latbom, Since tse defeoct i biofilin formation undar snaarobic
conditions 18 ot due to motility, we determaned the pres-
cace of type 1 piln under anaerobac versus aerobie condi-
tons by streakmg the W31 10 struin on Congo red plates. As
shown in Fig, 8B, a clear ditference was observed between
cells grown aerobically (red) and cells grown anaerobreally
(white), indicating that type 1 pali were present only under

Acrohic growih conditions. These results suggest that one of

the reasons [or the failure of hiofilm Farmation under anmer-
ohic conditions m & cali 15 the lack of production of fype 1
pili under anaerobic conditions.

d. Discussion

The importance of bacterial biofilms is clearly evidem
due to their negative impact in medical, industrial and en-
viranmental settings. Molecular studies have focused on the
gematic determinants of hiohlm formation in different hac-
terial species [12,17,42]. Muotants affected in tvpe | pili for-
rmation or metility are severely impaired in hiofilm formation
[ 3], Oriter penetic determinants affecting biohlm formation
mnclude s, e, ofie and defed [ 1705, 16,22). 11 15 wadely
known that hiohlm formation 15 atfected by envirommen-
tal condifions and physical factors such as pH and nutnend
gvailahility, During their first allempis to develop a meihod
for the study of hiahlms, Pratt and Kolter | 30] observed that
E. col-formed biofilms were evident as a ring only al the
wir-ligud isterfaee, suggestng an wnportant rele for oxygen
i the formation of biofilms. nterestingly, the same patiem
of bradilm formution was also ohserved in P aeruginoss and
Fibwio cholerae | 25,43,

In this communication, we demonsrated that & colf
cannnt form biofilm under anaerobic conditions on PV
rmcroditer dishes, Frobhahly, s may explain why hiofilm
15 formmed as o nog mainly at the aic-liquad interface of
a culiure, Why iz oxvgen reguired For bioflm formation
i F colf! Several lines of evidence suggest that oxvgen
pier s s essential, First, apparently, no exteacel lular signals
prodhuced either serohically or anaerobically modify the
amounts of hiofilm formation under anaerabic conditions.
The wse of aerobic or anaeraobic spent media suggested
that no signals are involved in this process (unless there
wis an oxygen-sensitive negative signal produced ander
anaerobie conditions; Fig. 5}, Second, acrohically growing
cells fand ina hiofilm-lorming status ) stop biofilm formation
amlior stan hiofilm dispersal alter a shifi 10 anaerobiosis
{Fig. 21 Thard, the respiratory system is nod involved in this
process siee the presence of aliemative eleciron acceplors
such as nilrate, fumarate, nirite and DMWSO-molvbdate did
not support biohlm fonmation under anaerobie respiratory
comadifions { Fig. 4). Fourth, motility, anessential reguiremend
fior brofilm formation, 15 net severely affected by the absence
af oxyveen (g, &),

Avatlabiliey of oxvgen s eritical for triggenng the synthe-
ses of o high number of proterms imvolved in aerabie or anmer-
obae metabohsm. Our attermpls ar selecting o transposon-
mdveed or chemcnl matagenesis-mduced mutamt with the
ability 1o form biofilm anaerobically ware unsuceessiul
(Cobdn-Cronedles, unpublished), This result may indicate
that either {1} the gene responsible for a negative signal for
biofilim Fosrmgtion wder anaerobic conditions 15 essenteal, o
(20 oxypen par se 65 essential for bieflm foramon, Our re-
st canmot nule out gither of tese tan possibilities.

Several polysaccharide Iyases, proteases and nocleages
rmay parnicipate in the detachment process [4]. [ wounld be
very inleresting to study the pattern of axpression of penes
encoding any of these proteing under acrobic or anaerobic
growih conditions.
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Provioms studies | 13, 16,29, 30 hane shewn that tepe | pili
are iportant elements for biofiln formation i £ coff, Our
fimeking that tvpe 1 pili are preferentially present undes aer-
ohie conditions (Fig, 68 may explain why £ colf canno
form hiofilm anaerohically. However, iranseriptionzl DMNA
migroarray siudies comparing acrobically wersus anacrabi-
cally grown cells showed e difference in expression of the
Jim aperons [33), Further studies such as overexpression of
the fim operons under anacrohie conditions are necessary o
clearly establish the role of type 1 pili in biofilm formation
i the absence of oxygen.

Ta our knowledge, this s the lirst tome that a chemical
element which 15 not essential for growth = demonsirated
to be cssenital for biclilm formation. It is imporfam do
note that £ coli s 4 facultative organism that has a fast
growth rite under anserobig respratory condations provaded
there 15 an allemutive electron acceptor avatlable. On the
other b, mosthy serobic organsms such as 2 aeruginass
or Myveolaeterivm wberulosis form bofilm m the same
wity as £ poli. The essential rele of oxypen in bofilm
formation in E, colff becomes relevamt if we consider that
during e course of dental plague biofilo formation, many
sinet anaerobes such @z Fucobocierion mclepiem and
HBacieroides jorsvies require the previous atlachment of
an aerobe or @ facullative organism to st the formsation
of hiofilm [5,45] Experiments are uder way o determing
whether extracellular signals present in anaerobic cultures
of dental-plague-forming organisms can induce hiofilm
formation in £ celiin the absence of axypen.

Recently, Ben et al. [32] identified an exogenonsly pro-
duced furanone compomd a5 a negative signal of £ ealf
hiodilm formation. We cannot ribe out the possibility that a
similar compound may be imvalved inthe negative regulation
of kiofilm fermation under anaerohic conditions, Alterna-
tively, the presence of some surface polysaccharides lyases
or adhesing may be genetically regulated depending on the
availability of oxygen. Experiments are under way io fest
this possihility. Interestingly, an algmate Ivase homologoe
gene (bW is presemd i the E coli chromosome. The key
erngrma haghlighted by this stady 15 the ¢ssental regqurement
fior omypen i the progess of bofilm formueeon, Our unsuc-
cessful attempts o molste o mutant that hed the oxvzen
requeremnient bed us o think that oxygen may be o struchoral
part of the biofilm complex constitution,
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