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Resumen

Debido a la gran diversidad de estimulos presentes en el ambiente, los
organismos cuentan con sistemas de sefalizacion que les permiten detectar y
responder a las fluctuaciones de las condiciones en donde se encuentran. En
células procariotas, estos sistemas estan generalmente organizados en pares de
proteinas, una cinasa sensora (CS) y una reguladora de la respuesta (RR), que
conforman la gran familia de los sistemas de dos componentes (SDC). En
particular, el SDC BarA/UvrY de Escherichia coli consta de la CS BarA, que se
encuentra anclada a la membrana interna y contiene tres dominios cataliticos
(cinasa tripartita o hibrida), y de UvrY, que es un RR citosoélico tipico, con un
dominio receptor y un dominio efector de union a DNA. La sefial fisiolégica que
activa este sistema es el acetato (el formato y otros acidos carboxilicos de cadena
corta también son capaces de activarlo). En condiciones estimulantes BarA se
autofosforila y posteriormente fosforila a UvrY, el cual activa la transcripcién de los
RNA pequefios no codificantes (SRNAs) CsrB y CsrC. Estos secuestran e
inactivan a la proteina CsrA, la cual es un regulador post-transcripcional global,
importante en la regulacion del metabolismo del carbono, la formacion de
biopeliculas, la motilidad, y la expresion de factores de virulencia. A este sistema
en su conjunto se le conoce como sistema Csr (por Carbon Storage Regulator).

Interesantemente, una cepa mutante en csrA no es capaz de activar BarA,
aun en la presencia del estimulo, lo cual representa un circuito autoregulatorio ya
gue la activacién de BarA tiene como resultado la inactivacién de CsrA. Teniendo
en cuenta que cepas mutantes en barA y csrA presentan diferencias en la
motilidad, que es evidenciada por el halo de nado en un medio semisdlido, se
analizaron las mutantes de la coleccion KEIO de E. coli con respecto a este
fenotipo y se seleccionaron mutantes con motilidad reducida (como una mutante
en csrA) o aumentada (como una mutante en barA), con el fin de identificar

factores que afecten la actividad del sistema BarA/UvrY. Asi, se ha encontrado



gue la actividad de BarA es afectada por un numero de proteinas, dentro de las
cuales se encontraron YgiK, YbbK, HfIK y HfIC (flotilinas), asi como también la
proteina AslA con probable actividad de aril sulfatasa.

En este trabajo se realizaron estudios de ensayos de motilidad, Western
blot, Northern blot y determinacion de actividad 3 -galactosidasa en cepas con
reporteros lacZ, para determinar la relacion que existe entre las flotilinas y AslA
con los sistemas de regulacion globales Csr y BarA/UvrY.

Los resultados obtenidos demostraron que en una cepa mutante en aslA se
ve afectada la expresion de CsrB, la cual disminuye drasticamente. Esto sugiere
gue AslA estaria involucrada en la activacion de BarA de modo aun no identificado.
A su vez, encontramos que las flotilinas afectan también la expresion de CsrB,
probablemente a través de la activacion de BarA. Finalmente, determinamos que
la proteina CsrA regula de manera negativa la expresion de HfIC y YbbK. Se
discuten las posibles implicaciones de esta regulacion en el marco del circuito
autoregulatorio CsrA-BarA/UvrY-CsrB/C.



Introduccion

Capitulo I. Introduccion al sistema de dos componentes
BarA/UvrY.

1.1 Sistema de dos componentes en bacterias

El crecimiento y supervivencia de los microorganismos depende de su habilidad
para responder a una gran variedad de estimulos en el ambiente. Durante mas de
20 afos se han estudiado varios sistemas de dos componentes (SDC), los cuales
son una de las vias de sefializacién presentes en los microorganismos. El interés
del estudio de estos sistemas no soélo recae en conocer su funcionamiento, sino
gue debido a su importancia para la viabilidad del microorganismo, puede ser (util
en la busqueda de antibiéticos novedosos que afecten la sefializacion mediante
SDC que estén involucrados en la expresidon de factores de virulencia o
patogenicidad de ciertos microorganismos patdégenos o bien, para mejorar la
actividad de bacterias utilizadas en agricultura, remediacion ambiental o procesos
biotecnolégicos (Gao & Stock, 2009; Malpica y col, 2006).

El fundamento de estos sistemas de sefializacion es la reaccion de
fosfotransferencia entre dos componentes conservados del sistema: una cinasa
sensora (CS) y un regulador de respuesta (RR). La CS es el componente que
detecta el estimulo y dirige la via de sefalizacién a seguir. Por su parte, el RR es
el componente de salida, regulado por la cinasa sensora, y el cual efectia la

respuesta celular.

En el modelo prototipo de una SDC (Figura 1), la CS se encuentra anclada
a la membrana con su dominio periplasmico situado en el extremo amino-terminal.
En este extremo es en donde los estimulos son detectados, ya sea directa o
indirectamente por la proteina; seguido del dominio transmisor situado cerca del
extremo carboxi-terminal, el cual cuenta con un motivo de unién a nucleétidos y un

residuo de histidina altamente conservado. Un pequefio porcentaje (5%) de



cinasas sensoras presentan una conformacion distinta a la prototipo (Letunic,
2004). Por su parte, el RR es una proteina citoplasmatica que presenta un dominio
receptor y uno regulador. El primero, presenta como caracteristica principal un
residuo de aspartato altamente conservado que se encuentra en el extremo
amino-terminal; en el extremo carboxi-terminal, esta el dominio regulador, el cual
es el responsable de producir la respuesta y por lo general es un dominio de unién
al DNA.

Al percibir un estimulo especifico, ocasiona cambios estructurales en la CS,
lo cual permite la autofosforilacion dependiente de ATP en el residuo de histidina
del dominio transmisor. Posteriormente, el dominio receptor del regulador de
respuesta actia en la defosforilacion de His-P en la CS para la transferencia del
grupo fosforilo hacia el residuo de Asp en el regulador de respuesta. Por ultimo,
esta fosforilacibn activa al regulador de respuesta actuando como regulador

transcripcional.

Figura 1. Modelo prototipico de un SDC. La presencia de una sefial o estimulo provoca la
autofosforilacién del residuo de histidina de la CS en el dominio transmisor. El grupo fosforilo
posteriormente se transfiere al residuo de aspartato en el RR (Modificado de Pernestig, 2003).



En los SDC bacterianos, existen variaciones con respecto al modelo
prototipico. Una modificacion frecuente es la presencia de CS hibridas, las cuales
cuentan con tres dominios cataliticos. En estas cinasas hibridas, el grupo fosforilo
del residuo de histidina en el dominio transmisor proveniente de la
autofosforilacion inicial, se transfiere a un aspartato conservado del dominio D1y
luego a la histidina del dominio H2 (Figura 2). A esta ruta del grupo fosforilo a
través de residuos de aminoacidos adicionales se le conoce como fosforrelevo. La
finalidad de esta transferencia adicional no es clara; sin embargo, se ha
relacionado con un nivel de regulacion adicional y con la habilidad de interactuar

con otras vias de sefalizacién (Gao, 2009).

Figura 2. Modelo hibrido de un SDC. La transferencia del grupo fosforilo al dominio receptor (D1)
y posteriormente al dominio de fosfotransferencia H2 es la diferencia principal entre los dos tipos
de modelos de SDC (Modificado de Pernestig, 2003).

Se ha estudiado la actividad bioquimica y las estructuras tridimensionales
de varios dominios conservados de las CS y los RR. Sin embargo, adn con los
residuos conservados de histidina y aspartato, los cuales constituyen la base del



sistema de fosfotransferencia, existen excepciones y variaciones entre los
modelos ya estudiados y, sin duda, estas diferencias seguiran en aumento en la

medida en que mas sistemas sean caracterizados.

1.2 El SDC BarA/UvrY

Se conoce desde hace ya varios afios la relacion que presentan las proteinas
BarA y UvrY que forman el SDC de E. coli, el cual se activa en la transicion
de la fase exponencial a la fase estacionaria de crecimiento (Pernestig,
2002 y 2003). También, la activacion de este sistema depende del valor del
pH en el medio (a valores menores de 5.5 el sistema se encuentra inactivo)
(Mondragon, 2006). Sin embargo, la adicion de glucosa al medio de cultivo
a pH 5 induce la activacién del sistema tras 2 horas de incubacion, lo cual
sugiri6 que la presencia de productos metabdlicos finales de la glucdlisis
activan el sistema. Estos metabolitos resultaron ser acetato y formato
(Chavez, 2010). Este SDC presenta caracteristicas de un modelo hibrido,
ya gue la proteina BarA cuenta con dominios involucrados en reacciones de

fosforrelevo (Figura 3).



Figura 3. SDC BarA/UvrY de E. coli. La cinasa sensora BarA cuenta con los dominios
especializados para las transferencias del grupo fosforilo previo a la fosforilacion del regulador de
respuesta cognado UvrY (Modificado de Pernestig, 2003).

Cuando la CS BarA se activa por la presencia de acetato, se inicia un
fosforrelevo que culmina con la fosforilacion del RR UvrY, el cual se activa como
regulador transcripcional, activando la transcripcion de CsrB y CsrC. A su vez,
estos sRNAs secuestran y antagonizan la actividad de la proteina reguladora
global CsrA. De forma autoregulatoria, CsrA activa indirectamente la expresion de
uvrY y es necesaria para la activacion de BarA (Suzuki, 2002; Camacho, 2015)
(Figura 4).



Figura 4. Regulacion entre, BarA/UvrY; CsrA, CsrB y CsrC. La activacién BarA/UvrY activa a su
vez la transcripcién de CsrB y CsrC los cuales secuestran y por lo tanto inactivan a CsrA. CsrA se
encuentra involucrada en diversos procesos metabdlicos y es necesaria para la activacién de BarA
y la expresibn de UvrY. Las flechas indican activacién o regulacion positiva del siguiente
componente; las flechas truncadas indican inactivacion o regulacion negativa; las flechas
punteadas indican activacion indirecta; X y Y son los componentes intermediarios entre la
regulacion que efectdia CsrA sobre BarA/UvrY.

El sistema BarA/UvrY no es exclusivo de E. coli, ya que hay sistemas
homélogos en bacterias de otros géneros como son EXpS/ExpA en Erwina
carotovora (Eriksson, 1998), GacS/GacA en Pseudomonas fluorescens (Gaffney,
1994), BarA/SirA en Salmonella entérica serovar typhimurium (Altier, 2000) y
VarS/VarA en Vibrio cholerae (Wong, 1998).



Capitulo Il. Sistema de regulacion global Csr

2.1 La importancia y actividad de CsrA en el sistema Csr

La expresidon de CsrA estd regulada positivamente por el factor o (factor
involucrado en la transcripcién de genes en fase estacionaria y en condiciones de
estrés) (Timmermans, 2010). Esta proteina se une a mRNAs blancos, afectando
su estabilidad y/o traduccién. Regula de manera positiva la glucdlisis y el
metabolismo de acetato (Wei, 2000) y negativamente la glucogénesis y la
gluconeogénesis (Baker, 2002); esta involucrada en la formacién de biopeliculas
(regulacién negativa; en color rojo de la Figura 4), en la motilidad celular
(regulacion positiva involucrada en la sintesis de flagelos; en color azul de la
Figura 4) (Moons y col, 2009; Wei, 2001; Jonas, 2010) y en el gquroum-sensing
(Waters y Bassler, 2005). CsrA también se ha relacionado con la regulacion de
patogenicidad y virulencia en E. coli enteropetogénica, ya que esta proteina activa
directamente la expresion de genes necesarios para la formacién del pedestal de
este microorganismo (Bhatt, 2009).

2.2 Actividad de CsrA regulada por CsrB y CsrC

La regulacién de la actividad de CsrA esta dictaminada por la presencia de los
SRNAs CsrB y CsrC (Dubey, 2005; Suzuki, 2002), los cuales secuestran a CsrA
inhibiendo su actividad. La presencia de CsrB y CsrC depende de la transcripcion
de estos por parte del RR UvrY-P; sin embargo, CsrA activa indirectamente la
transcripcion de estos sSRNAs a través de la regulacion indirecta de la expresiéon de
uvrY y la activacién de BarA (Suzuki, 2002; Camacho, 2015).



Capitulo lll. Membranas celulares y balsas lipidicas

3.1 Modelo de mosaico fluido de las membranas celulares

El primer modelo aceptado para la estructura de la membrana de las células fue la
del mosaico fluido de Singer (1972). En este modelo se plantea que existe una
dispersién aleatoria entre proteinas y fosfolipidos en una bicapa lipidica a lo largo
de la membrana. Diversos experimentos bioguimicos y propuestas
termodinamicas, establecieron que este modelo es el mas viable para representar
las membranas celulares y otros tipos de membranas funcionales (mitocondria,
cloroplasto, etc.). En este modelo, los fosfolipidos actian como la matriz de la
membrana, proporcionando fluidez, viscosidad y también la habilidad de mover
sus componentes de manera libre. Las proteinas por su parte, presentan una
estructura globular con una alta cantidad de regiones a -hélice, se pueden
encontrar como proteinas integrales (mas del 70%) o periféricas, unidas a
oligosacaridos o a lipidos especiales; pueden estar embebidas en la membrana de
tal forma que cruzan hasta el citoplasma (Figura 5).

El modelo propuesto por Singer fue ampliamente aceptado; sin embargo, a
falta de la tecnologia necesaria para profundizar mas en el tema, el modelo de
mosaico fluido solamente comprendia la dispersién aleatoria de sus componentes

y que existian proteinas exclusivas de la membrana externa de la célula.

Figura 5. Modelo de mosaico fluido de la membrana celular. Se esquematiza la bicapa lipidica
rodeando proteinas integrales y periféricas de la membrana celular. Tomado de Singer, 1972.
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3.2 Estructura de las membranas celulares. Balsas lipidicas

En afnos recientes se ha encontrado que debido a las interacciones presentes en
la membrana celular, se pueden formar microdominios con funciones vy
composiciones especificas. Se cree que los lipidos son el componente mas
importante de la formacion de estos microdominios o balsas lipidicas, lo cual
afiade complejidad al modelo de mosaico fluido y otorga caracteristicas especiales
para formar plataformas para proteinas membranales y procesos de endocitosis o
tréfico intracelular (Doherty y McMahon, 2009).

Existen varios modelos que explican la conformacion de las balsas lipidicas.
El principal de ellos menciona que estos microdominios estan conformados
principalmente por colesterol y esfingolipidos, en donde las proteinas se
encuentran asociadas (Simons, 1997). Otro modelo propuesto es en el cual se
forman pequefas estructuras llamadas lipid shell’s, los cuales son pequefios
montajes dinamicos donde las proteinas que se encuentran en las balsas son
preferentemente asociadas a determinados tipos de lipidos, en donde proteinas
especificas de las balsas lipidicas se unen a ciertos lipidos que otorgan una
estabilidad mayor que la de encontrarse dispersas en la membrana;
posteriormente estos montajes de composicion similar se unen entre si para

formar la balsa lipidica (Anderson, 2002).

Los primeros estudios relacionados con balsas lipidicas se realizaron en
células eucariotes. Los resultados obtenidos demostraron que al afectar la
estabilidad de las balsas lipidicas se afectan las proteinas que se encuentran en
estos sitios ocasionando defectos de sefializacion celular y vias de transduccién
de sefales (Meile, 2006). También, se ha relacionado la disrupcién de estas
balsas con diferentes enfermedades en humanos como Alzheimer, Parkinson y

enfermedades cardiovasculares (Lopez, 2010).

No todas las proteinas pueden ser componentes de microdominios
membranales, ya que se requiere una interaccion especifica entre lipidos vy

proteinas. Algunas de las proteinas relacionadas con la formacién de balsas son:
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caveolinas, proteolipido MAL, flotilinas, estomatinas y proteinas transmembranales.
Estas proteinas se pueden combinar al formar la balsa y darle una estabilidad y
resistencia a detergentes mucho mayor en comparacién de otros sitios de la

membrana celular.

Se han descubierto, mediante analisis bioinformaticos, genomas
bacterianos que codifican proteinas cuya secuencia de aminoacidos es similar a la
proteina flotilina-1, la cual se encuentra exclusivamente en balsas lipidicas de
eucariotes. Todos los miembros de la familia de las flotilinas tienen un dominio
Gnico compuesto por regiones superenrrolladas pero también contienen un
dominio homélogo a prohibitina SPFH (stomatin/prohibitin/flotillin/HfIKC, por sus
siglas en inglés) (Tavernarakis, 1999; Rivera-Milla, 2006). Se ha demostrado que
las flotilinas y prohibitinas forman grandes complejos en la membrana, los cuales
se pueden localizar facilmente in vivo (Solomon, 2002). En Bacillus subtilis,
mutaciones en la proteina FloT, afecta las vias de transduccion de sefiales y la
esporulacion. La CS KinC de este microorganismo, asi como FIoT, se encuentra
en balsas lipidicas (Lopez, 2010; Donovan y Bramkamp, 2009).

Por dltimo, los experimentos realizados por Bach (2013) confirman que la
presencia de las flotilinas compartamentalizan secciones en la membrana en las
cuales se encuentra un mayor orden y menor fluidez (Figura 6). Existen sistemas
de secrecion, como el que se encuentra en B. subtilis, que necesitan de tal
separaciéon. Bach (2013) también menciona que no necesariamente deben de

encontrarse lipidos especializados en esta region.

12



high GP high GP

AyuaG AygfA

Figura 6. Compartamentalizacién de dominios en la membrana plasmética. GP: Generalized
polarization; La presencia de flotilinas (verde-azul) ayudan a separar regiones de la membrana,
aumentando el orden y generando secciones especializadas para ciertos procesos celulares.
Tomada de Bach, 2013.

3.3 Flotilinas

Estas proteinas fueron identificadas por primera vez en la regeneracion de las
células ganglionares de la retina de peces goldfish después de una lesion del
nervio optico (Schulte, 1997); afios después se demostrd que son necesarias para
la regeneracion de los axones de la retina del pez cebra (Munderloh, 2009). El
grupo de familias flotilina-1 y flotilina-2 se han encontrado en todos los tipos de
células de mamiferos estudiadas hasta el dia de hoy. Estas proteinas se han
encontrado en bacterias, plantas y hongos, pero no se han encontrado aun en

levaduras.

Los dominios SPFH encontrados en las flotilinas tienen diversas funciones
en diferentes organismos, tejidos y localizacion celular, pero comparten una
caracteristica comun la cual consiste en comportarse como proteinas integrales de
membrana que oligomerizan para formar microdominios. Estos microdominios
demuestran insolubilidad en detergentes frios no i6nicos y flotabilidad en
gradientes de densidad de sacarosa, los cuales son caracteristicas clasicas de las
balsas lipidicas (Otto, 2011). Las flotilinas por si solas, o0 en conjunto, se han visto
implicadas en numerosos eventos de sefializacién, y se cree que estan

organizadas en balsas lipidicas (Babuke y Tikkanen, 2007). Otros estudios en
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varios tipos de células han demostrado que los microdominios de flotilinas
representan sitios de ensamblaje para plataformas de sefializacién que involucran

la actividad de la familia de cinasas Src (en células T) (Slaughter, 2003).
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Capitulo IV. Proteina putativa arilsulfatasa, AslA

4.1 Caracterizacion de aslA

El gen aslA en E. coli fue llamado de esta manera debido a que en la secuencia de
aminoacidos contiene motivos sulfatasa | y Il, los cuales son homdlogos en un 55
y 70%, respectivamente, a los que se encuentran en la secuencia del gen atsA
presente en el genoma de Klebsiella pneumoniae (antes K. aerogenes). Este gen
se traduce en una aril sulfatasa involucrada en el metabolismo del sulfato
(Hoffman, 2000). Esta proteina esta formada por 427 aminoacidos con una masa
molecular predicha de 52 kDa (Combet, 2000). Ademas, el analisis de la

organizacion gendmica de aslA indica que no se encuentra en un operon.

Mediante el andlisis computacionales se predice que AslA contiene dos
segmentos que abarcan la membrana (Klein, 1985) y una secuencia de sefial en el
amino-terminal con un sitio de escision putativo entre los aminoacidos 24 y 25
(Nielsen 1997). En Salmonella entérica serovar typhimurium se encontrd que AslA
es modificada post-traduccionalmente y es secretada a la membrana
citoplasmatica por medio del sistema TAT (Twin-arginine-translocase) (Das, 2013).

4.2 Homologia de aslA en otras especies

Mediante analisis informatico se ha encontrado que en otras cepas de E. coli,
como la K-1, existe también este gen. Entre la cepa K-1 y la K-12, existe una
homologia de un 94% en los nucledtidos y 97% en los amino4cidos de esta
proteina. En Salmonella entérica serovar typhimurium, se detecto la expresiéon de
AslA en condiciones acidas (pH 5.5), asi como su actividad de sulfatasa en estas
mismas condiciones, pero no a pH 7.0 (Das, 2013).

En otros estudios se ha caracterizado la actividad de sulfatasa en especies como
Klebsiella aerogenes (Adachi, 1975), Proteus rettgeri (Fitzgerald, 1970), Serrattia
marcescens (Murooka, 1980) y Salmonella entérica serovar typhimurium
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(Henderson, 1979); entre ellos, varios expresan aril sulfatasas como las descritas

previamente.

4.3 Virulencia

En E. coli K-1 se detectd que la actividad de sulfatasa de este microorganismo le
ayuda a atravesar la barrera hematoencefalica, siendo esta bacteria uno de los
principales causantes de meningitis neonatal. Una mutante de aslA disminuye su
virulencia hasta en treinta veces menos que la cepa silvestre y una cepa con un
50% de mutacion hasta dieciséis veces menos; al complementar estas mutantes,
la capacidad de infectar el cerebro regresa a sus valores normales. Diferentes
estudios determinaron que esta mutacién no afecta la capsula, el lipopolisacéarido
018, la fimbria S o la proteina OmpA (Outer membrane protein A), todas estas
involucradas en la virulencia del microorganismo. Por otra parte, al momento de
transformar E. coli K-12 con aslA, esta cepa no se vuelve invasiva (Hoffman, 2000),
lo cual indica que la presencia de esta proteina contribuye a invadir pero no causa

ningun efecto sobre una cepa no invasiva.

En S. typhimurium, los genes envZ-ompR y phopQ, son reguladores
importantes de virulencia. Algunas de sus funciones son la de disminuir el pH del
medio y lograr adaptarse a este cambio, ademas de activar la expresion de
diferentes genes de patogenicidad. Se observd que estos genes estan
involucrados en la supervivencia y patogenicidad de este microorganismo asi

como la expresion y actividad de AslA.

Finalmente, comparando la expresion de aslA en E. coli K-1 con la K-12, en
esta ultima no se detect6 su expresion por medio de Northern blot (Hoffman, 2000).
La actividad nula de sulfatasa de esta proteina en E. coli K-12 (a pH5.5 y 7),
arrojan resultados importantes para determinar que funcidon puede tener tal

proteina en este microorganismo (Das, 2013).
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Hipotesis

Las proteinas HfIC, HflK, YbbK, YqiK y AslA, estan involucradas en la activacion

de BarA en E. coli.

Objetivo

Determinar el papel de las proteinas HfIC, HfIK, YbbK, YqgiK y AslA en la activacion
del SDC BarA/UvrY, asi como también el efecto regulatorio de CsrA sobre la

expresion de las primeras.

Objetivos particulares

» Predecir por medio de programas informaticos la localizacion de las regiones
transmembranales de las flotilinas y de la proteina AslA.

* Relacionar los fenotipos de motilidad de las cepas mutantes en flotilinas y aslA
con los de las cepas mutantes en csrA 'y barA.

* Comparar por Northern blot los niveles de expresion de csrB en cepas
mutantes en los genes hflC, hflK, ybbK, yqiK y aslA con una silvestre.

* Complementar la cepa mutante aslA y medir la actividad del reportero csrB-
lacZ por medio de ensayos de B-galactosidasa.

» Comparar a través de Western blot, los niveles de expresion de las flotilinas y
de AslA en las cepas silvestre, csrAQKm y csrAQKm complementada con el
plasmido pEXT21::csrA.
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Materiales

Oligonucledétidos, plasmidos y cepas

En la Tabla 1 se muestran las secuencias de los oligonucle6tidos utilizados para la

construccion de las diferentes cepas. Todos se elaboraron con ayuda del

programa informatico Serial Cloner y la base de datos Ecocyc de la cudl se

tomaron las secuencias de los genes de interés. Para la construccién de fusiones

cromosomales por el método de lambda-red (Datsenko, 2000) se disefiaron los

oligonucledtidos con 40-50 nt homadlogos al sitio de recombinacion.

Tabla 1. Secuencia de los oligonucledétidos utilizados.

Nombre del oligonucleétido

Secuencia (5’ a 3')

Uso

_Hic_tan.- CCTGAAAAAATATCCACCAC
selidieear Oligonucledtido forward para
GCGCGCAGATTAAATCTGAC ) :
fusion con 6His
CACCACCATCATCACCAT
CCTGAAAAAATATCCACCAC
aslA-HA-tag-fw Oligonucleotido forward para
GCGCGCAGATTAAATCTGAC
fusion con HA
TATCCGTATGATGTTC
CCTGAAAAAATATCCACCAC
PFluor-aslA-Fw Oligonucleétido forward para
GCGCGCAGATTAAATCTGAC )
fusiobn con mCherry
ATGGTGAGCAAGGGCGAG
GATCCTGAAAAAATATCCAC
@ CACGCGCGCAGATTAAATCT | Oligonucleoétido forward para
aslA-3XFLAG™-Fw ) ®
GACGACTACAAAGACCATGA | fusidn con 3XFLAG
C
GATTGCCGGATGCGGCGTA
AACGCCTTATCCGGCCTACA | Oligonucleétido reverse para
aslA-pKD-Rv )
TGATCGTATGAATATCCTCC | fusiones cromosomales
TTAGTTC
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CCCTGCAGTCGTTTATTATG | Oligonucleétido forward para
aslA-Pstl-Fw
CCACAGAG promotor de aslA
CCGAATTCTGGATAAGATGC | Oligonucledtido reverse para
aslA-EcoRI-Rv »
GTCAGC amplificar gen aslA
® CGAGCTGGTGAAAGACAGC
ybbK-3XFLAG™-Fw Oligonucleétido forward para
GCCAACAAACGGACTCAGC ] ®
fusion con 3XFLAG
CAGACTACAAAGACCATGAC
g _ GCCAGAAAATATGTGGATGA
HADElEhe Ry Oligonucledtido reverse para
ACGACCATTAACTCCATCAT )
fusiones cromosomales
ATGAATATCCTCCTTAG
CCCCGGCTTTTTGGGCCAG
. GGATTATTCCTGGAAGAGG Oligonucleétido reverse para
pKD-yqiK-Rv )
GTATGAATATCCTCCTTAGT | fusiones cromosomales
TC
K ® o ACCCTTAACCTCAACAACTC
YR ALAGE A Oligonucledtido forward para
CCGTCGAAGAAAAAGCAGA ®
fusion con FLAG
GGACTACAAAGATGACGAC
ACCCTTAACCTCAACAACTC . .
] ® Oligonucleétido forward para
yqiK-3XFLAG -Fw CCGTCGAAGAAAGCAGAGG ) ®
fusion con 3XFLAG
ACTACAAAGACCATGAC
iIK_HA - ACCCTTAACCTCAACAACTC
e AR A Oligonucledtido forward para
CCGTCGAAGAAAAAGCAGA
fusion con HA
GTATCCGTATGATGTTCCTG
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TTTCTTCCGCTACATGAAGA

Oligonucledétido forward para

hflC-HA Fw CGCCGACTTCCGCAACGCG ]
fusién con HA

TTATCCGTATGATGTTCCTG
AGGATGCGGTGGCTTTATTG

pKD-hflC-Rv : ”
ACCTGTACCGCAGTCGTTAT | Oligonucleétido reverse para
AATGAATATCCTCCTTAGTT fusiones cromosomales
C

Dependiendo de la secuencia de alineamiento de los oligonucledtidos y la

extension del producto esperado, las condiciones de amplificacién fueron distintas.

El tamafio correcto de los productos de PCR se verificO mediante la separacion

electroforética del producto amplificado en un gel de agarosa 1% y amortiguador

TBE (Tris-Borico-EDTA) con un voltaje de 140 V. Posteriormente, el gel se

sumergio en una solucién de Bromuro de etidio 0.5 mg/mL para revelar el DNA y

éste se observo en un transiluminador de luz UV.

En la Tabla 2 se muestran las cepas utilizadas a lo largo del estudio.

Tabla 2. Cepas utilizadas.

Nombre Descripcién Referencia u origen
E. coli K-12, F~ A” rph-1, cepa

MG1655 : Guyer, 1981.
silvestre
F mcrA A(mrr-hsdRMS-
mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74

Top 10 nupG recAl araD139 A(ara- | Invitrogen.

leu)7697 galE15 galk16
rpsL(StrR) endAl A,
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BW25113

E. coli K12, rrnB3 Alacz4787
hsdR514 A(araBAD)567
A(rhaBAD)568 rph-1, cepa

silvestre de coleccion KEIO

BW25113 AaslA

Mutante en gen aslA

BW25113 AybbK

Mutante en gen ybbK

BW25113 AyqiK

Mutante en gen yqiK

BW25113 AhfIC

Mutante en gen hflC

BW25113 AhflIK

Mutante en gen hflK

Coleccion KEIO (Baba, 2006)

MG1655 CsrAQKm

Gen csrA interrumpido con

Repertorio del laboratorio

cassette de Km

En la Tabla 3 se muestran los plasmidos con los que se trabajé y la funcion

que cumplen.

Tabla 3. Plasmidos utilizados.

Plasmido Caracteristica Referencia
Expresa el sistema Red (A-Red) para recombinacién

pKD46 ’ Datsenko, 2000
homéloga
Templado para amplificar el epitope de 3XFLAG y el cassette

pSUB11 . ] Uzzau, 2001
de resistencia a Km
Templado para amplificar el epitope de HA y el cassette de

pSUB315 . : Uzzau,2001
resistencia a Km

pCP20 Eliminacién de resistencia a antibiéticos de cepas mutantes Datsenko, 2000

pBR322 Plasmido de clonacién, mediano numero de copias Bolivar, 1977
aslA con region promotora clonado entre sitios Pstl y EcoRl ]

pBR322::aslA Este estudio
de pBR322
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pMX544

csrA con region promotora clonado en plasmido de bajo

ndmero de copias pEXT21

Camacho et al
2015

En la Tabla 4 se presentan las diferentes cepas construidas en el

laboratorio para la realizacion de los diferentes experimentos.

Tabla 4. Cepas construidas en el laboratorio.

Nombre

Descripcién

Uso

Método de construccién

MG1655 csrB-
lacZ

WT con fusién
transcripcional csrB-

lacZz

B-galactosidasa

Transduccion por fago P1 para
el reportero

MG1655 AaslA

csrB-lacZ

AaslA con fusion
transcripcional csrB-

lacZz

B-galactosidasa

Transduccién por fago P1 para

el reportero y delecién del gen

MG1655 A aslA

AaslA con fusion

transcripcional csrB-

Por transduccién para la

pBR322:: aslA lacZ portando el B-galactosidasa delecion del gen y reportero;
csrB-lacz plasmido pBR322::aslA por electroporacion para el
plasmido
AaslA con fusion .
. . Por transduccién para la
E. coli A aslA transcripcional csrB-

pBR322 csrB-

lacZ

lacZ portando el
plasmido pBR322

(control negativo)

B-galactosidasa

delecién del gen y reportero;
por electroporacion para el

plasmido

MG1655 AaslA

AaslA en fondo
MG1655

Northern blot

Por transduccién para la
delecion del gen
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BW25113 AaslA en fondo Por transduccién para la
Northern blot ]
AaslA P1 BW25113 delecién del gen
MG1655 HflIC- MG1655 con HflIC Recombinacion homéloga para
. Western blot :
HA etiquetada con HA el epitope
MG1655 con HfIC o
] Recombinacién homologa para
MG1655 HfIC- etiquetada con HA con i
. . Western blot el epitope; por Fago P1 para la
HA CsrAQKm csrA interrumpido con )
mutacién en csrA
cassette de Km
MG1655 con HfIC Recombinacion homéloga para
ol HilCHA etiquetada, con HA con el epitope; por Fago P1 para la
.coli - i :
csrA interrumpido con LI () iy 3 (27
CsrAQKm Western blot

PEXT21::csrA

cassette de Km y
complementacion con
PEXT21::csrA

electroporacion para el

plasmido

MG1655 con YbbK

E. coli YbbK- ] Recombinaciéon homologa para
® etiquetada con Western blot i
3XFLAG ® el epitope
3XFLAG
MG1655 con YbbK
E. coli YbbK- etiquetada con Recombinacion homéloga para
3XFLAG 3XFLAG®, con csrA Western blot el epitope; por Fago P1 para la
CsrAQKm interrumpido con mutacién en csrA
cassette de Km
MG1655 con YbbK Recombinacién homéloga para
etiquetada con P .
E. coli YbbK- ELAG? . el epitope; por Fago P1 para la
, con csr L, )
IXELAG® . ’ w " mutacién en csrA; y por
interrumpido con estern blot P
CsrAQKm electroporacién para el

PEXT21::csrA

cassette de Kmy
complementacién con
PEXT21::.csrA

plasmido
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Métodos

Transducciéon por medio de fago P1 (Moore, 2011)

La construccion de ciertas cepas se realiz6 por medio de infeccion de células
receptoras con fago P1.

Para la cepa donadora, se tomaron 50 uL del cultivo con el gen o mutacion
de interés (conteniendo marcador de resistencia a antibiético), se crecieron
durante toda la noche (Overnight, ON) con los antibiéticos necesarios y se
inocularon en un tubo de ensayo con 5 mL de LB con 0.2% de glucosay 5 mM de
CacCl. El cultivo nuevo se dejo crecer durante 30 min a 37° C con agitacion. Se
agregdé 1 uL de fago P1 con actividad de transduccion confirmada y se incubd
durante 1-1.5 h mas en las mismas condiciones hasta que se comenzara a
observar la actividad litica del fago (disminucién de la turbidez del medio). En
paralelo, se utilizé un control negativo (sin adicion del fago) para confirmar que las
células se lisan debido al fago. Se tomaron 3 alicuotas de 1 mL en microtubos, se
adiciond 100 pL de cloroformo, se agitaron con el vortex durante 10 s para romper
las células restantes y se centrifugd a 14,000 rpm por 5 min y a 4° C para pasar la
fase acuosa clarificada a tubos Eppendorf nuevos. Los lisados se conservaron en

refrigeracion

Para la cepa receptora se tomaron 50 pyL de un cultivo y se inocularon en
un tubo de ensayo con 5 mL de caldo Luria Bertani (LB) adicionado con 0.2% de
glucosa. El cultivo se creci6 durante 3-4 h a 37° C con agitacién hasta llegar a una
ODsgoo aproximada de 0.4-0.5. Se tomaron alicuotas de 1 mL y se centrifugaron a
temperatura ambiente a 5,000 rpm. Se elimind el sobrenadante y la pastilla de
células se resuspendié con 300 uL de solucion de transduccién (10 mM MgS0O4, 5
mM CacCl) se agregd 1, 10 y 100 pL del lisado de la cepa donadora a cada una de
las alicuotas y se incubaron durante 30 min sin agitacion a 37° C. A continuacién
se agreg6 100 uL de citrato de sodio 1 M para detener la lisis celular, el cual actua

secuestrando el Ca?* presente en el medio, y 500 L de LB y se incubé durante
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una hora mas en las mismas condiciones. El cultivo se centrifugd de igual manera
gue en los pasos anteriores para eliminar el sobrenadante y se resuspendid en
100 L citrato de sodio 1 M.

Se sembraron 100 pL de las células infectadas en cajas de agar-LB con los
antibioticos tanto de la célula receptora como la donadora. Las placas se
incubaron ON a 37° C y al dia siguiente se seleccionaron las colonias aisladas que
tuvieran forma redonda, color crema y sin orillas irregulares (lo cual indicaria que
aun existe fago en el medio y ocasiona que se continden lisando las células).
Estas se inocularon en tubos de ensayo con 5 mL de LB, los antibiéticos
necesarios y 500 ul de citrato de sodio 1 M. Los cultivos ON se sembraron de
nuevo en cajas de agar-LB y todos los antibiGticos para asegurarse que son

colonias puras, sin contaminacién del fago o de otras bacterias.

En el caso de cepas donadoras del reportero csrB-lacZ, se agregd 25 uL de
X-gal 40 mg/mL (5-bromo-4cloro-3indolil-B-D-galactopiranésido) a la placas de
agar para poder seleccionar las colonias de color azul.

Etiquetado de proteinas con epitope (Uzzau, 2001)

Esta técnica se utilizé para introducir al cromosoma, por recombinacion homéloga,
fragmentos de DNA etiquetados con un epitope (region especifica que es
reconocida por un anticuerpo) para la deteccion de las proteinas correspondientes
por medio de Western blot.

Se inocularon 50 mL de LB (L-arabinosa 1M y 100 pg/mL Am finales) con
50 uL de un cultivo ON a 30° C de la cepa con el plasmido helper pKD46 Am'
sensible a temperatura. El cultivo se incub6 a 30° C durante 2-3 h
aproximadamente hasta una ODegoo aproximada de 0.5. A continuacion se lavaron
las células (3 veces) por medio de centrifugaciones a 4,000 rpm, a 10 miny a 4° C
con agua-glicerol 10% frio. Después del ultimo lavado, la pastilla de células se
resuspendio en 1 mL de agua estéril fria. En tubos Eppendorf se agreg6 100 uL de
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células lavadas y entre 1 y 5 pL del producto de PCR purificado, el cual tiene la
secuencia del epitope, seguido por un marcador de resistencia a antibiético, todo
flanqueado por secuencias de 35-40 pb que son homdlogas al sitio del cromosoma
en donde se desea integrar (normalmente a las secuencias que flanquean el
coddn de stop del gen que se quiere etiquetar). La suspension se dejo incubar 1
min sobre hielo e inmediatamente se agregd a una celda para electroporaciéon. Se
aplico a las células una descarga de 1.8 kV en un electroporador Micropulser™ de
BIORAD. Posteriormente las células se recuperaron con 1 mL de LB a
temperatura ambiente y se incubaron a 37° C con agitacion durante una hora. Por
altimo, se centrifug6 el cultivo a 5,000 rpm por 5 min a temperatura ambiente y se
sembré el concentrado de células en placas de agar-LB con los antibiéticos
necesarios. Las placas se incubaron ON a 37° C y se seleccionaron colonias
aisladas de forma redonda y color crema.

Lisis alcalina para extraccion de plasmido (Birnboim, 1979)

Después de incubar durante toda la noche el cultivo con el pldsmido de interés, se
tomaron 1.5 mL (hasta 5 mL si el plasmido es de bajo nimero de copias) y se
centrifugd a 14,000 rpm durante 1 min a temperatura ambiente. Se eliminé el
sobrenadante y el paquete celular se resuspendié en 100 uL de solucion GTE a 4°
C (50 mM glucosa, 25 mM Tris-HCI pH8.0, 10 mM EDTA pH 8.0, esterilizado en
autoclave). Se agregaron 200 pyL de una solucion de SDS alcalina recién
preparada (0.2 N NaOH, 1% SDS) y se mezcl6 por inversion entre 2-5 veces. Se
agregaron 150 uL de una solucion alta en sales (60 mL de 5 M acetato de potasio,
11.5 mL de &cido acético glacial, 28.5 mL de agua destilada desionizada estéril) y
se mezcld por inversion entre 2-5 veces. Se centrifugé a 14,000 rpm durante 10
min a temperatura ambiente. El sobrenadante se traspasé a un microtubo nuevo y
se adicion6 1 mL de etanol 100% para precipitar el DNA. Se centrifug6é a 14,000
rom durante 10 min a temperatura ambiente. El sobrenadante se elimind y el
paquete de DNA se lavé con 1 mL de etanol 70%. Se centrifugé a 14,000 rpm
durante 5 min a temperatura ambiente. Se elimind el sobrenadante y se dejé secar
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el paquete de DNA a temperatura ambiente durante 1 h. Por dltimo, el paquete de
DNA se resuspendio en amortiguador TE con RNAsa A (10 mM Tris-HCI pH 8.0,
0.1 mM EDTA pH 8.0, esterilizado en autoclave; 20 pyg/mL de RNAsa A) y se
conservoé a -20° C.

B-galactosidasa (Miller, 1972)

Se comenz6 el ensayo partiendo de cultivos inoculados con cultivos incubados ON
a una ODgoo de 0.01. La toma de muestra se realiz6 al momento de llegar a la
ODsggp deseada y posteriormente cada determinado tiempo (entre 20 y 30 min
dependiendo el ensayo a realizar).

En tubos de ensayo se colocaron 900 pL de amortiguador Z (100 mM
Na;HPO4/NaH,PO, pH7, 10 mM KCIl, 1 mM MgSO,4, 50 mM  -mercaptoetanol,
0.001 % SDS) y 25 yL de cloroformo. Al momento de la toma de muestra se
agregaron 100 pL de la muestra en cada tubo e inmediatamente se rompieron las
células agitando en vortex. Cada muestra se tomé por duplicado para cada punto
del experimento. Después de haber tomado todas las muestras necesarias, se
agregaron 200 uL de ONPG (o-nitrofenil-B-galactésido; 4 mg/mL) y se incubé la
reaccion durante 20 min. La reaccion se detuvo al agregar 500 pL de Na,CO3 1 M.

Se midié la absorbancia de las muestras a 420 y 550 nm en celdas de vidrio.

Por altimo, utilizando la ecuacion de Miller (1), se calcularon las unidades
de actividad.
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Unidades Miller = 1000 (0D42°_(1'75*0D55°)) ....................... (1)

t*v*0Dggq

En donde:
ODeoo: absorbancia a 600 nm
ODg4z: absorbancia a 420 nm
ODsso: absorbancia a 550 nm
t: tiempo, en minutos

v: volumen, en mL

Eliminacién de resistencia a antibiéticos flanqueados por sitios FRT
(Datsenko, 2000)

Del cultivo deseado a eliminar la resistencia, se lavé 1 mL del cultivo tres veces
con 1 mL de agua destilada desionizada estéril a 4° C y, entre lavados, se
centrifugd a 5,000 rpm durante 5 minutos y 4° C para compactar las células.
Posteriormente se electropord 1 pL del plasmido pCP20 (Am') y se recuperé con 1
mL de LB, en agitacion a 30° C. Las células recuperadas se sembraron en placas
de LB con ampicilina (Am) y se incubaron ON. Al dia siguiente, se seleccion6 una
colonia aislada para inocular un tubo de ensayo sin antibiético y se crecio a 30° C
hasta una ODggp aproximada de 0.1 y se realizé un cambio de temperatura a 42° C.
Se incubd hasta una ODgoo aproximada de 0.8-1 (tres horas o mas), se sembro en
placas de LB-agar sin antibiético y se incub6 ON a 37° C. Al dia siguiente se
seleccionaron entre 15 y 30 colonias para resembrar en cajas de LB-agar con: Am
(verificar la eliminacion del plasmido pCP20), el o los antibidticos que se desean
eliminar y otra sin antibiotico. Las colonias que no crecen en los antibiéticos pero
si en LB se seleccionaron para inocular de nuevo un tubo de ensayo y guardar la

cepa en glicerol a -70° C al dia siguiente.
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Cuantificaciéon de proteina por el método de Bradford (Sigma-Aldrich)

Antes de realizar la cuantificacion, las células se lisaron por sonicacién y se aclar6

el lisado por centrifugacién a 10,000 rpm 10 min a temperatura ambiente.

Se siguié el protocolo proporcionado por el proveedor del reactivo de
Bradford. Brevemente, en microtubos nuevos se agregd 1 mL del reactivo de
Bradford y 33.3 pL de los stocks de albumina sérica bovina para realizar una curva
de calibracion con los siguientes puntos: 1 mg/mL, 0.5 mg/mL, 0.25 mg/mL y 0.125
mg/mL de albumina sérica bovina. El blanco utilizado fue agua destilada
desionizada estéril.

Se agreg6 en la misma cantidad tanto de reactivo de Bradford como de

muestra, una dilucién 1:10 de cada muestra a cuantificar.

Se realizd una regresion lineal leyendo en el espectrofotbmetro a una
longitud de onda de 595 nm para obtener la ecuacion de la recta y poder calcular

las concentraciones de las muestras.

Extraccion de RNA (Georgellis, 1992)

Se crecieron los cultivos a 37° C y se realizd la toma de muestras a diferentes
fases de crecimiento iniciando a una ODggo de 0.01. Después de alcanzar la ODggo
se tomaron 10 mL del cultivo y se colocaron en un bafio de hielo en tubos con
hielo molido. Las muestras se centrifugaron a 4,000 rpm 10 min a 4° C y
posteriormente las pastillas de células se resuspendieron en la solucion | (acetato
de sodio 0.1M, sacarosa 0.3 M, pH 4.5) fria. Las células se lisaron afiadiendo la
solucion Il (acetato de sodio 0.01 M, SDS 2%, pH4.5). Las muestras se calentaron
a 70° C durante 1.5 min. Se adicion6 fenol a 65° C y, después de una agitaciéon
vigorosa en vortex durante un par de segundos, se incubaron nuevamente las
muestras a 70° C durante tres minutos. Se centrifugaron las muestras durante a
14,000 rpm 10 min a 4° C y la fase superior se traspas6 a microtubos nuevos con

la precaucion de no tomar la interfase; este proceso se repiti® una vez mas,
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teniendo la precaucion de mantener las muestras en el hielo o en el termobloque a
70° C y en ningln momento a temperatura ambiente. A continuacion, a las
muestras se les adicion6 400 uL de fenol-cloroformo, se mezclé en vortex durante
un par de segundos y se centrifugd de igual manera que en la extraccion anterior.
Para eliminar restos de fenol, a la fase superior de la ultima extraccion se le
afiadié 300 pL de cloroformo, se mezclé en vortex y se centrifugd de la misma
manera que las extracciones anteriores. Por ultimo, para precipitar la muestra, a la
fase superior de la Ultima extraccion se le afiadi6 10% del volumen total
(aproximadamente 10uL) de acetato de sodio 3M pH 4.5 y 600 uL de etanol puro
frio. Se dejaron precipitando las muestras durante toda la noche a -20° C y al dia
siguiente se centrifugaron a 13,000 rpm 10 min a 4° C. Se eliminé por decantacién
el sobrenadante, las pastillas de RNA se secaron durante una hora a temperatura
ambiente y se resuspendieron en 100-150 pL de H,O destilada desionizada estéril.

Se hicieron diluciones de 3L de las muestras en 500 pyL de H,O destilada
desionizada estéril y se cuantificaron las muestras de RNA en el
espectrofotémetro Thermo Scientific™ Genesys™ 10S UV-Vis en longitudes de
onda de 260 y 280 nm.

Para determinar la integridad del RNA de las muestras, se mezclaron con
amortiguador de carga (50% glicerol, 5 ug azul de bromofenol, 5 ug xilen cianol;
cbp 1 mL de H,O libre de RNAasa) y bromuro de etidio 0.5 mg/mL, se realizd un
gel de agarosa 1% con amortiguador de fosfato de sodio 0.5 M pH 6.5 y mediante
separacion electroforética (100V durante 30 min), se buscé en el gel tedido las
bandas de los RNA ribosomales y los precursores de RNA asi como indicios de
degradacion, como puede ser barrido de las bandas.

Northern blot (Sambrook, 1989)

Con las muestras de RNA integras y cuantificadas previamente, se calculé una
cantidad determinada de RNA para cargar. La cantidad calculada de RNA se
adicion6é a 15 pL de un Master mix (15 yL de RNA sample buffer (100 uL de
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MOPS 10X (0.2 M MOPS, 50 mM acetato de sodio, 10 mM EDTA disddico), 500
ML de formamida ultra pura, 170 pL de formaldehido y 230 uL de agua
esterilizada,), 5 yL de Formamide dye mix (98% formamida, 10 mM EDTA, 0.025%
xilen cianol, 0.025% azul de bromofenol) y 0.1 pL de bromuro de etidio 0.5 mg/mL).

El gel desnaturalizante de formaldehido se prepard fundiendo 1.2 g de
agarosa en 72 mL de agua destilada desionizada estéril, se dej6 enfriar hasta
aproximadamente 60° C y se afiadi6 10 mL de MOPS (10X) y 18 mL de
formaldehido. La solucién anterior se virti6 en una camara para geles previamente

lavada con una solucién de SDS 1% y agua destilada desionizada estéril caliente.

Se dejo gelificar durante 40 min en una campana de extraccion de gases. El
buffer de corrida se elaboré con agua destilada desionizada estéril y MOPS 1X,
cbp 700mL.

Se cargd cada muestra en el gel de formaldehido, previamente
desnaturalizadas a 95° C durante 2 minutos, con una concentracion igual entre

todas las muestras y se corrié a 70 V durante 1.5 h.

La transferencia del RNA, desde el gel a la membrana de nitrocelulosa
(Hybond-N), se realiz6 por medio de capilaridad utilizando buffer SSC 20X (NaCl
3M, citrato de sodio 0.3M, pH 7.0) como solucién de transferencia, durante toda la
noche. La membrana se dejé secar en estufa a 60° C durante 20 min y se fijé con
luz UV en el transiluminador durante 2 min. La membrana se incubd durante dos
horas a 42° C con la solucion de prehibridacion (formamida 50%, Denhardt (100X:
2% Ficoll 400, 2% polivinilpirrolidona, 2% BSA fraccién 5), SSC 5X, SDS 0.2%,
fosfato de sodio pH 6.5 10 mM, DNA de esperma de salmén 10 mg/mL
desnaturalizado a 95° C durante 10 min y se afor6 a 10 mL con agua destilada

desionizada estéril).

El marcaje radioactivo del mRNA se realiz6 siguiendo el protocolo del kit de
Invitrigen™ RadPrime DNA Labeling System. Para la hibridacién se incubé la
sonda marcada radioactivamente durante toda la noche a 42°C y al dia siguiente
se realizaron lavados para eliminar la sonda y la solucion de prehibridacion. Dos

31



lavados de la solucion 1 (SSC 2X y SDS 0.1% a 30° C) y dos lavados con la
solucién 2 (SSC 0.2X 'y SDS 0.1% a 42° C).

Por dltimo, la membrana se expuso en una pantalla amplificadora para
detectar radioactividad durante un dia. La membrana se reveldé en el Typhoon
9410 GE Healthcare, el cual detecta seiales radioactivas.

Western blot (Sambrook, 1989)

La amplificacién del epitope y el cassette de resistencia para etiquetar la proteina
de interés se realizd por PCR, utilizando primers que tienen una seccion de entre
35 y 40 pares de bases homdélogas rio arriba y rio abajo de la region carboxi-
terminal del gen de interés y con la ayuda del método de la recombinasa lambda-
red (Uzzau, 2001) se realiz6 la recombinacion homoéloga para introducir al
cromosoma la resistencia al antibiético amplificado y el epitope.

Para la toma de muestra del Western blot, se incubaron matraces con
medio LB y los antibidticos necesarios iniciando el cultivo a una ODgg de 0.01. Se
tomaron volimenes de muestras de 1 mL si el Western blot era sélo para verificar
gue la recombinacién se realiz6 adecuadamente y de 5 a 10 mL si se realizaria la
cuantificacion de proteina por el método de Bradford. El inicio de la toma de
muestra se realizd después de alcanzar la ODgoo deseada (aproximadamente 0.4).
Las muestras se centrifugaron a 14,000 rpm 5 min a 4° C y se elimind el
sobrenadante. Los paquetes celulares se guardaron en congelaciéon para su
tratamiento posterior. Las muestras se resuspendieron con buffer de carga (Tris-
base 100 mM, SDS 4%, azul de bromofenol 0.02%, Glicerol 0.2%, 3 -
mercaptoetanol 10%, H,O hasta 50 mL) segun la OD que presentaron al momento
de tomar la muestra. Si las muestras fueron cuantificadas, se agreg6 solamente la
cantidad necesaria para tener una cantidad adecuada de muestra (entre 15-20 pyL
totales). Antes de cargar los extractos en el gel, estos se desnaturalizaron a 95° C

durante 5 min.
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Los extractos se cargaron en un gel de acrilamida al 12% y se corrieron con
amortiguador SDS-PAGE 1X (10X Tris-base 0.25 M, glicina 1.9 M, SDS 1%, H,0
hasta 1 L) a 50 V durante media hora y a 100 V hasta observar que el marcador se
encontraba en la parte inferior del gel. La transferencia a la membrana de
nitrocelulosa se realizé en camara humeda con buffer de transferencia 1X frio
(10X: Tris-base 0.25 M, glicina 1.9 M, H,O hasta 1 L; para buffer de transferencia
1X: 100 mL buffer de transferencia 10X, 200 mL metanol, H,O cbp 1L) a 100 V
durante una hora en un bafio de hielo y agitacion del buffer. Después de la
transferencia, la membrana se blogque6 con una solucion de 20 mL TBS-Tween
(5X: Tris-base 20 mM, NaCl 150 mM, Tween 20 0.1%, H>O hasta 1L) con 5% de
leche en polvo baja en grasa durante toda la noche a 4° C. Se eliminé la solucion
de bloqueo y después de un lavado rapido con TBS-tween se incubé la membrana
con 10 mL de TBS-Tween y 1 uL de anticuerpo primario (Anti-HA o Anti-FLAG®),
el cual se dej6 incubando durante una hora a temperatura ambiente con agitacion.
Transcurrida la hora, se realizaron tres lavados de 10 mL de solucion TBS-Tween
durante 10 min cada uno. A continuacion se agregé 1 pL del anticuerpo
secundario (Anti-ratén) en 10 mL de TBS-Tween y se incub6 durante una hora a
temperatura ambiente con agitacién. Se realizaron lavados de la misma manera

gue con el anticuerpo primario.

El revelado se realiz6 en el cuarto oscuro, incubando la membrana con
sustrato Immobilon quimoiluminiscente de HRP (horse radish peroxidase)
guimioluminiscentes de la marca Merck Millipore, con exposicion en una pelicula
Kodak y tiempo dependiente de la quimioluminiscencia que presentaron las

muestras.

En algunos geles se cargd también un marcador de peso molecular para
proteina pre-tefiido (New England Biolabs) para asegurarse que la sefal era
proveniente de la proteina marcada y no debido a uniones inespecificas con el

anticuerpo.
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Resultados

Las flotilinas presentan cruces transmembranales; AslA no.

Actualmente existen herramientas informaticas que permiten predecir si una
proteina presenta cruces transmembranales (CT). Uno de ellos es el TOPCONS
(http:/topcons.cbr.su.se), el cual realiza predicciones consenso entre diferentes
métodos diseflados para predecir estos cruces usando el modelo Hidden Markov
(modelo estadistico) (Bernsel, 2009). Entre los otros modelos que utiliza este
programa son: SCAMPI (Bernsel, 2008), OCTOPUS (Viklund, 2008), AG-scale
(Hessa, 2007), ZPRED (Granseth, 2006) y PRO/PRODIV-TMHMM (Viklund, 2004).

Este programa se utilizé para predecir la localizacién de las proteinas HflC,
HfIK, YbbK, YqiK (de ahora en adelante se les llamara flotilinas) y AslA. El
resultado obtenido para todas las flotilinas predice su ubicacién en la membrana
citoplasmatica y presentaron solamente un CT en la region amino terminal; sin
embargo, los cruces fueron en diferentes segmentos de aminoacidos (HfIC en los
aminoacidos 4-25, HflK en los aminoacidos 72-98, YbbK en los aminoéacidos 2-23
y YqgiK en los aminoacidos 10-31). La proteina AslA solamente uno de los cinco
programas determiné que existe un cruce transmembranal para esta proteina.
Para poder comprobar la localizacion de esta proteina se debera marcar e
identificar por inmuno-deteccién en qué fraccion se encuentra la proteina (en

fraccion citosodlica o de membrana interna).

Cepas mutantes en las flotilinas y aslA tienen afectada su motilidad.

Cepas mutantes en barA y csrA tienen fenotipos diferentes en motilidad que la
cepa WT. Este fenotipo se puede observar mediante la formacién de un halo en
medio semisdlido. Una cepa mutante en barA presenta un halo mayor que el de
una WT, mientras que la cepa csrA no presenta halo. En la figura 7 se muestran
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los fenotipos de motilidad que presentaron las mutantes, este fenotipo se puede
observar como halos de nado alrededor del punto de inoculacién

Para confirmar el efecto observado de un screening inicial de mutantes de
la coleccion KEIO, se inocularon 2 pL de un cultivo ON de las cepas yqiK, ybbK,
hflC, hflK y aslA, utilizando barA, csrA 'y WT como controles. Se observo que las
cepas yqik y aslA nadan mas que la cepa WT y estas presentan un fenotipo similar
a barA. Las cepas ybbK, hflIC y hflK tienen la motilidad significativamente reducida

comparando con la cepa WT y es similar al fenotipo que presenta una csrA.

Figura 7. Ensayo de motilidad de cepas mutantes de la coleccién KEIO. Algunas de las
mutantes presentaron fenotipos similares a barA (nada més que la WT) y otras a csrA (no nada).

En la cepa mutante de aslA la expresion de csrB esta disminuida.

Tomando como base los resultados obtenidos en el ensayo de motilidad, se
realizaron Northern blots con la cepa de la colecciéon KEIO aslA y con las cepas
construidas en el laboratorio por transduccion con el fago P1 en el fondo K-12
MG1655 y K-12 BW25113 (cepa silvestre de la coleccion KEIO).
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En la Figura 8 se muestra como en una cepa mutante en aslA la expresion
de csrB se encuentra reducida en comparacion con la WT. Los resultados son
compatibles con las cepas obtenidas por transduccién tanto en el fondo MG1655
silvestre (WT) como en la cepa WT de la coleccién KEIO. La transduccion del alelo
conteniendo la mutacién en aslA en el mismo fondo genético silvestre se realizd
para descartar la posibilidad de que la cepa proveniente de la coleccion tuviera
mutaciones adicionales que afectaran la expresion de csrB. Ademas, se construy6
una cepa AaslA en fondo MG1655 para asegurarse que el efecto observado es
debido a aslA e independiente del fondo genético. Esta cepa no presentd
diferencias con respecto al fondo genético utilizado.

Figura 8. Northern blot de la expresién de csrB en cepas mutantes de aslA. 1. Northern blot
de cepas de fondo KEIO; WT (1), AaslA construida por transduccién (2) y AaslA de la coleccion
KEIO (3). 2. Northern blot de cepas con fondo MG1655; WT (1) y A aslA construida por
transduccion (2). En ambas imé&genes se puede observar la disminucién de la expresién de csrB en
todas las cepas mutantes a medida que transcurre el tiempo de cultivo (aumento en DOgyg). Se
muestran las bandas de RNA ribosomales como control de carga e integridad.
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Al complementar la cepa mutante de aslA, la expresion de csrB se recupera.

Para confirmar el efecto observado en el Northern blot, se decidié determinar la
expresion de csrB mediante la medicion de la actividad de B-galactosidasa de una
cepa con reportero csrB-lacZ.

Posterior a la caracterizacién del crecimiento de las cepas, se realiz6 la
medicién de actividad de B-galactosidasa. Como se puede observar en la figura 9
y de acuerdo a lo reportado anteriormente (Chavez, 2010), la expresion de csrB

aumenta cuando las células entran en fase estacionaria (para la WT (@)

aproximadamente 2-3 horas posterior a la inoculacién); ademas, confirmando lo
observado en el Northern blot (Figura 8), la cepa mutante aslA (0) no se observo
aumento de la expresion del reportero en el tiempo de duracidén del experimento.
El efecto de la disminucién de expresion de csrB fue parcialmente revertido
mediante la expresion ectépica de aslA (A). Por el contrario, la cepa con plasmido
vacio (X) no fue capaz de revertir el efecto sobre csrB en la cepa aslA.

Figura 9. La expresion de csrB se restablece al complementar con el plasmido pBR322::aslA.
Q, WT; A, AaslA + pBR322::aslA; X, AaslA + pBR322; 0, AaslA. Todas las cepas anteriores tienen
fondo MG1655.
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En la cepas mutantes en flotilinas la expresion de csrB se ve afectada.

Para evaluar si las diferencias en la motilidad de las cepas mutantes en flotilinas
estan asociadas con efecto directo al sistema BarA/UvrY, se realizaron ensayos
de Northern blot para identificar el transcrito de csrB (Figura 10). Se observd que
la expresidon de csrB en las cepas mutantes hflC y hflK se ve afectada
positivamente, sugiriendo que el sistema BarA/UvrY esta activo aun en fase
exponencial. Con respecto a ybbK, hay una pequefia disminucién en csrB con
respecto a la WT. Por ultimo, la cepa yqiK no presentd una diferencia significativa
en cuanto a la expresion de csrB en comparacion de la cepa WT.

Figura 10. Northern blot para las cepas mutantes en flotilinas y aslA. La expresién de csrB en
hflC y hflK parece ser constitutiva en estas mutantes. El fenotipo para yqiK es similar a la WT y
ybbK parece ser un poco menor que la WT. Se muestran las bandas de RNA ribosomales como
control de carga e integridad.

CsrA regula la expresion de HfIC y de YbbK.

Cepas mutantes en las flotilinas y en aslA tienen un fenotipo de motilidad que se
asemejan a lo observado en una cepa mutante barA o csrA (Figura 7). También,
como se detall6 anteriormente, pudimos confirmar la relacion directa de AslA con
el funcionamiento del SDC BarA/UvrY, similar a lo que ocurre con una cepa
mutante en csrA, en la cual no se expresa csrB. Por esto, nos propusimos
determinar si existe una relacion entre la proteina reguladora CsrA y la expresion

de hflC, hflK, ybbK y yqiK y aslA. Para esto, construimos fusiones cromosdémicas
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del gen hflC con la secuencia codificante para el epitope HA (hemaglutinina del
virus de influenza) y del gen ybbK con la secuencia para 3XFLAG® (Fusién de 3
tandems de epitopes FLAG®) (Uzzau, 2001). Estas fusiones nos permitieron
detectar a estas dos flotilinas con anticuerpos comerciales Anti-HA y Anti-Flag,
respectivamente. Cabe mencionar que se intentaron construir fusiones similares
con los genes que codifican a AslA y YqiK, sin poder obtener una cepa con una
fusion detectable por WB.

Para determinar si la expresiéon de las flotiinas se ven afectadas al
interrumpir el gen csrA, se tomaron muestras de los cultivos WT, mutante con el
gen csrA interrumpido (Q) y la mutante complementada con el plasmido
pPEXT21::csrA. El Western blot se realizé de acuerdo al protocolo descrito en la
seccion de materiales y métodos. Se cuantifico la proteina para cargar en el gel
desnaturalizante la misma cantidad de extracto proteico.

En la Figura 12 se muestran los resultados del Western blot, en donde se
observa que los niveles de expresién para HfIC se ven aumentados en la cepa

mutante.
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Figura 12. Western blot de HfIC-HA. Se observa una mayor cantidad de proteina en la cepa
mutante en comparacién con la silvestre. Al complementar la mutacion, la cantidad de proteina
vuelve a ser similar a la de la cepa WT. De lado derecho se muestra el control de carga en la
membrana de transferencia tefiida con rojo Ponceau.

En la Figura 13 se muestran los resultados del Western blot, en donde se
observa que los niveles de expresién para YbbK se ven aumentados en la cepa
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mutante y que al complementar el gen la expresion de YbbK se vuelve similar a la
WT.
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Figura 13. Western blot de YbbK-3XFLAG. Se observa una mayor cantidad de proteina en la
cepa mutante en comparacién con la silvestre y al complementar la mutacion, la cantidad de
proteina vuelve a ser similar a la WT. De lado derecho se muestra el control de carga en la
membrana de transferencia tefiida con rojo Ponceau.

Los resultados obtenidos por parte de los estudios de Western blot
arrojaron evidencia suficiente para determinar que CsrA regula de manera
negativa la expresion de YbbK y de HfIC. La expresion de estas proteinas se ve
aumentada al momento de expresarse en una cepa mutante en csrA y la
expresion se restaura a su forma silvestre al complementarla con el plasmido
PEXT21::csrA.

La expresién de ambas proteinas se vio afectada de igual manera tanto en
fase exponencial como en fase estacionaria (solamente se muestran los
resultados de la fase estacionaria). Aunado a estos resultados, un fenotipo tipico
de las cepas mutantes csrA es la formacion de aglomerados de células en una
fase estacionaria tardia, ocasionados por la mutacion, ya que CsrA regula
negativamente la expresion de genes involucrados en la formacién de biopeliculas.
Por lo tanto, al interrumpir csrA la expresion de estos genes no se controla y
ocasiona que las bacterias se aglomeren; ademas, esta mutacién ocasiona que la

cepa crezca mas lento en comparacion de la cepa WT. La complementacion de
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esta mutante, restaura todas las caracteristicas de la cepa WT, evitando la

formacion de aglomerados celulares y aumentando la velocidad de crecimiento.

El etiquetado de la proteina HfIK no se realizé, debido a que como este gen
se encuentra en el mismo operdn que hflC, y esta reportado que estas proteinas
actuan formando heterodimeros, se espera que los resultados obtenidos para HfIC

pueden sugerir que ocurra el mismo efecto negativo sobre HfIK.

Por ultimo, no se logré etiquetar las proteina YqiK y AslA con ningun
epitope disponible en el laboratorio. Se intentd el etiquetado con HA, 3XFLAG®,
6XHis (cola de 6 histidinas) y mCherry; sin embargo, en ninguno de los
experimentos realizados se obtuvo una sefial al momento de realizar el Western
blot.
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Discusioén

El sistema BarA/UvrY, junto con el sistema Csr de E. coli, regulan la expresiéon de
una gran cantidad de genes que afectan funciones fisioldgicas de las células como
son motilidad, formacion de biopeliculas, metabolismo central y expresion de
factores de virulencia. Los componentes centrales de estos sistemas forman un
circuito autoregulatorio (Figura 4) que tiene por objetivo modular la actividad del
sistema en su conjunto. Asi, la actividad de BarA antagoniza la accion de CsrA (a
través de UvrY, CsrB y CsrC), mientras que CsrA es necesaria para la activacion
de BarA (aun en presencia del estimulo especifico). Con la finalidad de identificar
factores que medien la accidén de CsrA sobre la actividad de la CS BarA, se realiz6
en el laboratorio un screening de mutantes de E. coli en todos los genes no
esenciales, identificando mutantes con fenotipos de motilidad afectada, tal como
se observa en cepas mutantes en barA o csrA. Asi, se identificaron los genes que
codifican para HfIC, HfIK, YbbK y YqiK (flotilinas de E. coli, homdlogas a proteinas
eucariotas asociadas a balsas lipidicas) asi como también el gen que codifica para
una probable aril sulfatasa (AslA).

Este trabajo tuvo como principal objetivo confirmar los fenotipos de
motilidad observados en el screening inicial de una cepa mutante en aslA, asi
como también en cepas mutantes en las flotilinas. Ademas, se intentd relacionar
estos fenotipos con la actividad del sistema BarA/UvrY en todas estas mutantes,
reflejado por la expresion de CsrB.

Pudimos observar que en la mutante aslA, el fenotipo de nado es similar al
gue presenta la mutante barA (Figura 7). Posteriormente, el analisis de la
expresion de csrB, tanto por Northern blot como por ensayos de (-galactosidasa
en cepas con reportero csrB-lacz, reflejé que la expresion de este se ve
disminuido en las mutantes en aslA, independientemente del fondo genético
utilizado (Figura 8). Estos resultados sugieren que la presencia de AslA afecta la
expresion de csrB, probablemente a nivel de la activacion de BarA, y por lo tanto
afecta la actividad de CsrA. Tomando en cuenta que una cepa mutante en csrA
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nada menos que una silvestre, y que la presencia de csrB disminuye la actividad
de CsrA, al momento de tener una mutacion que afecte negativamente la
expresion de csrB, habra una mayor cantidad de CsrA, la cual esta involucrada en
la activacion de la expresion de genes relacionados con la sintesis de flagelos y
con la motilidad de la célula. Por lo tanto, esto explica el fenotipo de nado mayor al
de una cepa WT.

Las mutantes de flotilinas presentaron fenotipos de motilidad y expresién de
csrB diversos (Figura 7 y 9, respectivamente). Pudimos observar que la motilidad
de las cepas hflC y hflK puede explicarse con una mayor y mas temprana
expresion de csrB en estas mutantes. Una cepa que exprese una mayor cantidad
de csrB tendra un efecto negativo directo sobre la actividad de CsrA, y por lo tanto
su movilidad se vera disminuida. Por su parte, una cepa mutante en yqiK no
exhibe un cambio significativo en la expresién de csrB en comparacion con una
cepa silvestre y tampoco tiene afectada su movilidad. En cambio, la motilidad
reducida de una mutante en ybbK, no puede explicarse mediante un cambio en la
expresion de csrB y por lo tanto en la actividad de BarA/UvrY.

Finalmente, se intenté determinar la relacion entre CsrA y la expresiéon de
las flotilinas y de AslA, mediante la construccion de fusiones cromosomales de
estos genes con epitopes detectables mediante  Western  blot.
Desafortunadamente, no se logré obtener dichas fusiones con los genes aslA y
yqiK. Sin embargo, al utilizar estas fusiones con ybbK y hflC nos permitieron
determinar que el regulador global CsrA regula de manera negativa la expresion
de ambas flotilinas, dejando abierta la posibilidad de que estas proteinas
representen alguno de los intermediarios no identificados en el circuito

autoregulatorio CsrA-BarA-UvrY-CsrB/C.
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Conclusiones

1. La proteina AslA regula positivamente la expresion de CsrB.

2. La expresion de CsrB en la mutante aslA esta disminuida y esto afecta
la movilidad de la cepa.

3. La expresion de CsrB en las mutantes hflC y hflK estd aumentada, la
cepa yqgiK no presentdé un cambio significativo y la cepa ybbK presento
una ligera disminucion en la expresion.

4. CsrA regula negativamente la expresion de HfIC (probablemente la de
HfIK también).

5. CsrA regula negativamente la expresion de YbbK.
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