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1.INTRODUCCION

Todos los seres vivos tienen la capacidad de responder a estimulos en su medio ambiente y
ajustar parametros fisiologicos acorde a la condicion en que se encuentran, esto se logra en
todos los organismos gracias a los sistemas de transduccion de sefiales, los cuales estan
encargados de convertir una sefial ambiental en una respuesta celular [1]. En bacterias
existen muchos sistemas que permiten sensar cambios ambientales y realizar ajustes en la
expresion génica, algunos ejemplos de estos sistemas son los Sistemas de dos componentes
(SDC), Sistema de Quorum Sensing (QS), Proteinas Quimiotacticas aceptoras de Metilo

(PQM), Sistemas de Fosfotransferencia (SFT), Adenilato Ciclasas (AC),etc. [2]

1.1 SISTEMAS DE DOS COMPONENTES

En procariontes asi como en algunos hongos y plantas los SDC llevan a cabo la
transduccion de senales para una gran variedad de estimulos, estos sistemas varian en
numero y arquitectura dependiendo la especie y pueden regular una gran cantidad de
procesos celulares como el quorum sensing, motilidad, respuesta de estrés, virulencia,
metabolismo,etc[1,3,4,5]. Los SDC estan conformados por dos proteinas,una cinasa sensora
(CS) y un regulador de respuesta (RR). De manera prototipica la sefalizacion por un SDC
canonico empieza cuando la CS recibe una sefial que promueve la autofosforilacion a
expensas de ATP de un residuo de Histidina (His) conservado en el dominio de
transferencia, posteriormente el grupo fosfato en el residuo His es transferido a un residuo
conservado de Aspartato (Asp) en el dominio receptor de su respectivo RR. La
fosforilacion del RR provoca en la mayoria de los casos que este actie como un regulador

transcripcional de varios genes relacionados a una respuesta celular especifica. (Fig 1)

1.2 Sistema de dos componentes ArcB/ArcA de Escherichia coli

En Escherichia coli existe un SDC denominado ArcB/A el cual se encarga de regular
alrededor de 300 operones, controlando principalmente genes involucrados en el
metabolismo anaerobio, esto lo hace dependiendo de las condiciones redox de la célula.

Este sistema estd formado por la CS ArcB y por el RR ArcA. ArcA un RR convencional de



228 a.a, tiene un dominio receptor en su extremo amino terminal y un dominio de unién a
DNA de hélice vuelta hélice (HVH) en su extremo carboxilo terminal. Por su parte la
proteina ArcB no es una CS convencional, estd conformada por 778 a.a. y es un CS
tripartita o hibrida, (Fig 2) tiene dos dominios transmembranales, un dominio periplasmico
corto de tan solo 16 a.a., tiene un dominio de zipper de leucinas entre 73 y 108, un dominio
PAS, y a diferencia de de CS convencionales que solo presentan un dominio catalitico ,
ArcB presenta tres, un dominio transmisor primario (H1), un dominio receptor (D1) y un

dominio transmisor secundario o dominio de fosfotransferencia (H2 o HPt).(Fig.2)
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Fig.1 Esquema de la senalizacion en un SDC convencional y en una cinasa hibrida. A) La CS normalmente se
encuentra anclada a la membrana plasmatica, y en muchas ocasiones el segmento sensor de la CS se encuentra
en la region periplasmica. La sefial es pasada de la CS al RR y posteriormente este regulara
transcripcionalmente diversas regiones. Y la sefializacion también puede ir en el sentido contrario y promover
la desfosforilacion del RR y la CS liberando fosfato inorganico.B) En las cinasas hibridas existen mas
dominios cataliticos por lo que la transferencia del grupo fosfato se da entre mas dominios de la CS.Imagen
tomada de Barba-Ostria, C.(2014)

1.3 Senalizacion y Regulacion del Sistema ArcB/ArcA de Escherichia coli

La CS ArcB se encuentra en estado de fosfatasa en condiciones aerdbicas y se encuentran
en estado de cinasa en condiciones anaerdbicas o microanaerobicas [8], una vez ArcB
recibe su sefal adquiere actividad de cinasa y se autofosforila en su residuo de His 292 a
expensas de ATP, posteriormente a través de un mecanismo conocido como fosfo relevo, el
grupo fosforilo es transferido de His 292 a Asp 576, después de Asp 576 a His 717 y



finalmente de His 717 a Asp 54 de ArcA (His-292— Asp-576—His-717—Asp-54), por el
contrario si la célula se encuentra en condiciones aerdbicas ArcB deja de funcionar como
cinasa y actia como fosfatasa y cataliza la desfosforilacion de ArcA por el mecanismo de
fosfo relevo reverso, el grupo fosforilo de Asp 54 de ArcA es pasado al residuo His 717 de
ArcB después se da la transferencia de His 717 a Asp 576 y posteriormente se da la
liberacion del grupo fosforilo como fosfato inorganico
(Asp-54—His-717—Asp-576—P1).[3,5,6,7]
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Fig.2 Representaciéon de todos los dominios presentes en ArcB y ArcA. En ArcB se tienen dos dominios
transmembranales, después en la region linker se encuentra un dominio de zipper de leucinas funcional que es
necesario para la sefializacion, un dominio PAS en el que se encuentran las cisteinas 180 y 241, Después se
encuentran los tres dominios cataliticos H1,D1 y H2. En el dominio H1 también se encuentra la caja G que funciona
como el sitio de union del ATP. ArcA contiene un dominio receptor en su extremo amino terminal y un dominio de
HVH en su dominio carboxilo terminal. Imagen tomada de Brown, A. N.,et.al. (2022)

La sefial de ArcB no es la cantidad de oxigeno molecular [7] , en experimentos in vitro se
demostrd que la cloramina-T inhibe la actividad de cinasa de ArcB, debido a que la cloramina-T
oxida residuos de cisteina y metionina esto sugirid6 un mecanismo de silenciamiento de la
actividad de cinasa a través de alguno de estos residuos. Al hacer mutantes para las unicas
cisteinas de ArcB 180 y 241 se comprobd que estas son necesarias para la regulacion del estado
de cinasa/fosfatasa de ArcB y al momento de sustituirlas por residuos de alanina, la proteina tiene
actividad de cinasa constitutiva, la cisteina 180 tenia el mayor efecto al sustituirla ya que esta



mutacion generaba que la proteina tuviera 85 % de su actividad cinasa mientras que la mutacion
en la cisteina 241 solo generaba 15% de actividad cinasa. Congruente con esto al afiadir agentes
reductores como DTT o [J-mercaptoetanol ArcB podia actuar como cinasa incluso en
condiciones de aerobiosis debido que sus cisteinas sufren una reduccion, de esta manera se
concluy6 que las cisteinas regulan el estado de cinasa/fosfatasa de ArcB a través de la formacion
de puentes disulfuro intermoleculares, bajo condiciones aerobicas se forma puentes disulfuro y
esto promueve el estado de fosfatasa, en condiciones de anaerobiosis se rompen los puentes
disulfuro y se promueve el estado de cinasa.[8] Fig.3

1.4 La senal de ArcB de Escherichia coli

La senal de ArcB es la poza de quinonas, las quinonas son moléculas pequeias encontradas en la
membrana interna que ayudan a la transferencia de electrones entre elementos de la cadena de
transporte de electrones. Existen tres tipos de quinonas en FE.coli, las ubiquinonas (UQ),
menaquinonas (MQ) y las demetilmenaquinonas(DMQ). Bajo condiciones aerdbicas las UQs
representan el 60% de las quinonas de la célula mientras que las MQs representan solo el 3%, por
el contrario bajo condiciones anaerdbicas las UQs representan el 10% y las MQs el 74%.[3,7,8]

Existen diversos experimentos que nos dan evidencia que las quinonas efectivamente son la sefial
y las que regulan la formacion de puentes disulfuro, primero en experimentos [23] in vitro se
habia visto que la Ubiquinona 0 inhibe la actividad de cinasa de ArcB purificado, también al
generar mutantes en el operon ubiCA, que codifica para las enzimas necesarias para la sintesis de
UQ se encontrd que en estas mutantes al hacer un cambio de condiciones de anaerobiosis a
aerobiosis ArcB continua como cinasa. De la misma manera se vio que al generar mutantes en el
operén menFDHB que codifica para las enzimas para la sintesis de MQ y DMQ las mutantes ya
no son capaces de tener actividad de cinasa en condiciones de anaerobiosis [9], por ultimo se
determind el potencial redox de las cisteinas de ArcB y se encontrd que es de -41mV,[9] esto
concuerda con lo observado ya que las UQ presentan un potencial redox de +110 mV y las DMQ
de +40 mV por lo que pueden oxidar las cisteinas de ArcB y fomentar un estado de fosfatasa,
mientras que las MQ tienen un potencial redox de -74 mV por lo que pueden reducir las cisteinas
y fomentar la actividad cinasa de ArcB Fig.5. Con lo que se sabe de la regulacion de ArcB se
lleg6 al modelo (Fig 3.) en el cual durante condiciones de aerobiosis la principal clase quinonas
en la poza son las UQs las cuales van a oxidar los residuos de cisteina (debido a su potencial
redox mayor) en la region linker inhibiendo la actividad de cinasa de ArcB promoviendo su
actividad como fosfatasa, cuando ahora hay un cambio a condiciones de anaerobiosis la principal
clase de quinonas presentes son las MQs las cuales van a reducir las cisteinas(debido a que tienen
un potencial redox menor) y promover la actividad de cinasa de ArcB.

1.5 Antecedentes (Estado oligomérico de ArcB)

El modelo actual explica la regulacion del sistema sin embargo algo que queda en duda es
.Como es que las quinonas embebidas en membrana llegan hasta la region citoplasmica de
ArcB en donde se encuentran las cisteinas? Esta pregunta es importante ya que las quinonas
son moléculas muy hidrofébicas que se encuentran en membrana[10], por lo que no queda claro
como es que pueden regular regiones citoplasmaticas de ArcB. Hay algunas evidencias
experimentales, que nos ayudan a generar una hipotesis, por ejemplo, normalmente en los SDC
las CS forman dimeros, sin embargo al hacer geles de proteina nativa de ArcB se encuentran
monémeros y tetrameros.(Fig.4).Ademéas de saber que era un tetrdmero una primera
aproximacion de la estructura secundaria de ArcB muestra la formacion de una larga alfa hélice



desde el segundo cruce transmembranal hasta el dominio PAS donde se encuentran las cisteinas
que regulan ArcB.
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Fig.3 Modelo de la regulacion de ArcB bajo condiciones aerdbicas y anaerdbicas. En condiciones de aerobiosis las
ubiquinonas se oxidan lo que permite la transferencia de electrones desde las cisteinas a las ubiquinonas, esto
permite que se formen puentes disulfuro entre las cisteinas lo que hace que ArcB actue como fosfatasa de ArcA. Por
el contrario, cuando hay condiciones de anaerobiosis las menaquinonas se encuentran reducidas por lo que pueden
donar electrones a las cisteinas lo que hace que ya no se formen los puentes disulfuro y ArcB actué¢ como cinasa de
ArcA, ArcA en su estado fosforilado actuara como un factor de transcripcion de genes del metabolismo anaerobio.

2. Hipotesis

El hecho de que ArcB sea un tetrdmero y forme una larga alfa hélice en la region linker dio como
resultado la siguiente hipotesis :

“La region linker de ArcB en forma tetramérica forma una tinel que da las condiciones
hidrofobicas necesarias para que las quinonas pudieran bajar de la membrana hasta las cisteinas y
oxidar/reducirlas dependiendo del estado redox de la célula”

Para que este modelo se cumpla se necesitaria que en la region linker hubiera los aminoacidos
correctos para que las quinonas pudieran bajar y subir, y que hubiera sitios de unién a quinonas
en las regiones cercanas a ambas cisteinas (180 y 241). Contrario a lo que se pueda pensar
inicialmente, no se necesitan Unicamente de aminoacidos hidrofobicos, también se necesitan
aminodcidos con cargas que permitan la formacion de puentes de hidrogeno con los oxigenos de
los grupos hidroxilos de las quinonas[10]
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Fig.4 Gel de proteina nativa con ArcB, se corrieron distintas versiones de ArcB, primer carril se encuentra el
marcador molecular, segundo carril ArcB 78-778, tercer carril ArcB sin dominio H2 78-661 y en el cuarto carril
ArcB sin dominio H2 y D1 78-520.

0
CH,O - H z H
CH, O CH,
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1 11 11
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Fig.5 Estructura de las quinonas presentes en E.coli. De izquierda hacia la derecha se muestra ubiquinona(UQ),
menaquinona (MQ) y demetil menaquinona (DMQ). En la parte de abajo de cada estructura se muestra el potencial
redox de cada quinona.

3. Objetivo
3.1 Objetivo general
e FElucidar el mecanismo a través del cual las quinonas embebidas en la membrana pueden
oxidar/reducir las cisteinas citoplasmaticas de ArcB de Escherichia Coli

3.2 Objetivos particulares

o Generar un modelo de ArcB en estado tetramérico

11



Generar mutantes puntuales de residuos necesarios para la union a quinonas

Comprobar que los efectos observados no se deben a cambios estructurales sino al
impedimento del paso de las quinonas

e Generar mutantes que en residuos que no sean necesarios para la union a quinonas como

control

4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Cepas

Nombre Caracteristicas Construccion

MC4100 F- araD139 (argF-lac) U169 rpsL150 relAl | Referencia (7)
flbB5301 deoC ptsF25 rbsR

Ecl 5004 MC4100 AarcB::Tet' Afnr::Tn9(cm’) | Referencia (6)
AO(cydA-lacZ)

Ecl 5012 MC4100 AarcB::Tet" A\p(lldP-lacZ) Referencia (6)

M(1-26) Ecl 5004 + PBR322 con arcB( 24 Electroporacion de plasmido en la
mutaciones puntuales y 2 dobles) bajo su cepa EC1 5004
propio promotor Amp*

LM(1-14) Ecl 5012 +PBR322 con arcB( 24 mutaciones | Electroporacion de plasmido en la
puntuales y 2 dobles) bajo su propio cepa Ecl 5012
promotor Amp*

CF7789 MG1655 AlacZ (Mlul) Referencia (11)

IFC 5006 MC4100Afnr::Tn9(cm’) Ap(cydA -lacZ) Referencia (9)
AmenFDHB::Kanr

AmenFDHB Ecl 5004 AmenFDHB::Kanr Transduccion por Fago Plvir de

AarcB IFC5006 a Ecl 5004

M(1-14)men AmenFDHB AarcB + PBR322 con arcB( 24 | Electroporacion de plasmido en la
mutaciones puntuales y 2 dobles) bajo su | cepa AmenFHDB AarcB
propio promotor Amp*

ECL 5040 MC4100 AarcB::Tet' AubiCA::Kanr | Referencia (9)

AO(cydA’-lacZ)

Ecl 5012 AubiCA
AarcB

Ecl 5012 + AubiCA

Transducciéon por Fago P1 vir de Ecl
5040 a cepa Ecl 5012
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LM(1-14)ubi

Ecl 5012 AubiCA AarcB + PBR322 con
arcB( 24 mutaciones puntuales y 2 dobles)
bajo su propio promotor Amp"

Electroporacion de plasmido en la
cepa Ecl 5012
AubiCA AarcB

AubiEAarcB Ecl 5004 AubiE::Kanr Transducciéon por Fago Plvir de
AubiE coleccion Keio a Ecl 5004
M(1-14)dmk AubiEAarcB + PBR322 con arcB( 24 | Electroporacion de plasmido en la
mutaciones puntuales y 2 dobles) bajo su | cepa AubiEAarcB
propio promotor Amp”
ArcB WT | Ecl 5004 + pBR322 arcB 1-22-78-778 Electroporacion de plasmido en la
citoplasmatico cepa ECL 5004

M(1-14) cito

Ecl 5004 + pBR322 arcB 1-22-78-778 (
mutaciones  puntuales  generadas  por

Megaprimer)

Electroporacion de plasmido en la
cepa ECL 5004

propio promotor Amp *

ArcB CC Ecl 5004 + pBR322 arcB CC (C180A y | Electroporacion de plasmido en la
C241A) cepa ECL 5004
ArcB CC | Ecl 5004 + pBR322 arcB CC (C180A y | Electroporacién de plasmido en la
M(1-14) C241A) + mutaciones puntuales generadas | cepa ECL 5004
por Megaprimer.
4. 2 Plasmidos
Nombre Caracteristicas Construcciéon
pBR322 Vector de bajo nimero de copias Amp'y Tc" | Referencia (20)
pBR322 Vector de bajo niimero de copias con arcB Digestion de pBR322 y pMX712-PKS-arcB
arcB bajo su propio promotor Amp" con BamHI y HindIII
pBR322 sin | Vector de bajo nimero de copias Amp*y Tc" | Se digirio pBR322 con ndel y se utilizo
ndel sin sitio ndel Klenow para generar extremos romos y se 1igd
con ligasa Tn4
pBR322 Vector de bajo nimero de copias con arcB Se digiri6 pPBR322 sin ndel y pMX712 con
arcB sin bajo su propio promotor Amp'sin sitio ndel BamHI y HindIII
ndel
pBR322 Vector de bajo niimero de copias con arcB Digestion de pBR322 arcB y producto de per
arcBM(1-2 | (versiones mutadas 1-26) bajo su propio mutados con ncol y mlul
6) promotor Amp "
pMX712 pBluescript KS II (+) con arcB bajo su Referencia (21)
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pBR322 Vector de bajo niimero de copias con arcB Amplificacion de arcB citoplasmatico de
arcB citoplasmatico ([1-22]-[78-778]) bajo su cromosoma Referencia (18) y digestion de
1-22-78-778 | propio promotor, Amp " pBR322 arcB sin ndel y producto de PCR con
ndel y mlul

pBR322 Vector de bajo nimero de copias con arcB Amplificacion de arcB CC de cromosoma
arcB CC con las cisteinas cambiadas por alaninas Referencia (8) y digestion de pPBR322 arcB 'y
(C180Ay (C180A y C241) producto de PCR con ncol y mlul
C241A)

4.3 Modelado de ArcB

La secuencia de ArcB fue obtenida de Uniprot (https://www.uniprot.org/uniprot/POAEC3 fasta),

el modelado del monomero se realizd |utilizando el servidor de trRossetta

(https://vanglab.nankai.edu.cn/trRosetta/ ) 'y el servidor de alphafold colab
https://colab.research.google.com/github/sokrypton/ColabFold/blob/main/AlphaFold2.ipynb#scro
lITo=mbalO9pWjaNO . El modelado de ArcB como tetrdmero se obtuvo utilizando los servidores
para docking proteina-proteina de Symmdock (http://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/SymmDock/php.php ),
en el caso del modelo de alphafold se utilizo la funcidon de multimeros de alphafold. No se realizo
modelado con un templado debido a que no existen estructuras resueltas que compartan
suficiente homologia en la region linker.

4.4 Diseno de Primers

Para el disefio de los primers se tomaron la secuencia del gen de arcB, los sitios de inicio y final
de la transcripcion del NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/X53315.1 ). Para el disefio
de los primers se utilizo la pagina de Agilent para Quick Change
(https://www.agilent.com/store/primerDesignProgram.jsp ) y para calcular la Tm de los primers
modificados se utiliz6 la  calculadora de Tm de la  Universidad de
Washington.(https://depts.washington.edu/bakerpg/primertemp/ ).(La lista de oligos utilizados
con su secuencia se encuentra en appendice 10.1)

4.5 Mutagénesis de los aminoacidos seleccionados por Megaprimer.

Para realizar la mutagénesis sitio dirigida de los aminoacidos seleccionados, se utiliz6 el método
de Megaprimer descrito en [22], brevemente se amplificd una regioén de arcB utilizando un oligo
directo que se une a la secuencia que codifica que el primer aminoacido de ArcB, después como
oligo reverso se utilizd un oligo que contenia la mutacion deseada que cambia los aminoacidos
seleccionados por alanina, como molde se utilizo el plasmido pMX712. El producto de PCR de la
amplificacion fue utilizado como oligo directo para una segunda reaccion de PCR, como oligo
reverso se utilizd un oligo que se une después de un sitio de restriccion Mlul para realizar la
clonacion. Finalmente el producto de la segunda reaccion de PCR fue clonado en un pldsmido
pBR322 con arcB, utilizando las enzimas de restriccion Mlul y Ncol. Todos los plasmidos con su
respectiva mutacion fueron transformados por quimiocompetencia en células Top 10.

Se purificé plasmido por Miniprep de las Top 10 y los pldsmidos obtenidos fueron electroporados
en una cepa de E. coli con un reportero cydA-lacZ o lldp-lacZ de esta forma se obtuvieron catorce
cepas mutantes MC4100 AarcBAfnr + PBR322 arcB (con las mutaciones sustituyendo el
aminoacido original por alanina).Todas las mutaciones fueron verificadas por secuenciacion.
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4.6 Ensayos de Beta galactosidasa

Para los ensayos de Beta galactosidasa se crecieron los cultivos en medio Luria Bertani con
MOPS 0.1M pH 7.4 y 20 mM de D-Xilosa. Para los ensayos aerobicos se crecieron 10 ml de
medio en matraces de 125 ml a 37 °C con agitacion a 250 rpm, se tomaron muestras a una O.D.
00 de 0.6 aproximadamente. Para los ensayos anaerobios las células fueron crecidas en tubos de 5
mL llenados hasta el tope con un agitador magnético, y cerrados con un tapa de rosca, se
crecieron en agitacion y a 37 °C y se dejaron crecer al menos 8 hrs y posteriormente se tomo6 una
muestra para medir O.D.¢,y hacer el ensayo de B-galactosidasa.

Para el ensayo de Beta Galactosidasa se tomaron 100 uL de cultivo y se afiadieron a tubos con
900 pL de Buffer Z ( 0.1 M de Na,HPO,/NaH,PO, pH 7.4, KCI1 0.0033 M y MgSO, 0.0033M ) y
17.5 pL de Cloroformo, posterior a afiadir el cultivo los tubos se agitaron en un vortex por 10
segundos aproximadamente.

Para cuantificar la actividad de B-galactosidasa en las muestras se afadi6 como sustrato 200
uL/tubo de ONPG (2-Nitrofenil B-D-galactopiranosido) a una concentracion de 4mg/mL, las
muestras se dejaron reaccionar por 10 min para el caso del reportero cydA-lacZ y 5 min para el
reportero /ldP-lacZ, una vez finalizado el tiempo de reaccion la actividad enzimatica se detuvo
agregando 500 pL/tubo de Na,CO; IM. Finalmente se midi6o la O.D. 4, y O.D. 55, y con estos
datos se obtuvieron las unidades de actividad de B-Galactosidasa o Unidades Miller utilizando la
siguiente formula:

U.Miller = [0.D.420 — (1.75 X 0.D. 550)] + [Tiempo de reaccion X mL de muestra X 0.D. 600]
0.D.= Densidad Optica 420/550/600 nm

4.61 Ensayos para medir actividad fosfatasa

Para verificar la actividad de fosfatasa de algunas de las cepas mutantes se crecieron las células
en medio minimo M9 ( 48 mM Na,HPO,, 22 mM KH,PO,, 8.54 mM NaCl, 18.7 mM NH,CI, 2
mM MgSO,, 0.1 mM CaCl,), 0.1 M MOPS pH 7.4 con piruvato (40 mM) como unica fuente de
carbono. Posteriormente se dejaron crecer las células hasta una O.D.4, de 0.3 y se tomaron
muestras para realizar un ensayo de beta galactosidasa.

4.62 Ensayos con Agentes reductores

Los cultivos fueron crecidos en medio Luria Bertani con MOPS 0.1M y pH 7.4 a 37 °C con
agitacion a 250 rpm cuando el cultivo alcanzara una O.D. 600 de 0.3 se afiadié 30 mM de DTT o
20mM de [1-Mercaptoetanol y se dejaron por 1 hora antes de medir la actividad de beta
galactosidasa.

4.63 Ensayos de cambio de anaerobiosis a aerobiosis

Se realizaron cultivos en medio LB MOPS 0.1M pH 7.4 con xilosa 20 mM, se iniciaron los
cultivos a una O.D.¢, de 0.01 y se separd el cultivo en ocho tubos de 5 mL llenados hasta tope y
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cerrados con una tapa de rosca, los cultivos se dejaron crecer por 8 hrs hasta una O.D. 4y, de 0.3
aproximadamente, posteriormente dos tubos en anaerobiosis se abrieron y se pasaron a un matraz
de 125 mL precalentado a 37°C, para dejarse a 37°C y agitacion 250 rpm en condiciones de
aerobiosis, se tomd punto al momento de realizar el cambio a aerobiosis y se tom6 como el
punto cero, posteriormente se tomd muestra cada 20 min de uno de los cultivos anaerobios y del
cultivo aerobio hasta llegar a 120 min.

4.7 Western Blot

Para la comprobacion de la expresion de las proteinas mutantes se realizd un western blot, se
tomaron 500 pL de cultivo overnight de todas las cepas, se bajaron por centrifugacion a 10000
rpm X 4 min y se resuspendié en 50 uL de Buffer de carga. Se corrieron 15 pL de cada muestra
en un gel de poliacrilamida al 10% por dos horas y cuarenta minutos. Posteriormente se hizo la
transferencia himeda a una membrana activada con metanol por una hora a 100V. Posterior a la
transferencia se bloque6 la membrana con leche descremada al 2% (Svelty con colageno) en PBS
tween al 0.1% toda la noche a 4°C en agitacion.

Se hicieron lavados con PBS tween y se incubd la membrana con anticuerpo policlonal de suero
de conejo contra ArcB a una concentracion 1:10000 por 1 hr a temperatura ambiente, después se
lavé la membrana con PBS tween y se incubd con un anticuerpo secundario anti conejo que
contiene la peroxidasa de rabano.

Para revelar las membranas se incubo la membrana con una mezcla de luminol y sustrato de la
peroxidasa de rabano por 5 minutos, posteriormente en oscuridad se revelaron en peliculas que
permiten detectar la luminiscencia.

5 RESULTADOS

5.1 Modelado de ArcB como tetramero

Basandose en los resultados previos que se tenian de los geles nativos de ArcB se realizé un
modelado de ArcB como mondmero y como tetramero. La primer aproximacion que se tuvo fue
realizar el modelo de novo con trRosetta y el docking proteina-proteina con Symdock Fig.6 A/B,
el motivo de realizar un modelo de novo es que no existen estructuras resueltas que compartan
suficiente nivel de homologia para poder realizar un modelado por homologia. Del primer
modelo se seleccionaron los primeros aminoacidos que se mutaron (mutaciones M1-M15).
Posteriormente se realizd el modelado de ArcB como un tetrdmero y como mondmero utilizando
Alphafold Colab Fig.6 C/D, en ambos modelos del tetramero se ve la formacion de un tinel que
conecta la membrana con la region del dominio PAS donde se encuentran las cisteinas. Se
seleccionaron varios aminoacidos que se creia que podian tener importancia para la interaccion
con las quinonas y se mutaron por alaninas. El criterio de seleccion de los aminodcidos fue
seleccionar aminodcidos cargados que pudieran interactuar con los oxigenos de la parte del anillo
de la quinona (Fig.5) y que estuvieran viendo al interior del tinel que se forma.
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Fig.6 Modelos de ArcB . A) Primer modelo de ArcB mondmero hecho con trRossetta B) Modelo del tetramero
hecho con trRossetta y con symmdock C) Modelo del monémero de ArcB con Alphafold colab D) Modelo del

tetramero de ArcB hecho con Alphafold Colab. Los colores indican la estructura secundaria, en cyan se muestra alfa
hélices en rojo y purpura se muestran laminas beta.

5.2 Efectos de las mutaciones puntuales en la regulacion de ArcB

El efecto de las mutaciones puntuales se probaron clonando las mutaciones puntuales en un
pladsmido de bajo nimero de copias con ArcB bajo su propio promotor. Los efectos de las
mutaciones puntuales se observaron in vivo midiendo la expresion de la fusidon transcripcional
cydA-lacZ la cual estd regulada positivamente por ArcA-P y también se me midi6 la fusion
transcripcional /ldp-lacZ 1a cual estd regulado negativamente por ArcA-P.

Como se esperaba las mutaciones dentro del predicho tunel tuvieron efectos importantes sobre la
actividad de ArcB, se vieron dos efectos principales en las mutantes, el primero fue de fosfatasa
constitutiva (FC) es decir no se observaba actividad del reportero cydA-lacZ aun en condiciones
de anaerobiosis donde normalmente hay mayor actividad, el segundo fenotipo encontrado fue de
cinasa constitutiva (CiC) aqui se observaba una mayor actividad del reportero cydA4-lacZ en
condiciones de aerobiosis donde normalmente se encuentra con poca actividad, también hubo 2
mutaciones que tuvieron un fenotipo silvestre(no mostradas). Fig.6
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Fig.7 Efectos de las mutaciones en la actividad del reportero cydA4-lacZ y lldP-lacZ. a) Mutantes con fenotipo CCi
(cinasa constitutiva) reportero cydA-lacZ a la derecha se muestra un modelo donde se marcan en rosa la posicion de
las mutaciones b) Mutantes de fenotipo FC (fosfatasa constitutiva) con cydA-lacZ a la derecha se muestra un modelo
donde se marcan en amarillo la posicion de las mutaciones C) Mutantes CCi reportero /ldP-lacZ D) Mutantes FC
reportero /[dP-lacZ. En todas las graficas las barras blancas muestran condiciones de acrobiosis y las barras negras
condiciones de anaerobiosis.

Los efectos observados en las mutaciones FC podrian deberse a que la proteina no se estuviera
expresando o no se estuviera expresando en la misma cantidad, si este fuera el caso explicaria
porque nuestras mutantes no presentan mayor actividad de B-galactosidasa en anaerobiosis es por
esto que es necesario realizar un western blot para comprobar la expresion.

WT AarcB PM M3 M4 M7 M10

Fig.8 Western blot mutantes con fenotipo de Fosfatasa Constitutiva. En orden de izquierda a derecha se muestra cepa
Wild Type (WT), AarcB, Marcador de peso molecular (PM), Mutantes 3,4,7 y 10.

Como se observa en la Fig.8 ninguna de las mutantes con fenotipo de FC se estaba expresando en
menor cantidad y todas mostraban una expresion similar (todas las muestras para western se
calcul¢ la cantidad de células por Densidad Optica y se pusieron por igual cantidad), sabiendo que
el efecto no se debe a una ausencia de la expresion de la proteina.

5.3 Evaluacion de las mutantes con fenotipo de F.C. (Fosfatasa Constitutiva)
Lo siguiente que se quiso hacer es ver la actividad de fosfatasa de las mutantes FC, para esto se
crecieron todas las mutantes FC en medio minimo con Piruvato como Unica fuente de carbono,

bajo estas condiciones se sabe que se da lugar la acumulacion de Acetil fosfato el cual actia
como un fosfo donador de bajo peso molecular que puede fosforilar directamente a los
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reguladores de respuesta, si bajo estas condiciones las mutantes retienen actividad de fosfatasa se
va a observar poca actividad del reportero y si por el contrario no tienen actividad de fosfatasa se
va a observar un alta expresion del reportero, de esta manera el resultado nos indicara si la
mutacion gener6 algiin cambio estructural que dejé a ArcB sin actividad alguna o si la mutacion
género una version de ArcB con un estado de fosfatasa constitutiva. Como se muestra en la Fig.9
todas las mutantes FC retienen actividad de fosfatasa e incluso muestran una mayor actividad de
fosfatasa que la cepa silvestre, por su parte las mutantes CC muestran menor activacion que la
cepa AarcB probablemente debido a que una mayor activacion del sistema Arc lleva a que el
metabolismo se redirige hacia la formacion de acetato a partir de Acetil fosfato[24].

Una vez que se sabia que las mutantes FC tenian actividad de fosfatasa se realizaron ensayos con
"l-mercaptoetanol un agente reductor que reduce cisteinas y por lo tanto es capaz de activar ArcB
en condiciones aerobias[8]. Inesperadamente la mutantes FC no se activaron en presencia de
20mM de [J-mercaptoetanol Fig.10 Estos resultados podrian indicar dos cosas la primera es que
el [J-mercaptoetanol ya no fuera capaz de reducir las cisteinas de estas proteinas mutantes y la
segunda es que estas versiones mutadas hayan perdido su regulacion por cisteinas, tal vez debido

a grandes cambios estructurales.

A) Actividad de Fosfatasa B) Actividad de Fosfatasa
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Fig.9 Actividad de fosfatasa de las mutantes, cepas crecidas en M9 con piruvato en donde se acumula acetil fosfato.
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Fig. 10 Efectos del [J-mercaptoetanol sobre el reportero cydA-lacZ. Las barras blancas muestran condiciones de
aerobiosis, las barras negras muestran condiciones de anaerobiosis y las barras rojas muestran crecimiento aerobio
con 20mM de [J-mercaptoetanol. A) Mutantes CC B) Mutantes FC.

Para ver si las mutaciones tuvieron grandes efectos en la estructura se realizo el modelado del
monémero con una de las mutaciones de FC, como se esperaba Fig.11 no se ven grandes

diferencias entre el modelo de ArcB silvestre y el ArcB con la mutacion N111A (M4), por lo que
se tratd de investigar mas a detalle el efecto de las mutaciones

B)

C)

Fig.11 Modelos del monoémero de ArcB. A) Mondémero de ArcB WT B) Monomero de ArcB M4 (N111A) C)
Alineamiento de los dos modelos silvestre y mutado.

Lo siguiente que se hizo fue generar versiones citoplasmaticas de las mutantes FC, esto debido a
que se sabe que una version citoplasmatica de ArcB es una cinasa semi constitutiva[ 18] ademas
de que si se propone que las mutantes FC no permiten el paso de las menaquinonas pero si de las
ubiquinonas se espera que al separar de la membrana estas versiones mutadas de la proteina
ahora si pudieran activar. Lo que observamos en la Fig.12A es que algunas de las mutantes FC
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recuperan su actividad en anaerobiosis lo que indica que las mutaciones estaban generando
efectos sobre la regulacion por algin elemento de la membrana y no por cambios en la estructura.

Debido a que las mutantes citoplasmaticas FC recuperaban regulacion se decidié comprobar que
estas mutantes ahora si pudieran activarse en presencia de [J-mercaptoetanol, se esperaba que
ahora que ya habia recuperado su regulacién aerobio/anaerobio no tuvieran problemas para
activarse con 20mM de [I-mercaptoetanol, sin embargo lo que se encontrdé fue que aunque
algunas de las mutantes si mostraban mayor actividad en aerobiosis en presencia de
I-mercaptoetanol ninguna de las mutantes supera el 55% de la actividad de B-galactosidasa
observada en anaerobiosis, mientras que la cepa silvestre citoplasméatica alcanza hasta el 75% de
su actividad méaxima en aerobiosis con [ ]-mercaptoetanol.

Para verificar que las mutantes citoplasmaticas siguieran teniendo regulacion aerobio/anaerobio
se realizd un cambio de condiciones de anaerobiosis a aerobiosis, se esperaba que al ya no estar
en la membrana estas versiones no pudieran disminuir la expresion del reportero,
sorprendentemente se encontrd que las mutantes citoplasmaticas seguian siendo capaz de inhibir
la actividad de ArcB al entrar en condiciones de aerobiosis Fig.13 Estos resultados parecian dar a
entender que las mutantes ya no tenian una regulacion por cisteinas, para comprobarlo
definitivamente se hicieron mutantes triples que tuvieran las dos cisteinas conservadas cambiadas
por alaninas (C180A y C241A) y una de las mutaciones que genera fenotipo de fosfatasa. Lo que
se espera en las mutantes de cisteinas mas la mutacion de FC es que si el efecto de la mutacion se
debe a un cambio estructural el fenotipo de la mutante sea el de una mutante FC, sin embargo si
el fenotipo se vuelve el de una Cinasa constitutiva las mutaciones estarian afectando la regulacion
de algin elemento en la membrana (posiblemente quinonas) necesario para la reduccion de los
puentes disulfuro. Lo que se muestra en la Fig.14 es que si hay mutantes FC que se vuelven
Cinasas Constitutivas cuando hay un cambio en las cisteinas por alaninas, lo que nos indica que
estas mutantes estaban afectando la regulacion por cisteinas.
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Fig 12.Regulacion de ArcB citoplasmatico. A) Ensayo de beta galactosidasa de las mutantes FC citoplasmaticas. B)
Actividad de beta galactosidasa de las mutantes FC citoplasmaticas en presencia de 20mM de 2-mercaptoetanol. Se
muestran en barras blancas condiciones de aerobiosis, barras negras condiciones de anaerobiosis y barras rojas
condiciones aerobicas con 20 mM de [J-mercaptoetanol

Ana-Aero

. Miller

0 20 40 60 80 100 120
Tiempo (min)

Fig 13. Ensayo de cambio de condiciones anaerdbicas a aerdbicas en las mutantes FC citoplasmaticas. En color azul
se muestra la cepa silvestre citoplasmaticas, en negro se muestra una cepa silvestre en membrana, en rojo se muestra
la mutante M10 citoplasmatica. Los puntos que se marcan con (X) muestran condiciones de anaerobiosis mientras
que los puntos (O) muestran condiciones de aerobiosis. En el tiempo 0 se realizé el cambio de condiciones de

anaerobiosis a condiciones de aerobiosis

CC mutantes FC
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Fig.14 Actividad de beta galactosidasa de las mutantes FC con las cisteinas mutadas por alaninas. CC es la cepa con
las cisteinas mutadas, 3CC es una cepa con las cisteinas mutadas y la mutacion M3, 4CC contiene la mutacion M4,
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6CC contiene la mutacion M6 y 7CC contiene la mutacion M7.Barras blancas son condiciones de aerobiosis y barras
negras indica condicion de anaerobiosis.

Debido a que este resultado fue un poco inesperado se decidio6 realizar una mutante que tuvieran
los cambios en las cisteinas y que ademas fuera citoplasmatica esto con el fin de ver si las
versiones citoplasmaticas se encuentran reguladas por algun otro elemento que no sean cisteinas,
para este fin también se evaluaron tanto a la mutante de cisteinas en membrana como a la
mutante de cisteinas en citoplasma bajo un cambio de condiciones de anaerobiosis a aerobiosis
Fig. 15
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Fig.15 Regulacion de la mutante CC citoplasmatica comparada con la mutante CC de membrana. A) Actividad de
beta galactosidasa de las mutantes CC (membrana) y CC cito ( citoplasmatica). B) Cambio de condiciones
anaerébicas a aerobicas, en azul se muestra la mutante CC de membrana y en verde se muestra la mutante CC
citoplasmatica. Los puntos que se marcan con (X) muestran condiciones de anaerobiosis mientras que los puntos (O)
muestran condiciones de aerobiosis. En el tiempo 0 se realizo el cambio de condiciones de anaerobiosis a aerobiosis.

Podemos ver en la fig.15 que la mutante en cisteinas citoplasmatica ahora ya adquiere una nueva
regulacion y se encuentra apagada en aerobiosis, esto nos confirma que las mutantes
citoplasmaticas adquieren un nuevo tipo de regulacion independiente de cisteinas, se ve incluso
en el cambio de anaerobiosis a aerobiosis como la mutante citoplasmatica va aumentando su
actividad anaerobia y en condiciones aerobicas baja mucho su actividad. En conjunto estos
resultados parecen indicar que las mutaciones FC estan afectando la regulacion por cisteinas a
través de algun elemento encontrado en la membrana.
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Fig.16 Mutantes de ubiquinonas FC. Se muestra la actividad del reportero /ldp-lacZ en varias de las mutantes FC con
una delecion en los genes de biosintesis de ubiquinonas (AubiCA). En barras blancas se muestran condiciones de
aerobiosis y en barras negras condiciones de anaerobiosis, todos los ensayos se realizaron con 100 mM de MOPS
7.4,20 mM de Xilosa y 20 mM de L-lactato.

Para obtener més datos que respalden la idea de que las mutaciones en el tinel afectan la
regulacion por quinonas,se realizaron deleciones en los genes de biosintesis de ubiquinona ubiCA
de las mutantes FC, y como se ve en la Fig.16 todas las mutantes tuvieron una recuperacion de su
actividad de cinasa en condiciones de anaerobiosis, por lo que estos resultados soportan la idea de
que estas mutaciones estan afectando la regulacion por la poza de quinonas.

5.4 Evaluacion de las Mutantes CiC (cinasa constitutiva)

En el caso de las mutantes CiC (cinasa constitutiva) lo primero que se queria investigar sobre
ellas es que su fenotipo no se debiera a la sobreexpresion de la proteina por lo que hizo un
western blot para ver que se estuvieran expresando en niveles similares, y lo que se vio Fig.16
fue que las mutantes M25 y M20 se estaban expresando en menor cantidad pero que todas las
demas se expresan a niveles iguales a los de la cepa silvestre. M25 y M20 a pesar de tener niveles
de expresion distintos estos niveles no tenian correlacion con el nivel de actividad del reportero
observado.
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WT AarcBPM M6 M8 M1l M13 M25 M1/ M20

Fig.17 Western blot de las mutantes CC. Se muestran de izquierda a derecha las cepas WT,AarcB, Marcador de peso
molecular (PM), Mutante M6, mutante M8, mutante M11, mutante M13, mutante M25, mutante M17 y mutante
M20. M25 y M20 se expresan en menor cantidad que el resto de las mutantes.

Una vez que se observo que el fenotipo de las mutantes no se debia a sobreexpresion se decidid
ver el efecto que tenia la delecion de los genes de biosintesis de menaquinona y demetil
menaquinona, se espera que como las menaquinonas son necesarias para la activacion anaerobia
su delecion tenga efectos sobre las mutantes CiC. La delecion de los genes de menaquinona en
las mutantes CiC no tuvo efectos en la expresion del reportero cydA-lacZ en condiciones aerobias
, en anaerobiosis es donde se vio el mayor efecto ya que la expresion del reportero no aumento
como lo hacia en las versiones silvestre Fig.17A, estos resultados nos indican que estas mutantes
no necesitan de las menaquinonas para estar activas por lo que puede ser que algo mas las esta
activando en ausencia de menaquinonas o simplemente el ArcB esta activo desde el inicio y se
inhibe posteriormente y en estas mutantes la inhibicion no se puede dar o no se da
completamente.

El hecho de que al quitar las menaquinonas y demetil menaquinonas hizo que se aumentara la
expresion del reportero en aerobiosis indico que probablemente las demetil menaquinonas siguen
inhibiendo parcialmente a las mutantes CiC para comprobarlo se realizaron mutantes CiC con
una delecion en el gen ubiE, esta mutacion genera cepas que solo contienen demetil
menaquinonas, y como se ve en la Fig 17B. aerobicamente todas las mutantes tuvieron una
disminucién de entre 40% y hasta 66% respecto a sus versiones silvestres, esto nos muestra que
las mutantes CiC siguen siendo sensibles a una inhibicion parcial por demetil menaquinonas pero
no por ubiquinonas, esto podria deberse a una similitud entre las estructuras de menaquinonas y
demetil menaquinonas, de manera que las mutaciones impiden el paso de ubiquinona pero no el
de menaquinona.
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Fig.18 Actividad de beta galactosidasa de mutantes deficientes en menaquinonas y mutantes que s6lo contienen
demetil menaquinonas. A) mutantes CC con delecion en los genes de biosintesis de menaquinonas (AmenFDHB) B)
mutantes CC con delecién en el gen ubiFE, solo puede sintetizar demetil menaquinona.

Para comprobar que las ubiquinonas ya no tienen efecto inhibiendo a las mutantes CiC se
hicieron cambios de anaerobiosis a aerobiosis y se observa Fig.18 que las mutantes M6 y M11 se
mantienen activas después de pasar a condiciones de aerobiosis, es cierto que la mutante M11 si
disminuye aerobicamente su actividad pero se esperaba ya que es una cinasa semi constitutiva
por lo que se espera que todavia tenga un poco de regulacion por ubiquinonas pero no completa.
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Fig.19 Ensayo de cambio de condiciones anaerobicas y aerobicas de las mutantes CC. En azul se muestra la mutante
CC M6, en rojo se muestra la mutante M11 y en verde se muestra la cepa WT. Los puntos que se marcan con (X)
muestran condiciones de anaerobiosis mientras que los puntos (O) muestran condiciones de aerobiosis.

Con los resultados obtenidos de las mutantes CiC se puede ver que las mutaciones si afectan la
habilidad de ubiquinona de inhibir ArcB mientras que demetil menaquinona sigue siendo capaz
de inhibir ArcB aunque lo hace en menor medida y no parece hacerlo después de un cambio de
anaerobiosis a aerobiosis. También se vio que las menaquinonas no son necesarias para que las
mutantes CiC estén como cinasas constitutivas.

5.5 Efecto de las mutaciones puntuales fuera del tinel

Si la hipotesis que tenemos sobre la formacion de un tinel es correcta se espera que al mutar
amino 4acidos del otro lado de la alfa hélice que estén viendo hacia el citoplasma, estos no tenga
efecto y nos sirvan como un control de las mutaciones iniciales que estarian dentro del tiinel. Se
hicieron once mutaciones del otro lado del tinel que se espera que no tengan efectos, de las once
mutaciones que se realizaron siete no tuvieron efectos y fueron silvestres mientras que dos fueron
FC y dos CiC Fig.20, estos resultados son un poco inesperados ya que se si el efecto se debe a
que las quinonas no pueden bajar e interactuar con las quinonas estas mutaciones no debieron
tener efectos. El modelo del tetramero segin los parametros de alphafold no es muy preciso en
algunas regiones de la alfa hélice por lo que podria ser que algunas de estas mutaciones que
tienen efectos estén viendo hacia el interior del tinel pero solo estdn hacia el exterior en el
modelo y no en la realidad, para poder ver qué estd pasando serd necesario tener la estructura de
la proteina para ver como se acomodan los residuos en verdad.
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Fig.20 Fig.20 Actividad de beta galactosidasa de las mutantes fuera del tiinel (otro lado de la hélice). A) Se muestran
las seis mutaciones que no tuvieron efecto (fenotipo silvestre) B) Se muestran las mutaciones del otro lado de la
hélice que resultaron en un fenotipo de fosfatasa constitutiva. C) Se muestran las mutaciones del otro lado de la
hélice que resultaron en un fenotipo de cinasa constitutiva.

6. DISCUSION

Se sabe que E. coli es capaz de adaptarse a condiciones de crecimiento variables entre ellas
cambios en el estado redox de la célula, esto lo logra en gran medida gracias al SDC
ArcB/ArcA[1,3,5,8]. La CS ArcB es capaz de sensar el estado redox a través de la poza de
quinonas las cuales pueden reducir y oxidar las cisteinas conservadas en el dominio PAS de ArcB
y de esta manera regulan el estado de cinasa/fosfatasa de la proteina[9], sin embargo ain no
quedaba claro como es que las quinonas que son moléculas muy hidrofobicas y que se encuentran
en membrana, podian interactuar con las cisteinas citoplasmaticas de ArcB. Con la informacion
disponible de las predicciones de la estructura cuaternaria de ArcB propusimos un modelo en el
cual ArcB se encuentra en forma tetramérica y forma un tinel en la region linker que conecta la
membrana con las cisteinas del dominio PAS de ArcB.

Para comprobar nuestra hipdtesis seleccionamos aminodcidos que pudieran ser de importancia
para el paso de quinonas a través del tinel utilizando como base nuestro modelo bioinformatico.
De las catorce mutaciones iniciales seleccionadas doce tuvieron efectos significativos sobre la
regulacion del SDC ArcB/ArcA esto visto por su efecto en la expresion del reportero cydA-lacZ o
el reportero lldp-lacZ.

Dentro de las mutaciones que tuvieron efectos existen dos fenotipos marcados que se generan por
las mutaciones puntuales, las mutantes FC (fosfatasa constitutiva) y las mutantes CiC (Cinasa
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Constitutiva). Para evaluar mas a detalle los efectos de las mutaciones FC primero se realizo un
western blot en cual se confirmé que la mutantes FC no se expresan en cantidades diferentes a la
proteina silvestre, con esto nos aseguramos de que los efectos vistos no se deben simplemente a
una expresion diferencial de la proteina mutada respecto a su version silvestre.

Después para se realizaron ensayos para medir la actividad de fosfatasa de las versiones FC de
ArcB, esto se realizd creciendo las células en medio minimo con piruvato 40 mM como Unica
fuente de carbono, se espera que si las versiones mutadas perdieron su actividad de fosfatasa
debido a cambios estructurales grandes en este ensayo se deberia ver una expresion elevada del
reportero, como se esperaba este no fue el caso y todas las mutantes FC no solo retuvieron
actividad de fosfatasa sino que tuvieron una mayor actividad de fosfatasa comparada con la cepa
silvestre.

Como las mutantes FC presentaban actividad de fosfatasa el siguiente paso fue evaluar si eran
capaces de responder a la presencia de un agente reductor como el [J-mercaptoetanol el cual
puede reducir cisteinas y generar que ArcB cambie a un estado de cinasa atin en aerobiosis [8],
sorprendentemente ninguna de las mutantes FC respondieron a la presencia de [ |-mercaptoetanol
o de DTT (datos no mostrados), esto sugeria que estas mutantes habian perdido su regulacion
normal por lo que se realizaron versiones citoplasmaticas de las mutantes FC ya que se sabe que
las versiones citoplasmaticas de ArcB se encuentran como cinasa semi constitutiva [6,18], si las
mutaciones tuvieron de alguna forma efectos estructurales las versiones citoplasmaticas deberian
permanecer con el mismo fenotipo ya que los efectos en la estructura deberian persistir, sin
embargo si este no fuera el caso las versiones citoplasmaticas deberian poder estar en un estado
de cinasa ya que se estan separando de la membrana y por lo tanto se estan separando de la sefial
inhibitoria del estado de cinasa, las ubiquinonas, como se esperaba la mayoria de las mutaciones
FC recuperaron parte de su regulacion aerobio/anaerobio y ahora si presentaban condiciones
donde se encontraban como cinasas, a pesar de esto estas versiones seguian sin responder
completamente ante la presencia de [1-Mercaptoetanol por lo que se realizd una version
citoplasmatica de la mutante doble en ambas cisteinas para ver si esta tenia regulacion, y por lo
visto en los ensayos de beta galactosidasa las versiones citoplasmaticas de ArcB pierden su
regulacion por cisteinas y adquieren un nuevo tipo de regulacion, estos experimentos en conjunto
nos indicaron que las mutaciones FC probablemente no estan generando efectos estructurales y
que estan afectando como elementos de la membrana regulan la actividad cinasa/fosfatasa de
ArcB.

Para confirmar sin duda alguna si las mutantes FC siguen estando reguladas por cisteinas se
realizaron triples mutantes que contienen las mutaciones en cisteinas (C180A y C241A) ademas
de alguna de las mutaciones puntuales que generan el efecto de FC, se encontré que las
mutaciones FC al tener mutadas las cisteinas por alaninas se comportan como Cinasas
constitutivas por lo que indicaban que las mutaciones FC de ArcB siguen siendo reguladas por
cisteinas.

Finalmente se realiz6 una delecion en los genes de biosintesis de ubiquinonas en las mutantes FC
ya que una explicacion para el fenotipo observado en estas mutantes es que estas mutaciones
puntuales no permiten el paso de menaquinonas pero si el paso de ubiquinonas por lo que se
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esperaba que la delecion en los genes de biosintesis de ubiquinonas tuviera el efecto de hacer que
se recuperara la actividad cinasa en estas mutantes, esto fue lo observado en los ensayos de
B-galactosidasa aunque no se recuper6 la actividad de cinasa a los niveles de una silvestre esto
probablemente se de debe a que en estas cepas todavia existen demetilmenaquinonas las cuales
pueden inhibir todavia a ArcB.[16]

En el caso de las mutantes CiC al realizar western blot se encontr6 que la mayoria de las
proteinas se expresan en cantidades iguales a la version silvestre sin embargo las mutantes M20 y
M25 se expresan en menor cantidad, a pesar de esto, no parece que este cambio de expresion este
afectando la regulacion ya que no hay correlacién entre un menor nivel de expresion de la
proteina y mayor actividad de cinasa de ArcB o viceversa.

En las mutantes CiC se realizaron deleciones en los genes de menaquinonas (AmenFDHB) y en
los genes de menaquinonas y ubiquinonas (AubiE), lo que se encontr6 fue que las mutantes CiC
no necesitan de las menaquinonas para estar activas y que al aumentar la cantidad de
demetilmenaquinonas estas si son capaces de inhibir parcialmente la actividad de ArcB, con esto
nos parece indicar que en las mutantes de CiC ya no son sensibles a la inhibiciébn por
ubiquinonas, para ver asegurarse de que este fuera el caso se realizé un cambio de condiciones de
anaerobiosis a aerobiosis en las mutantes CiC y se encontrd que estas mutantes ya no se reprime
la expresion del reportero cydA-lacZ por lo que se muestra una incapacidad de las ubiquinonas de
inhibir la actividad de cinasa de ArcB.

Por ultimo si el efecto de las mutantes es efectivamente afectando el paso de las quinonas se
esperaria que mutantes del otro lado del modelo fuera del tiinel no tengan efecto, se seleccionaron
once mutantes del otro lado del tinel y siete de once mutantes no tuvieron efectos mientras que
dos tuvieron efecto de FC y dos de CiC. Estos resultados dan soporte a la hipotesis del tinel
aunque algunas de las mutantes tuvieran efectos ya que estos se pueden deber a que el modelo no
esta prediciendo con precision la posicion de estas mutaciones, por esto es necesario obtener la
estructura de la proteina para poder identificar la posicion correcta de todos los aminoacidos
seleccionados para mutacion puntual.

7 Conclusiones

e El modelo del tetramero de ArcB predice la formacion de un tinel que conecta la
membrana con las cisteinas del dominio PAS

e Los aminoacidos que se predicen dentro del tinel tienen efectos sobre la regulacion del
estado de cinasa/fosfatasa ArcB

e [as mutantes FC se expresan en cantidades iguales a un ArcB silvestre y siguen
reteniendo actividad de fosfatasa
Las mutantes FC siguen estando reguladas por cisteinas
Las mutantes FC se ven afectadas por cambios en la poza de quinonas
Las mutantes CiC no necesitan de las menaquinonas para estar como cinasas constitutivas
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Las mutantes CiC siguen siendo inhibidas parcialmente por demetilmenaquinonas
Las mutantes CiC ya no son sensibles a la inhibicion por ubiquinonas.
Las mutaciones en el otro lado de la hélice no tuvieron efectos sobre la regulacion del
estado de cinasa/fosfatasa ArcB
8 Perspectivas

e Obtener la estructura de ArcB por cristalografia

e Completar la generacion de las triples mutantes FC/CC

e Generar mutantes que generen impedimento estérico y bloqueen el tinel.
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10. Appendices

10.1 Lista de Primers utilizados

Nombre de oligos

Secuencia (5’- >3”)

Funcion

ArcB5’(1-x) CCC GGA TCC CAT ATG AAG | Contiene sitios Ndel y BamHI,
CAA ATT CGT CTG CTG GCG amplifica arcB eco desde el codon
C de inicio (Fw)

ArcB#6 ZZ-11 TGG CCT TGC TGG GTG AAT | Primer que amplifica arcB desde
TT E418 (Rv)

DI162A Rv GTCGGGTGAAGCAGCAAGG | Para mutar arcB y cambiar la
AAGGAAC D162 por Alanina (Megaprimer)

T146A Rv GCTGAATTTGTGCCTCTTCGC | Para mutar arcB y cambiar la
GCTC T146 por Alanina (Megaprimer)

E142A Rv GTCTCTTCGCGCGCTTTGATT | Para mutar arcB y cambiar la
TCAATTTTC E142 por Alanina (Megaprimer)

QI35A Rv GATTTCAATTTTCAGTGCGCC | Para mutar arcB y cambiar la
GAAGGTTTCCTGC Q135A por Alanina (Megaprimer)

E131A Rv CAGTTGGCCGAAGGTTGCCT | Para mutar arcB y cambiar la
GCAGTTCTGCTTC E131 por Alanina (Megaprimer)

K124A Rv GTTCTGCTTCCGCTGCTTCAC | Para mutar arcB y cambiar la k124
GAACGGCAATTTCC por Alanina (Megaprimer)

DII0OA Rv GCTGGGCAATATTAGCTTTTA | Para mutar arcB y cambiar la
ACTGAACG D110 por Alanina (Megaprimer)

KI109A Rv GGGCAATATTATCTGCTAACT | Para mutar arcB y cambiar la
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GAACGTTGAGGC

K109 por Alanina (Megaprimer)

E99A Rv GCTCAAATCGCGCGCGCGCA | Para mutar arcB y cambiar la E99
TCTCCTC por Alanina (Megaprimer)
E95A Rv GCTCGCGCATCTCCGCCAGTT | Para mutar arcB y cambiar la E95
TTTGCACC por Alanina (Megaprimer)
E81A Rv GTTGTCGTGACTCCGCCAGT | Para mutar arcB y cambiar la ES1
TGCTCGACG por Alanina (Megaprimer)
R86A Rv CCAGCCGTGACAGAGCTTGT | Para mutar arcB y cambiar la R86
CGTGACTCCTCC por Alanina (Megaprimer y
Quickchange)
R86A Fw GGAGGAGTCACGACAAGCTC | Para mutar arcB y cambiar la R86
TGTCACGGCTGG por Alanina (Megaprimer y
Quickchange)
K93A Rv CATCTCCTCCAGTGCTTGCAC | Para mutar arcB y cambiar la K93
CAGCCGTGACAGAC por Alanina (Megaprimer y
Quickchange)
K93A Fw GTCTGTCACGGCTGGTGCAA | Para mutar arcB y cambiar la K93
GCACTGGAGGAGATG por Alanina (Megaprimer y
Quickchange)
DIOLIA Rv CGTTGAGGCTCAAAGCGCGC | Para mutar arcB y cambiar la
TCGCGCATC D101 por Alanina (Megaprimer y
Quickchange)
DIO1A Fw GATGCGCGAGCGCGCTTTGA | Para mutar arcB y cambiar la
GCCTCAACG D101 por Alanina (Megaprimer y
Quickchange)
N111A Rv CTGATTTAGCTGGGCAATAGC | Para mutar arcB y cambiar la
ATCTTTTAACTGAACGTTGAG | N111 por Alanina (Megaprimer y
GCTC Quickchange)
NI11A Fw GAGCCTCAACGTTCAGTTAA | Para mutar arcB y cambiar la
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AAGATGCTATTGCCCAGCTAA
ATCAG

N111 por Alanina (Megaprimer y
Quickchange)

E118A Rv TTTCACGAACGGCAATTGCC | Para mutar arcB y cambiar la E118
TGATTTAGCTGGGCA por Alanina (Megaprimer y
Quickchange)
E118A Fw TGCCCAGCTAAATCAGGCAA | Para mutar arcB y cambiar la E118
TTGCCGTTCGTGAAA por Alanina (Megaprimer y
Quickchange)
E126A Rv TTTCCTGCAGTTCTGCTGCCG | Para mutar arcB y cambiar la
CTTTTTCACGAACG E126 por Alanina (Megaprimer y
Quickchange)
E126A Fw CGTTCGTGAAAAAGCGGCAG | Para mutar arcB y cambiar la
CAGAACTGCAGGAAA E126 por Alanina (Megaprimer y
Quickchange)
E144A Fw ATTGAAATCAAAGAGCGCGC | Para mutar arcB y cambiar la
AGAGACACAAATTCAGCTC E144 por Alanina (Megaprimer y
Quickchange)
KI137A Rv GCGCTCTTTGATTTCAATTGC | Para mutar arcB y cambiar la
CAGTTGGCCGAAGGTTTCC K137 por Alanina (Megaprimer y
Quickchange)
KI137A Fw GGAAACCTTCGGCCAACTGG | Para mutar arcB y cambiar la
CAATTGAAATCAAAGAGCGC | K137 por Alanina (Megaprimer y
Quickchange)
E144A Rv GAGCTGAATTTGTGTCTCTGC | Para mutar arcB y cambiar la
GCGCTCTTTGATTTCAAT E144 por Alanina (Megaprimer y
Quickchange)
E151A Rv AGAATGAGGATTGCTGCGCG | Para mutar arcB y cambiar la
AGCTGAATTTGTGTC E151 por Alanina (Megaprimer y
Quickchange)
E151A Fw GACACAAATTCAGCTCGCGC | Para mutar arcB y cambiar la
AGCAATCCTCATTCT E151 por Alanina (Megaprimer y

Quickchange)
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R158A Rv

AAGCATCAAGGAAGGAAGCT
AAGAATGAGGATTGCTGCTC

Para mutar arcB y cambiar la
R158 por Alanina (Megaprimer y
Quickchange)

R158A Fw GAGCAGCAATCCTCATTCTTA | Para mutar arcB y cambiar la
GCTTCCTTCCTTGATGCTT R158 por Alanina (Megaprimer y
Quickchange)
R182A Rv GCAGCTCCATCGCGGCGTTA | Para mutar arcB y cambiar la
CAGCCGGAAAA R182 por Alanina (Megaprimer y
Quickchange)
R182A Fw TTTTCCGGCTGTAACGCCGC | Para mutar arcB y cambiar la
GATGGAGCTGC R182 por Alanina (Megaprimer y
Quickchange)
E229A Fw TGTGTCACTGACCTATGCACA | Para mutar arcB y cambiar la
GTGGCTGGATTACC E229 por Alanina (Megaprimer y
Quickchange)
E229A Rv GGTAATCCAGCCACTGTGCAT | Para mutar arcB y cambiar la
AGGTCAGTGACACA E229 por Alanina (Megaprimer y
Quickchange)
W231A Rv CGTCCGGGTAATCCAGCGCC | Para mutar arcB y cambiar la
TGTTCATAGGTCAGTG W231 por Alanina (Megaprimer y
Quickchange)
W231A Fw CACTGACCTATGAACAGGCG | Para mutar arcB y cambiar la
CTGGATTACCCGGACG W231 por Alanina (Megaprimer y
Quickchange)
E229A & W231A Rv GTCCGGGTAATCCAGCGCCT | Para mutar arcB y cambiar E229
GTGCATAGGTCAGTGACAC &amp; W231 por Alanina
(Megaprimer y
Quickchange)
E229A & W231A Fw GTGTCACTGACCTATGCACA | Para mutar arcB y cambiar E229
GGCGCTGGATTACCCGGAC &amp; W231 por Alanina

(Megaprimer y
Quickchange)
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10.2 Efectos de las mutaciones

Nombre de la mutaciéon Mutacién en la secuencia de aminoacidos de arcB 1-778
M1 R86A fenotipo WT (fuera del tiinel)
M2 K93A fenotipo de Fosfatasa constitutiva
M3 D101A fenotipo de Fosfatasa constitutiva
M4 N111A fenotipo de Fosfatasa constitutiva
MS E118A fenotipo WT
Mo
M7 K137A fenotipo de Fosfatasa constitutiva
M8
M9 E151A fenotipo WT

M10 R158A fenotipo de fosfatasa constitutiva
M11

M12 E229A fenotipo de Fosfatasa constitutiva
M13

M14 E229A & W231A fenotipo de Fosfatasa constitutiva
M15 D162A fenotipo de Fosfatasa constitutiva
M16 E81A fenotipo WT

M17

M18 E99A fenotipo WT

M19 K109A fenotipo WT

M20

M21 K124A fenotipo de Fosfatasa constitutiva
M22 E131A fenotipo WT

M23 Q135A fenotipo WT

M24 E142A fenotipo de Fosfatasa constitutiva
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M25

T146A fenotipo WT

10.3 Abreviaturas

SDC: Sistema de dos Componentes

CS: Cinasa sensora

RR: Regulador de Respuesta

FC:Fosfatasa Constitutiva

CiC:Cinasa Constitutiva

CC:Mutante doble en cisteinas C180A y C241A
cito: Version citoplasmatica de ArcB
UQ:ubiquinonas

MQ:Menaquinona

DMQ: Demetilmenaquinona
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