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ISLA

Aungque estoy a punto de renacer,

No lo proclamaré a los cuatro vientos

Ni me sentiré un elegido:

Solo me toco en suerte,

Y lo acepto porque no estd en mi mano
Negarme, y seria por otra parte una descortesia
Que un hombre distinguido jamds haria.
Se me ha anunciado que mariana,

A las siete y seis minutos de la tarde,

Me convertiré en una isla,

Islas como suelen ser las islas.

Mis piernas se irdn haciendo tierra y mar,
Y poco a poco igual que un andante chopiniano,
Empezardn a salirme drboles en los brazos,
Rosas en los ojos y arena en el pecho.

En la boca las palabras morirdn

Para que el viento a su deseo pueda ulular.
Después, tendido como suelen ser las islas,
Miraré fijamente el horizonte,

Veré salir el sol, la luna,

Y lejos ya de la inquietud,

Diré muy bajito:

¢ Asi que era verdad?

Virgilio Pifiera, 1912 — 1979.
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INTRODUCCION






1. Versatilidad del género Pseudomonas

Las bacterias del género Pseudomonas figuran entre las mas expandidas
en el medio ambiente, ya que es posible encontrarlas en todo tipo de suelos y
aguas de distintas latitudes. Estan clasificadas filogenéticamente dentro del
grupo I de las y-proteobacterias, como bacilos Gram-negativos
quimiorganotroficos aerobios y moviles, con flagelos generalmente polares
(Palleroni, 1984). Su peculiar capacidad de crecimiento en medios de cultivo
muy simples, ha facilitado y permitido acumular, principalmente en las ultimas
cuatro décadas, numerosos y profundos estudios, tanto en el ambito
metabdlico, como fisiologico y genético, acerca de este amplio grupo
taxonomico. Hay que destacar que la “historia” del género Pseudomonas esta
estrechamente ligada a la evolucion metodologica de la taxonomia de
procariotas. Los estudios taxondmicos del género Pseudomonas han permitido
validar los criterios fenotipicos de tipo nutricional (Stainer et al., 1966) y
posteriormente sentar las bases de la taxonomia molecular moderna basada en
el ARNTr, (Palleroni, 1973).

Los extensos estudios nutricionales destacaban la particular versatilidad
metabolica de los miembros de este género (Stainer et al., 1966), una
caracteristica que le otorga un papel protagénico en la mineralizacion y
reciclado de la materia organica, tanto de origen biogénico como xenobidtico. El
género incluye especies muy diversas, con actividades biologicas dispares, ya
que hay cepas estimuladoras del crecimiento de plantas (P. putida y P.
fluorescens), que actian bien sea por movilizacion de elementos nutritivos del
suelo, o ejerciendo una actividad de biocontrol contra patogenos de plantas
(Lugtenberg, 2001); cepas patogenas de plantas (P. syringae), o patogenas
oportunistas de animales y humanos (P. aeruginosa), particularmente implicadas
en infecciones nosocomiales. La reciente secuenciacion del genoma completo de

3 miembros de este género P. aeruginosa PAO1, (Stover et al., 2000); P. putida



KT2440, (Nelson et al., 2002); P. syringae pv tomato DC3000, (Buell et al., 2003), ha
abierto nuevos frentes para entender la singular capacidad adaptativa de este
género oportunista, con importantes repercusiones, tanto en el &mbito ecologico
y agrondmico como clinico. Destaca el gran tamafio de sus genomas (entre 6 y 7
x 10° pb), con unos 5500 genes, la mitad de los cuales no tienen funcion
conocida. También destaca su alta proporcion de genes reguladores: 450 ORF
corresponden a reguladores, con 24 factores de transcripcion, 19 de ellos de
tipo ECF (extra cytoplasmic function) vy 55 sensores de sistemas de dos
componentes (Nelson et al., 2002; Martinez-Bueno et al., 2002), y el amplio
repertorio de sistemas de transporte (mas de 300) y porinas, que reflejan la gran
capacidad de integracion de senales y de adaptacion a los cambios
medioambientales de estas cepas, y que probablemente sean la explicacion de
su singular ubicuidad.

P. putida es una especie especialmente reconocida por ser, ademas de
ubicua e inocua, muy versatil catabdlicamente. Su potencial catabdlico se ha
visto corroborado por la extensa bateria de rutas y enzimas catabdlicos
codificados por su genoma (Jiménez et al., 2002; Nelson et al., 2002).
Frecuentemente aislada de aguas o suelos contaminados, su capacidad para
reciclar toxicos organicos, como hidrocarburos alifaticos y aromaticos ha sido
ampliamente estudiada (Gibson et al., 1970; Worsey y Williams, 1975; Shields et
al., 1989; Zylstra et al., 1989; Cruden et al., 1992; Van Beilen et al., 1994; Ramos et
al., 1995), lo que ha despertado un gran interés biotecnoldgico tanto para fines
de biorremediacion (Gibson et al., 1984; Timmis ef al., 1988; Ramos et al., 1994),
como de biocatalisis (De Smet et al., 1983; Harbron et al., 1986; Whited et al.,
1986; Witholt et al., 1990; Aono et al., 1994; Wery et al., 2000; Rojas et al., 2004).

Sin embargo, un factor limitante en la biodegradacion de hidrocarburos
aromaticos, ya sea en sitios contaminados con altas concentraciones de estos
compuestos o a escala industrial en reactores y biofiltros, es su alta e inherente

toxicidad. Entre los hidrocarburos aromadticos mas tdxicos para los



microorganismos se encuentran los disolventes organicos tolueno, benceno,
estireno o xilenos, debido a que su acumulacion en la membrana citoplasmatica,
provoca efectos devastadores en la estructura y funciones vitales de ésta
(pérdida de iones, metabolitos, lipidos y proteinas; disipacion del gradiente
protonico y potencial eléctrico; inhibicion de proteinas de membrana), que
conducen a la lisis celular (De Smet et al., 1978; Sikkema et al., 1995). No
obstante, se han aislado y caracterizado varias cepas de P. putida por su
tolerancia a estos disolventes organicos (Inoue y Horikoshi, 1989; Cruden et al.,
1992; Aono et al., 1992; Weber et al., 1993; Ramos et al., 1995; Kim et al., 1998;
Fukumori et al., 1998; Huertas et al., 1998).

2. Mecanismo de tolerancia a disolventes organicos en bacterias.

La tolerancia de las bacterias a disolventes organicos ha sido muy
estudiada en los ultimos 15 afios y se han propuesto varios mecanismos para
explicar este fendmeno de gran interés biotecnoldgico (Ramos et al., 2002). Los
mas significativos son por un lado la modificacion de la composicion lipidica de
la membrana celular, que tiende a una mayor rigidificacion, impidiendo
parcialmente la penetracion de los disolventes, y por otro la expulsién del
disolvente organico mediante un proceso dependiente de energia en el que

intervienen bombas o transportadores.

2.1. Modificaciones adaptativas de los lipidos de membrana.

Los disolventes organicos atraviesan rapidamente la envoltura celular de
las bacterias Gram-negativas, acumuldndose en la membrana citoplasmatica, lo
que provoca un aumento de la fluidez de ésta. Esto desencadena una respuesta
compensatoria de la bacteria que incluye una rapida e inmediata isomerizacion
cis a trans de los acidos grasos insaturados (Keweloh et al., 1990; Heipieper et al.,
1992; Weber et al., 1994; Pinkart et al., 1996; Junker y Ramos, 1999), acompanada

de un cambio de los grupos de cabeza de los fosfolipidos de membrana (Weber



y de Bont, 1996). A mas largo plazo se producen cambios en el grado de
insaturacion de los acidos grasos a favor de los saturados y un aumento de la
velocidad de sintesis de fosfolipidos (Pinkart y White, 1997). Cabe anotar que
algunas de estas modificaciones no son especificas de disolventes organicos ya
que ocurren en respuesta a otros agentes de estrés de membrana como
alcoholes, temperatura o sales (Cronan et al., 1968; Hamamoto et al., 1994;

Suutari y Laakso, 1994; Heipieper et al., 1996; Keweloh y Heipieper, 1996).

2.2. Expulsion activa del disolvente por bombas.

La expulsion activa de disolventes organicos por bombas es el recurso
mas efectivo y determinante en la tolerancia de bacterias a estos compuestos. La
primera evidencia de la implicacion de un proceso dependiente de energia en la
expulsién de disolventes orgéanicos en bacterias, llegaba con los trabajos de
Isken y de Bont (1996) y posteriormente de Ramos y colaboradores (1997), en las
cepas tolerantes a disolventes P. putida S12 y DOT-TIE respectivamente.
Posteriormente, se identificaron genéticamente diferentes transportadores, tras
el aislamiento de mutantes sensibles a tolueno en las cepas P. putida S12
(Kieboom et al., 1998); P. putida DOT-T1E (Ramos et al., 1998), P. putida KT2442
(Fukumori et al.; 1998), y P. putida GM73 (Kim et al., 1998), lo que confirm¢ la
existencia de bombas de expulsién de disolventes organicos, y las definié como
el mecanismo clave en la tolerancia a estos compuestos.

Al mismo tiempo se demostraba, en la cepa Escherishia coli K12, que la
bomba de resistencia multiple a antibioticos (MDR, Multiple Drug Resistance)
AcrAB estaba implicada en la tolerancia intrinseca de esta cepa a disolventes
organicos (White et al., 1997; Aono, 1998), y que las también bombas de tipo
MDR, MexAB-OprM, MexCD-Opr] y MexEF-OprN de P. aeruginosa eran
capaces de expulsar disolventes organicos (Li et al., 1998). Estos trabajos
establecian por primera vez que disolventes organicos y antibidticos eran

expulsados por un mismo transportador MDR, poniendo de manifiesto que la



resistencia bacteriana a maultiples antibioticos y la tolerancia a disolventes
compartian un mismo mecanismo y determinante genético, una conexion que
Aono y colaboradores habian vislumbrado unos afios antes (Aono et al., 1991 y
1995). De la misma manera, las bombas de expulsién de disolventes, de las
cepas de P. putida DOT-T1E y KT2442 respectivamente, TtgABC (toluene
tolerance gene) y MepABC (multidrug efflux pump), resultaron estar implicadas
también en resistencia a multiples antibioticos (Ramos et al., 1998; Fukumori et
al., 1998). Ademas, el aislamiento de un mutante de P. aeruginosa tolerante a
disolventes organicos, que mostraba un marcado aumento de su resistencia
multiple a antibioticos, debido a una desrepresion en la expresion de la bomba
MexAB-OprM (Li y Poole, 1999), corroboraba que la tolerancia a disolventes era
principalmente mediada por bombas MDR, caracterizadas por su amplia
especificidad de sustrato.

Posteriormente, en este grupo de investigacion, se identificaron otras dos
bombas de expulsion de disolventes organicos en la cepa P. putida DOT-TIE,
TtgDEF (Mosqueda y Ramos, 2000) y TtgGHI (Rojas et al., 2001), que situaban a
esta cepa entre las mds tolerantes a disolventes organicos. Cabe anotar que
todas las bombas de expulsién de disolventes organicos identificadas hasta
ahora en bacterias Gram-negativas, pertenecen a la misma familia de
transportadores RND (Resistencia Nodulaciéon Division celular) (Saier et al.,

1994; Tseng et al., 1999).

3. Transportadores MDR en bacterias.

Los transportadores MDR han despertado un interés creciente en los
ultimos anos, debido a la aparicién de numerosas cepas bacterianas resistentes
a multiples antibioticos, convirtiéndose en un serio problema de salud publica.
La resistencia bacteriana a antibioticos se describio por primera vez en 1940 en
cepas de E. coli resistentes a penicilina (Abraham y Chain, 1940), y la

transmision genética de esa resistencia entre bacterias en 1952 (Lederberg y



Lederberg, 1952); pero la implicacion de sistemas de transporte en la resistencia
bacteriana a antibidticos fue descrita por primera vez en los afios 80, con los
trabajos pioneros del grupo de Levy y colaboradores sobre los sistemas de
transporte Tet en E. coli (Mc Murry et al.,, 1980; Levy, 1992), seguidos por la
identificacion de los transportadores MDR QacA y Smr en Staphylococcus aureus
(Tennent et al., 1989; Grinius et al., 1992), Bmr en Bacillus subtilis (Neyfakh,
1992), Emr (Lomovskaya et al., 1992) y Acr (Ma et al., 1993) en E. coli, y MexAB
en P. aeruginosa (Poole et al., 1993). Desde entonces, numerosos estudios
demostraron que estos sistemas son ubicuos en bacterias y que pueden conferir,
no solo resistencia a distintos antibioticos, sino a una amplia variedad de
agentes antimicrobianos estructuralmente diferentes, como biocidas,
disolventes organicos, detergentes o metales pesados (Lewis et al., 1994;
Nikaido, 1994 y 1996; Paulsen et al, 1996 b; van Veen y Konings, 1997; Levy,
2002; Poole, 2001 y 2004; Ramos et al., 2002). Este fenomeno de resistencia
cruzada revelé que factores como el uso masivo de antibidticos, ya sea en
terapia clinica o en produccidn agropecuaria, el uso generalizado y creciente de
antisépticos y biocidas en productos domésticos de uso cotidiano o el vertido de
residuos toxicos industriales en el medioambiente, contribuyen a crear una
presién selectiva de cepas multiresistentes (Witte, 1997; Levy, 2001; Russel,
2002). En este sentido, varios trabajos que describen la seleccién de cepas con
fenotipo MDR, con diferentes tipos de agentes antimicrobianos (disolventes
organicos o biocidas) demuestran que se puede llegar a seleccionar el mismo
tipo de mutaciones causantes de una desrepresion de genes de transportadores
MDR (Li y Poole, 1999; Chuanchuen et al., 2001; Sanchez et al., 2005).

Las bombas MDR bacterianas se clasifican en cinco familias: (i) la amplia
superfamilia MFS (Major Facilitator Superfamily, Pao et al., 1998, Saier et al., 1999),
cuyos miembros QacA en S. aureus y Bmr en Bacillus subtilis (Brown y Skurray,
2001; Neyfakh, 1992) estan entre los mas caracterizados; (ii) la superfamilia ABC

(ATP Binding Cassette, Saurin et al., 1999; van Veen et al., 2001); (iii) la familia



SMR (Small Multidrug Resistance, Paulsen et al., 1996, a), cuyos miembros
constituyen los transportadores mas pequenos existentes (~ 100 residuos) como
EmrE en E. coli y Smr en S. aureus (Schuldiner et al., 2001; Grinius et al., 1992);
(iv) la familia MATE (Multidrug And Toxic compound Extrusion, Brown et al.,
1999), representada por el transportador NorM de Vibrio parahaemolyticus
(Morita et al., 2000), y (v) la superfamilia RND (Resistencia Nodulacion y
Divisidn celular, Tseng et al., 1999), cuyos miembros Acr en E. coli y Mex en P.
aeruginosa son los transportadores MDR mejor caracterizados genética,
bioquimica y estructuralmente.

Exceptuando a la familia ABC, que utiliza la hidrdlisis del ATP como
fuente de energia para el transporte, las demds bombas funcionan como
transportadores secundarios, acoplando la expulsidon del sustrato a la entrada
de un protén o cation (Na*). Algunos miembros de las familias MFS, ABC, y
RND necesitan para su funcionamiento proteinas accesorias pertenecientes a las
familias de proteinas de fusién de membrana (Membrane Fusion Protein, MFP;
Dinh et al., 1994), y de factores de membrana externa (Outer Membrane Factor,
OMEF,; Paulsen et al., 1997).

En bacterias Gram negativas, los miembros de la familia RND son los
mas relevantes desde el punto de vista clinico (Poole, 2001), ya que poseen la
mas amplia especificidad de sustrato, ademds de ser, como se ha sefalado
previamente, los tnicos involucrados en tolerancia a disolventes organicos
(Ramos et al., 2002). Se han identificado miembros en bacterias oportunistas o
patogenas de humanos como P. aeruginosa, E. coli, Burkholderia spp.,
Stenotrophomonas maltophilia, Neisseria spp., Serratia marcescens, Klebsiella
pneumoniae, Campylobacter jejuni, Haemophilus influenzae o Vibrio cholerae; en
patdgenas y simbiontes de plantas como Erwinia amylovora, Agrobacterium
tumefaciens o Bradyrhizobium japonicum; o en bacterias del suelo inocuas como P.

putida o P. fluorescens (Poole, 2001 y 2003).



El transportador RND se localiza en la membrana citoplasmatica y, se
acopla a una proteina o factor de membrana externa (OMF), que se expande en
el periplasma creando un canal continuo, de forma que el compuesto tdxico
pueda ser expulsado atravesando directamente las dos membranas. Ademas,
una proteina de fusion periplasmica (MFP) permite el acoplamiento fisico y
funcional entre los dos primeros componentes (Figura 1). Recientemente, se han
obtenido las estructura tridimensionales de los tres componentes de este tipo de
bomba tripartita: de la proteina OMF TolC (Koronakis et al., 2000), los
transportadores AcrB y VceC (Murakami et al., 2002; Pos y Diederichs, 2002;
Federici et al., 2005) y la proteina de fusiéon periplasmica (MFP) MexA (Akama
et al.,, 2004; Higgins et al., 2004). Aunque no todas pertenezcan a la misma
bomba, las estructuras han aportado informaciones relevantes sobre el
ensamblaje de estos tres componentes, la versatilidad en el perfil de
reconocimiento de sustratos y el funcionamiento alostérico de la bomba
(Eswaran et al., 2004), informaciones de relacidon estructura-funcién que
deberian permitir el disefio de nuevos farmacos destinados a inhibir estos

transportadores MDR.
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Figura 1. Modelo de la organizacion estructural de una bomba de la familia
RND (segun Eswaran et al., 2004).

La bomba esta compuesta por tres unidades estructurales: el componente transportador de
membrana interna (verde), formado por un trimero que atraviesa la membrana interna con sus
36 segmentos helicoidales transmembrana (12 por monoémero) y se expande dentro del espacio
periplasmico, hasta contactar con el canal de membrana externa (OMF, en rojo). Este, también
trimérico, forma un verdadero cilindro desde la membrana externa, que atraviesa por medio de
una estructura en barril B, expandiéndose a su vez en el espacio periplasmico. Un tercer
componente periplasmico (azul), estaria compuesto por 9 mondmeros de la proteina de fusion
de membrana (MFP), y se encargaria de estabilizar el acoplamiento de los dos primeros
componentes.

Los sustratos lipofilicos o anfifilicos (S) se acumulan principalmente en la membrana interna.
Dado que el transportador posee un amplia camara interna con aperturas tanto al citosol como
a la membrana interna y al periplasma, se barajan varias hipdtesis para la expulsion del sustrato
al medio extracelular, pudiendo ser translocado desde el citoplasma, la misma membrana o el
periplasma (Elkins y Nikaido, 2003). La energia necesaria a la translocacion proviene del
gradiente protonico y se lleva a cabo bajo un mecanismo de antiporte sustrato/H*. El esquema
esta basado en las estructuras tridimensionales del tranportador AcrB (Murakami et al., 2002), la
porina TolC de E. coli (Koronakis et al., 2000) y la proteina de fusion MexA de P. aeruginosa
(Akama et al., 2004; Higgins et al., 2004). [C, citosol; MI, membrana interna; EP, espacio
periplasmico; ME, membrana externa; LPS, lipopolisacarido]. El tamafo de los simbolos H* y S
reflejan la concentracion de protones y sustrato en los diferentes compartimentos celulares.
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La entrada en la era genomica de la microbiologia con la publicacion del
genoma de Haemophilus influenzae (Fleischmann et al., 1995) y su desarrollo a
velocidades vertiginosas, ha permitido identificar numerosos nuevos miembros
de estas familias de transportadores MDR, y establecer que estos son ubicuos en
bacterias tanto patdgenas como inocuas para el hombre. Ademas los estudios
de gendmica funcional han senalado que la mayoria de los transportadores
MDR, caracterizados o potenciales, tanto en E. coli como en B. subtilis, se
expresan a unos niveles basales detectables (Tao et al. 1999; Saier et al. 2002) lo
que explica la relativa resistencia basal intrinseca de algunas bacterias a muchos
agentes antimicrobianos, y sugiere que poseen un papel fisiolégico atin por
aclarar. Todos estos hechos, junto con la observacion de que en las cepas
multiresistentes tiene lugar una sobreexposicion de sus genes MDR, han

fomentado el estudio de la regulacion de estos genes de resistencia.

4. Regulacion de transportadores MDR bacterianos.

La necesidad de un sistema de regulacion, que controle y prevenga la
expresion excesiva de transportadores consumidores de fuerza protéon motriz,
ha sido puesta en evidencia por los efectos perjudiciales ocasionados en caso de
una expresion desmesurada (Lee y Edlin, 1985; Nguyen et al., 1989). Con
excepcion de los transportadores miembros de la familia SMR, cuya expresion
parece ser constitutiva, la expresion de la mayoria de las bombas MDR esta
sometida a algun tipo de regulacion. Aunque existen casos aislados de
regulacion traduccional, la expresion de genes MDR estd generalmente
controlada a nivel transcripcional. Se ha observado que la expresion de estos
genes aumenta en presencia de sustratos de los transportadores, o en ciertas
condiciones fisiolégicas o medioambientales, con una gran diversidad de
mecanismos y niveles de regulacion (local o global) (Tabla 1), reflejo de las
diferentes funciones celulares en las que pueden estar implicados estos

transportadores MDR (Grkovic et al., 2002).
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Sin lugar a dudas, el estudio de la regulacién de las bombas MDR, es
relevante no sdlo para descifrar las funciones celulares o fisiologicas de éstas,
sino que ofrece, a través de la capacidad de algunos reguladores para reconocer
multiples antibidticos, un sistema mds favorable para el estudio intimo del
fendmeno MDR mediante analisis bioquimicos y estructurales, debido a la

dificultad de cristalizar proteinas de membrana (Schumacher y Brennan, 2002).

4.1. Regulacion local

Casi la totalidad de los genes que codifican bombas MDR cuya expresion
estd regulado, se encuentran bajo el control de un regulador transcripcional
local, ya sea activador o represor, y su gen es generalmente adyacente al gen (o
genes) del transportador MDR. Entre estos figuran los extensivamente
caracterizados reguladores TetR en E. coli, represor del gen del transportador de
tetraciclinas tetA (Altenbuchner et al., 1983), el activador Bm1R del gen bmr en B.
subtilis (Ahmed et al., 1994) o el represor QacR de S. aureus, regulador local del
gen del transportador gacA (Grkovic et al., 1998). Todos ellos han sido
cristalizados, tanto en su forma libre como unida a sus respectivos efectores, o a
su operador de ADN, perfildandose, no sélo como proteinas modelo en la union
a antibioticos, sino como modelos de regulacion transcripcional (Hillen y
Berens, 1994; Hinrichs et al.,, 1994; Kisker et al., 1995; Orth et al., 2000;
Zheleznova et al., 1997 y 1999; Heldwein y Brennan, 2001; Schumacher et al.,
2001 y 2002, Murray et al., 2004). Ejemplos que reflejan por si solos, la
diversidad de mecanismos que pueden existir en la regulacion local de genes de

retadorestadores MDR.

4.1.1. El represor TetR.
El represor TetR, que ha dado su nombre a la familia a la que pertenece,
ejerce, en ausencia de tetraciclina, una fuerte represion de la transcripcion del

gen tetA y desde su propio gen, ya que ambos promotores son divergentes y
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solapantes. TetR se une como dimero a dos operadores palindromicos (tetO1 y
tetO2) de 18 pb cada uno situados entre las regiones -10 y -35 de cada promotor
con una estequiometria de unién de un dimero por operador (Meier et al., 1988).
La induccion de los genes ocurre tras la union del complejo tetraciclina-Mg?* a
cada monomero de TetR, provocando un cambio conformacional que causa la
disociacién del represor de su operador, y dejando via libre a la ARN -
polimerasa para transcribir. La altisima afinidad de TetR por su ligando
tetraciclina-Mg? (forma intracelular de este antibidtico), del orden del
nanomolar lograda gracias a una extensa red de puentes de hidrdgeno entre el
efector, y residuos polares del bolsillo (Hinrichs et al., 1994), es otra
caracteristica de este sistema, que hace que se induzca la expresion del
transportador TetA antes de que el antibidtico logre alcanzar su diana en el
ribosoma. Esto ha hecho de este sistema regulador, uno de los mejores
candidatos para la expresion controlada de genes de interés (Deuschle et al.,

1995; Berens y Hillen, 2003; Mortlock et al., 2003).

4.1.2. El represor QacR

El represor QacR, es el segundo regulador de la familia de reguladores
TetR (Aramaki et al., 1995) mejor caracterizado, con un mecanismo global de
represion e induccion del gen gacA muy similar al de TetR. Las diferencias, no
obstante, son importantes, tanto en la union a su operador, como en la unién a
sus efectores: se necesitan dos dimeros de QacR, unidos de forma cooperativa y
solapante a una secuencia palindromica larga de 28 pb, para reprimir la
transcripcion de gacA. A diferencia de TetR, la represion alcanzada no es total,
lo cual permite una expresion basal del transportador QacA, y tampoco existe
autorregulacion negativa por parte de QacR (Grkovic et al.,, 1998 y 2001). Otra
diferencia radica en la capacidad de QacR para unirse a multiples agentes
antimicrobianos de distinta estructura, con estequiometria de uniéon de un

efector por dimero. Dichos efectores incluyen cationes hidrofébicos sintéticos
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(decualinio, bromuro de etidio, rodamina, entre otros) o naturales (berberina),
todos sustratos del transportador QacA. Esta capacidad de reconocimiento
multiple es posible gracias a la presencia de un voluminoso bolsillo de unién a
efectores, compuesto por dos subsitios distintos pero solapantes, en los que 4
glutamatos y numerosos residuos aromaticos e hidrofobicos permiten distintas
combinaciones de interaccion con las cargas positivas y los anillos aromaticos
de los efectores. Una vez acomodado en el bolsillo, el efector puede ser
estabilizado por puentes de hidrogeno, en los que intervienen algunos residuos

polares del bolsillo (Schumacher et al., 2001; Murray et al., 2004).

4.1.3 El activador BmrR.

El activador BmrR fue el primer regulador transcripcional, y por lo tanto
la primera proteina soluble, en la que se observé la union a multiples agentes
antimicrobianos (Markham et al., 1996). Lo que sugirié que esta capacidad no
era exclusiva de los transportadores MDR de membrana, abriendo nuevos
frentes de investigacion con vistas a desentramar un fendmeno tildado de
“paraddjico”, por su desafio a las bases de la Bioquimica, ain bajo la influencia
del modelo “llave-cerradura”. La resolucion de la estructura tridimensional de
BmrR unida a distintos agentes antimicrobianos constituy6 la primera gran
contribucién al entendimiento de los principios de reconocimiento multiple de
farmacos por parte de una misma proteina (Zheleznova et al., 1999). Este
activador homodimérico, miembro de la familia de reguladores MerR, es capaz
de reconocer, al igual que QacR, multiples cationes hidrofébicos con distintas
estructuras. Una vez producida la unién de éstos a sus respectivos bolsillos en
la proteina (uno por monomero), el complejo activador se une a una secuencia
pseudo-palindromica de 22 pb situada entre las regiones -10 y -35 del promotor
de bmr. En ausencia del activador, estas regiones estan separadas por 19 pb, lo
que provoca que estén situadas en lados opuestos de la doble hélice de ADN,

una configuracién incompatible con la union de la ARN polimerasa. La
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obtencion de la estructura cristalina del complejo tripartito regulador-efector-
operador, ha permitido revelar el mecanismo intimo de activacién de los
reguladores de esta familia (Heldwein y Brennan, 2001). La unién del complejo
activador-efector al operador genera una distorsion importante en el ADN que,
acompanada del desapareamiento de un par de bases, tiene como resultado una
reduccion de la distancia entre -10 y -35 que permite la union de la ARN
polimerasa y la transcripcion del gen del transportador MDR.

Por otro lado, aunque los sitios de unidn a efectores de BmrR y QacR
sean muy diferentes en términos de estructura, tanto secundaria como terciaria,
comparten propiedades en la naturaleza de sus bolsillos que determinan su
union al mismo tipo de efectores cationicos e hidrofdbicos: su flexibilidad, la
presencia de residuos aromaticos e hidrofdbicos, y de residuos cargados
negativamente. Estas caracteristicas comunes se perfilan como principios del

reconocimiento de multiples compuestos por una misma proteina.

4.1.4. Otros reguladores locales de bombas MDR.

Aparte de estos tres reguladores aceptados como modelos por su extensa
caracterizacion, se han identificado otros numerosos reguladores locales de
sistemas MDR y de sistemas implicados en tolerancia a disolventes organicos
particularmente en bacterias Gram-negativas, muchos de ellos reguladores de
transportadores RND. La diversidad en los mecanismos de regulacion se refleja,
en un primer analisis, en la diversidad de las familias a las que pertenecen estos
reguladores (Tabla 1). Aunque los miembros de la familia TetR sean los mas
abundantes hasta la fecha, existen otras familias de reguladores asociadas a
estos genes de resistencia: MarR, IcIR, LysR y Lacl/GalR. Ademads, no existe
conexion entre la familia o subfamilia a la que pertenecen el transportador y el
respectivo regulador local, como se puede observar en el caso de los

transportadores homadlogos Mex de P. aeruginosa (Tabla 1).
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No obstante, la mayoria de los reguladores locales identificados son
represores, lo que ha permitido en muchos casos, la aparicion de mutaciones en
los genes reguladores o en las regiones promotoras donde ejercen su represion,
que provocan la sobreexpresion de los genes de los transportadores, causante
de un fenotipo de resistencia multiple adquirida. Estos fenotipos adquiridos por
inactivacion de un gen represor, se han observado en numerosos casos de
transportadores MDR de bacterias patdgenas y oportunistas: en los sistemas
Acry Emr de E. coli (JellenRitter y Kern, 2001; Wang et al., 2001; Lomovskaya et
al., 1995) o sus ortologos en Salmonella enterica o Klebsiella pneumoniae
(Schneiders et al., 2003; Olliver et al., 2004 y 2005); en el transportador MtrCDE
de N. gonorrhoeae (Shafer et al., 1995; Lucas et al., 1997); en los sistemas MexAB,
MexCD, MexJK, y MexXY de P. aeruginosa (Ziha-Sarifi et al., 1999; Adewoye et
al., 2002; Poole et al., 1996; Okazaki y Hirai, 1992; Beinlich et al., 2001;
Chuanchuen et al., 2002) o SmeDEF de S. maltophilia (Alonso y Martinez, 2001;
Sanchez et al., 2002 b). También se ha descrito un caso similar de resistencia
adquirida a disolventes orgdnicos para la bomba SrpABC de la cepa inocua P.

putida S12 (Wery et al., 2001).
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Tabla 1. Principales reguladores de bombas MDR en bacterias.

Organismo Regulador  Familia! Funcién Efector(es)? Diana(s) Familia Referencias
Acinetobacter AdeS- . Magnet et
2 ;? AB RND
baumannii AdeR S2¢ activador ¢ adeABC N al., 2001
B t
Bacillus subtilis MtA MerR activador e? bmyr, blt MFS aranova e
al., 1999
BmrR MerR activador .cat1c’)r'1es bmr MFS Markham et
lipofilicos al., 1996
Ahmed et
i ;7
BItR MerR activador PX blt MFS al,, 1995
Burkholderia Moore et al.
AmrR TetR ;? AB-oprA RND ’
pseudomallei mr et represor ¢ amrAB-opr. N 1999
Chan et al.,
BpeR TetR represor e? bpeAB-oprB RND 2004
Escherichia coli AcrR TetR represor &2 acrAB RND Maet al.,
AcrS TetR represor e? acrEF RND 1993 y 1996
DNP, CCCF, Lomovskaya
EmrR MarR represor FCCP, BrEt, emrAB MFS Yy
.. et al., 1995
Nal, salicilato
MarA, AraC/ activador , Ma et al.,
RobSoxS  XyIS global estrés general acrAB y tolC RND 1995
DNP,
. " acrAB via Aono et al.,
MarR MarR activador plu@?algma, marA RND 1998
salicilato, ...
B
BaeS-BaeR  S2C activador 2 mdtABCD ~ RNDMFs Loranovael
al., 2002;
MFS Nishino y
EvgS-EvgA  52C activador” ? emrKY yhillV RND Yamagoshi,
2001 y 2002
Altenbuchner
TetR TetR represor Tc tetA MFS etal, 1983
activador Rahmati et
iA LuxR AB RND
Sdi X global Q5 ar N al., 2002
Neisseria agentes mtrCDE Pan y Spratt,
R TetR * RND
gonorrhoeae Mtr et represor hidrofébicos? farR N 1997
Lee et al.
FarR MarR represor acidos grasos? farAB MFS 28836 e
MtrA AraC/ activador agentes mtrCDE RND Rouquette et
Xyls global hidrofébicos? farAB MFS al., 1999
Pseudomonas Poole et al.
MexR MarR ;? AB-oprM RND !
seruginosa ex ar represor ¢ mexAB-opr. 1996, b
Lacl/ Poole et al.,
NfxB ;? D- RND
X GalK represor ¢ mexCD-opr]| 1996, a
MexZ TetR represor $? mexXY RND ?91;(;5 etal,
Kohl Y
MexT LysR activador ? mexEF-oprN RND 1 909 9 eretal
Chuanchen
32
MexL TetR represor pX mex]K RND etal,, 2002
Pseudomonas
D .
putida TtgR TetR represor e? ttgABC RND uq;)eoit al
Ramos et al.,
TtgT IcIR represor e? ttgDEF RND
2002
. disolventes Rojas et al.,
TtgV IcIR represor orgénicos ttgGHI RND 2003;
represor 5 - Rojas et al.,
TtgW TetR truncado ¢ ¢ 2003
SrpS IcIR represor tol, est? srpABC RND Wery et al.,
SrpR TetR represor? ? 2001
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Organismo Regulador  Familia! Funcién Efector(es)? Diana(s) Familia Referencias

Staphylococcus ) 15 AvR  s2C activador 2 norA Mpg  rourniere!
aureus al., 2000
cationes Grkovic et
R TetR A MF
Qac et represor lipofilicos qac 5 al., 1998
Stenotrophomonas Sanchez et
T TetR ;? DEF RND
maltophilia Sme € represor ¢ sme N al., 2002
SmeSR S2C activador ? smeABC RND Lietal., 2002

1 Familia a la que pertenece el regulador: S2C, sistema de dos componentes.

2 Efector(es) o en su caso, sefiales medioambientales que modulen la actividad reguladora: DNP,
dinitrofenol; CCCP, carbonil cianida m-clorofenilhidrazona; FCCP, carbonil cianida p- (trifluoro-
metoxi)fenilhidrazona; BrEt, bromuro de etidio; Nal, acido nalidixico, ;?, desconocido.

* Reguladores locales para los que se ha demostrado capacidad de regulacion a distancia de
otros genes.

También se han identificado represores por mutageénesis dirigida de los
genes adyacentes de varios sistemas MDR. Es el caso, por ejemplo, de los
represores de las bombas de expulsion de disolventes organicos TtgABC,
TtgDEF y TtgGHI de P. putida DOT-T1E (Duque et al., 2001; Ramos et al., 2002;
Rojas et al., 2003) y del transportador FarAB de N. gonorrhoeae (Lee et al., 2003).

En general, los represores descritos (Tabla 1) estan codificados por genes
situados aguas arriba del operén que regulan y se transcriben divergentemente
con respecto a los genes estructurales. Segun los casos mas estudiados, parecen
ejercer su accion represora de forma similar, uniéndose a su operador situado
en la region intergénica, obstruyendo el acceso de la ARN-polimerasa a las
regiones promotoras de los genes estructurales y, a veces, ejerciendo una
autorregulacion negativa (Ma et al., 1996; Lucas et al., 1997; Xiong et al., 2000;
Evans et al., 2001, Sanchez et al., 2002, b; Rojas et al., 2003; Matsuo et al., 2004).
Por otro lado y a pesar de los numerosos casos de reguladores negativos
descritos, se dispone de poca informacién sobre los mecanismos de induccién y
los efectores que modulan su actividad (Tabla 1). El represor EmrR de E. coli
constituye una excepcion ya que, se ha caracterizado por su capacidad de union
a multiples efectores, asemejandose a BmrR y QacR.

Descubrimientos recientes sefialan que la funcién de estos reguladores

puede salirse de su marco local. Este es el caso del represor MtrR de N.
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gonorrhoeae: si bien aparece como regulador local de los genes mtrCDE, se ha
demostrado que también regula positivamente y a distancia otro operdén de
genes de resistencia, farAB. Esta regulacion positiva se consigue de manera
indirecta, a través de su accion represora sobre la expresion del también
regulador negativo FarR (Lee et al., 2003). Otro caso muy reciente es la aparente
regulacion cruzada entre dos de los tres sistemas de expulsion de disolventes
organicos de P. putida DOT-T1E (Segura et al. 2003). Asi pues, no queda
descartado que otros reguladores clasificados como locales puedan ejercer una
regulacion a distancia sobre otros genes MDR.

Aunque minoritariamente, también se han identificado casos de
regulacion local positiva, ya sea a través de un activador o de sistemas de dos
componentes. En estos casos la regulacion también sobrepasa el area “local”.
Asi, se ha demostrado en P. aeruginosa, que el regulador MexT, no solo activa la
expresion del operén mexEF-oprN, sino que regula, también, negativamente la
expresion de la porina OprD, tanto a nivel transcripcional como post-
transcripcional, con unos mecanismos aun por esclarecer (Kohler et al., 1999). A
esto se anade la probable existencia de un gen mexS, llamado supresor, que
impediria la sobreexpresion de MexT y, por ende, la de los genes de resistencia
(Maseda et al., 2000). En B. subtilis, se ha descrito un activador transcripcional
llamado BItR, que activa la expresion del gen de resistencia blt adyacente
uniéndose a su region promotora (Ahmed et al., 1995). BltR es homdlogo al
extensamente caracterizado BmrR de la misma cepa; sin embargo, no se ha
logrado identificar sus efectores.

Entre los sistemas de dos componentes caracterizados, se encuentran el
sistema ArlS-ArIR de S. aureus (Fournier et al., 2002), que controla la expresion
del transportador NorA; el sistema SmeS-SmeR de S. maltophilia (Li et al., 2002),
que controla el operdn smeABC; el sistema AdeS-AdeR de Acinetobacter
baumannii (Marchand et al., 2004) que regula los genes adeABC; y, por ultimo, los

sistemas BaeS-BaeR y EvgS-EvgA de E. coli. El regulador de respuesta BaeR
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activa la expresion del operéon MdtABCD (Baranova et al., 2002; Nagabuko et al.,
2002), que contiene los genes de dos transportadores RND (MdtB y MdtC) y de
su respectiva y compartida proteina de fusion MdtA, mientras que el gen mdtD
codifica una bomba de tipo MFS de funcion desconocida. El segundo sistema
EvgS-EvgA regula también dos operones de transportadores pertenecientes a
dos familias distintas, cuyos genes estan fisicamente separados: EmrKY (familia
MES) y YhiUV (familia RND), pero que, casualmente, requieren del mismo
canal de membrana externa TolC (Nishino y Yamagoshi, 2001 y 2002). Sin
embargo, lo mas curioso de este sistema es que también sobrepasa sus
funciones locales induciendo hasta 37 genes en E. coli, la mayoria de los cuales
son genes de resistencia a acido (Masuda y Church, 2002).

En resumen, una constante en la regulacién de las bombas MDR es que
su expresion es inducible, independientemente de que exista o no cierta
expresion basal. Es decir, parece ser primordial para la célula que estos sistemas
no se expresen a altos niveles salvo cuando se requieran sus funciones de
bombeo: en determinadas condiciones y en respuesta a determinadas moléculas
sefal. La otra constante es la enorme diversidad de mecanismos de regulacion
local, con diferentes grados de complejidad, de modo que existe casi una

modalidad tinica para cada bomba.

4.2. Regulacion global

Los anteriores datos mencionados sefialaban algunos casos donde
reguladores locales de genes de transportadores, también regulaban Ila
expresion de otros operones a distancia. Tal vez el auge de los estudios de
genomica funcional, tanto in vitro como in silico, contribuyan a descubrir
funciones adicionales para reguladores descritos como locales, como ha sido el
caso para los sistemas EvgS-A o MtrR, o conduzcan a localizar genes MDR ya
caracterizados dentro de redes de regulacion global. Sin duda, E. coli es el

organismo donde mas se ha estudiado la implicacion de reguladores globales
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en el control de genes MDR. Tras identificar los genes acrAB, Ma vy
colaboradores (1995) senalaron que este transportador se inducia por distintos
tipos de estrés (osmotico, etandlico o la entrada en fase estacionaria) por un
proceso independiente del regulador local AcrR (Ma et al. 1995 y 1996). Estudios
adicionales en cepas que expresaban constitutivamente los reguladores globales
MarA, SoxS y Rob (Ma et al., 1995; Miller y Sulavik, 1996; Okusu et al., 1996;
Tamaka et al., 1997; White et al., 1997; Alekshun y Levy, 1997) sefialaron que el
operdn acrAB estaba controlado por estos reguladores globales, y que era clave
tanto en el fenotipo mar (multiple antibiotic resistance) como en el fenotipo de
resistencia a disolventes organicos de estas cepas. A su vez, el gen regulador
activador global marA esta controlado localmente por el represor MarR que
forma parte del operén marRAB (Cohen et al., 1993) y modulado por el
regulador accesorio Fis (Martin y Rosner, 1997). MarR es capaz de inducir la
expresion de marA y por tanto de los genes acrAB, al unirse a diversos
compuestos antimicrobianos (Alekshun y Levy, 1999). Fis es otro regulador
global que modula la actividad transcripcional de promotores en funcion de las
condiciones de crecimiento (Travers et al., 2001). De manera que a través de los
reguladores MarR, Rob, SoxS y del modulador Fis, el transportador AcrAB
puede estar llamado a responder tanto a la presencia de compuestos deletéreos
para la célula, como a condiciones de crecimiento o medioambientales adversas
de distinto tipo. Ademas también se ha demostrado que AcrAB estd regulada
positivamente por SdiA, una proteina asociada a quorum sensing cuya expresion
depende de la fase de crecimiento (Rand et al., 2002), y que regula genes
involucrados en la division celular (Rahmati et al., 2002), sugiriendo un
probable papel de esta bomba en la exportacion de sefiales de quorum sensing.
En conjunto, la cantidad y diversidad de reguladores globales que controlan el
operon acrAB en funcion de un amplio abanico de condiciones, parecen indicar

que la funcién principal del transportador AcrAB-TolC es la expulsion de una
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gran variedad de compuestos toxicos derivados de distintos tipos de estrés o de
su propio metabolismo, caracteristicos del habitat natural hostil de E. coli.

En P. aeruginosa varios indicios sugieren que algun regulador global
controla la expresion de sus numerosas bombas MDR. La induccién de la
expresion de la bomba MexAB-OprM en fase estacionaria (Evans et al., 2001;
Sanchéz et al., 2002a), asi como su implicacion en el transporte de moléculas
sefal de quorum sensing (Evans et al., 1998; Pearson et al., 1999), y mas
recientemente, en el transporte de moléculas asociadas a virulencia (Hirakata et
al., 2002), son elementos a favor de esta hipotesis y de un probable papel
fisiolégico de este transportador. El aislamiento de mutantes nalC que
sobreexpresan los genes mexAB, pero que no estdn afectados ni en el
correspondiente  regulador MexR, ni en las regiones promotoras
correspondientes, han permitido identificar la interrupcién de un gen
regulador, cuyo producto es un represor de la familia TetR. Este regulador
reprimiria la expresion de un operén de dos genes (PA2720-PA371), cuyo
producto seria e responsable de este fenotipo nalC (Cao et al., en preparacion;
Poole, 2004).

Por ultimo, también se ha detectado la intervencion de reguladores
globales en otros microoganismos (Tabla 1): en B. subtilis, los dos genes de
transportadores MDR, bmr y blt, estdn controlados por el regulador global Mta;
en N. gonorrhoeae el operdn mtrCDE se activa en respuesta al detergente triton
X-103 a través del regulador global MtrA (Shafer et al., 2001).

Por lo tanto, las bombas MDR parecen estar sometidas a diferentes
niveles de regulacion local y global. Aunque cada bomba parezca estar
implicada en una funcion especifica, la existencia de una regulacion global y
compleja es indicadora de la necesidad de una expresion coordinada de estos
sistemas con perfiles de sustrato solapantes, que parece ajustarse a momentos
fisiologicos precisos, estrechamente relacionados tanto con el crecimiento como

con el entorno medioambiental.
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5. Una cepa P. putida DOT-T1E tolerante a tolueno

5.1. Identificacion de bombas de expulsiéon de disolventes.

Como se ha mencionado anteriormente, la cepa P. putida DOT-T1E fue
aislada de una muestra proveniente de una planta de tratamiento de aguas
residuales, por su capacidad para utilizar el disolvente organico tolueno como
fuente de carbono, y para crecer en presencia de altas concentraciones (90 %
[v/v]) de este disolvente toxico (Ramos et al., 1995). En este trabajo se puso en
evidencia que la tolerancia a tolueno era un fendémeno inducible, ya que la
exposicidn a bajas concentraciones de este hidrocarburo aromatico permiti6é una
viabilidad celular del 100% frente a un choque de tolueno, en contraste con el
0,1 % obtenido cuando las células no preexpuestas. Se pudo establecer, mas
adelante, que esta tolerancia era debida a la expulsion del disolvente orgénico
por medio de una bomba, gracias al aislamiento de un mutante sensible a
tolueno por mutagénesis al azar con transposén (Ramos et al., 1998). En esta
cepa mutante, P. putida DOT-T1E18, el gen interrumpido por el transposon
codificaba un transportador de la familia RND (ttgB), que se encontraba en un
probable operon ttgABC, donde ttgA codificaba una probable proteina de fusion
(MFP) y ttgC, un canal de membrana externa (OMF). Las secuencias
polipeptidicas deducidas para los productos de estos genes presentaban altas
similitudes (entre 58% y 73% de identidad) con las proteinas correspondientes
al sistema MexAB-OprM de P. aeruginosa y AcrAB-TolC de E. coli. Una
comparacion actualizada de las secuencias de las proteinas TtgA, TtgB y TtgC
con proteinas homdlogas presentes en las bases de datos SWISSPROT vy
TREMBL se recoge en la Tabla 2. Cabe destacar que este transportador estd
presente en varias cepas de P. putida, ya que tiene homologas con un 99% de
identidad de secuencia en la cepa P. putida S12 (ArpABC, Kieboom et al., 2001),
en la cepa P. putida KT2442 (MepABC, Fukumori et al., 1998), y estad también
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presente en el recientemente secuenciado genoma de P. putida KT2440 TtgABC,
(Nelson et al., 2002.

Los ensayos de viabilidad celular a un choque de tolueno llevados a cabo
con la cepa mutante DOT-T1E18, establecieron que el transportador TtgABC
tenia una expresion constitutiva, ya que la pérdida de viabilidad celular
respecto al silvestre fue mucho mas drastica en células no preexpuestas, que en
células preexpuestas a tolueno (Ramos et al., 1998). Lo que condujo a creer en la
existencia de al menos otra probable bomba de disolventes, inducible por
tolueno y responsable del aumento de la viabilidad celular en ese mutante por
una prexposicion a tolueno. También se demostrd la implicacion de la bomba
TtgABC en la resistencia intrinseca de la cepa silvestre, a varios antibioticos
como ampicilina, cloramfenicol y tetraciclina, amplidandose su rango de
sustratos a otros agentes antimicrobianos.

La hipotesis de la existencia de otras bombas de expulsion de disolventes
postulada anteriormente, fue corroborada por la identificacion de otros dos
transportadores de la familia RND, TtgDEF y TtgGHI, cuya expresion se
inducia en presencia de tolueno (Mosqueda y Ramos, 2000; Rojas et al., 2001).
Mutantes generados en cada uno de estos transportadores, asi como
combinaciones de mutantes dobles, y un mutante triple deficiente en las tres
bombas, permitieron establecer que las tres bombas participaban en la
resistencia a disolventes orgdnicos de manera diferente pero complementaria
(Rojas et al., 2001). La expresion constitutiva de la bomba TtgABC, le confiere un
papel significativo en la resistencia intrinseca a disolventes, mientras que la
expresion basal del transportador TtgGHI y su significativa induccion en
respuesta a tolueno, lo convierten en el transportador clave en la resistencia
intrinseca e inducible de esta cepa a disolvente orgdnicos, enmascarando el
discreto papel de la bomba TtgDEF, consecuencia de su expresion basal nula, y
sus bajos niveles de induccion respecto a TtgGHI (Mosqueda y Ramos, 2000;

Rojas et al., 2001). A su vez, de los tres transportadores Ttg, sélo la bomba
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TtgABC resulté implicada en la resistencia intrinseca de P. putida DOT-TI1E a
varios antibidticos, convirtiéndola en un candidato de interés para el estudio de

la resistencia cruzada xenobidticos/antibioticos.

5.2. Regulacion transcripcional de las bombas Ttg

El andlisis de la secuencia en 5 colindante a los genes estructurales de
cada transportador Ttg, permitié la identificacidon de sus probables genes
reguladores. Transcritos de manera divergente respecto a los genes de los
transportadores, se identificaron el gen ttgR para el sistema ttgABC (Duque et
al., 2001), el gen ttgT para el sistema ttgDEF (Segura et al., 2003) y el operon de
genes reguladores ttgVW para el sistema tt¢GHI (Rojas et al., 2001). Los genes
TtgV y TtgT, miembros de la familia IcIR de reguladores transcripcionales,
reprimen la expresion de sus correspondientes operones ttgGHI (Rojas et al.,
2003) y ttgDEF (Teran et al., 2005). Sin embargo, no se ha encontrado una
funciéon reguladora para la proteina TtgW (Rojas et al., 2003), probablemente
porque se trata de una proteina truncada por insercion de un codon terminador
dentro de la secuencia polipeptidica de esta proteina en la cepa silvestre (Segura
et al., 2003). La fuerte identidad entre TtgT y TtgV en su secuencia polipeptidica
(63%), asi como la existente entre las regiones promotoras de los respectivos
operones que controlan, sugiri6 la posibilidad de una regulacién cruzada de los
operones ttgDEF y ttgGHI por parte de estos dos reguladores, hecho que ha
sido confirmado recientemente (Teran et al., 2005).

Respecto al primer sistema identificado, Duque et al., 2001, sefialaron que
los genes ttgABC se expresaban con un cierto nivel basal que disminuia en
respuesta a la presencia de tolueno en el medio de cultivo. Mientras la
expresion del gen ttgR aumentaba entre 4 y 8 veces en respuesta al disolvente
aromatico. Al mismo tiempo, se determinaron los sitios de inicio de la
transcripcion de los genes ttgR y ttgA revelando que estaban separados por solo

29 pb, y que ambos promotores divergentes solapaban en sus regiones -10 y -35
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(Figura 2). Tras analizar las secuencias de estas dos regiones promotoras se
comprobo que exhibian cierto grado de similitud con el consenso establecido
para promotores reconocidos por el factor 67, especialmente en las regiones -10

(Duque et al., 2001, Figura 2).

A
'3|5 '1|0 Pugasc
CCACCCAGCAGTATTTACAAACAACCATGAATGTAAGTATATTCCTTAGCAAGCTATTTAT
GGTGGGTCGTCATAAATGTTTGTTGGTACTTACATTCATATAAGGAATCGTTCGATAAATA
| I I
Pgr -10 -35
B

GAGGCTGTACCTGAGTACCACCCAGCAGTATTTACAAACAACCAT GAATGTAAGTATATTCCTTAGC@AGCTATTTATCCACCGGATA Pieganc

—————————————————————————————— TTGACA---------——---———-TATAAT----——-+1 c’°

TTGATCTGGAAAAAATGCTATCCGGTGGATAAATAGCTTGCTAAGGAATATACTTACATTCATGGTTTTTGTAAATACTGCTGGGTG Ptth

Figura 2. Detalle de la region intergénica ttgR-ttgA y de las regiones
promotoras de ttgR y ttgA.

A. Secuencia de la regién intergénica ttgR-ttgA en la que figuran los puntos de inicio de la
transcripcion de los promotores divergentes Piga y Pugr (triangulos) y sus respectivas regiones -
10y -35 (Duque et al., 2001).

B. Alineamiento de las secuencias correspondientes a las regiones -10 y -35 de Pugay Pugr con el
consenso de promotores dependientes de 67 (Henge-Aronis, 2002).

Por otra parte, Duque y colaboradores (2001) construyeron un mutante
carente del gen regulador ttgR (cepa P. putida DOT-T1E13), en el que los niveles
basales de ARNm del gen ttfgA aumentaron diez veces, sugiriendo una probable
represion transcripcional de los genes del transportador por parte de TtgR.
Ademads los niveles de ARNm de ttgR aumentaron en esta cepa mutante,
indicando la existencia de autorregulacion negativa. El andlisis fenotipico in
vivo de esta cepa mutante DOT-T1E13, manifestd un comportamiento similar a
la cepa silvestre en términos de viabilidad celular tras un choque con tolueno.

Sin embargo la cepa presentd un aumento en sus niveles de resistencia a varios
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antibidticos como ampicilina, tetraciclina, cloramfenicol, debido a Ila
desrepresion de los genes del transportador, corroborando su implicacién en
resistencia multiple a antibioticos (Duque et al. 2001).

En esta cepa no se detectaron variaciones en los niveles de expresion,
tanto basales como inducidos por tolueno, de los operones ttgDEF y ttgGHI en
la cepa mutante, descartdndose, asi, una probable regulacién a distancia de
estos genes por parte de TtgR (Duque et al., 2001; Gallegos MT, comunicacion
personal). La secuencia de la proteina TtgR era similar a la de otras proteinas de
la familia de reguladores de TetR (Aramaki et al, 1995), AcrR (Ma et al., 1993),
EnvR (Klein et al., 1990); MtrR (Pan y Spratt, 1994) o MexZ (Ramos-Aires y

Plesiat, 1999), también involucrados en regulacién de bombas (Apéndice 2).
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Objetivos:

El objetivo principal de este trabajo es el estudio de la regulacion de la
expresion del transportador TtgABC de Pseudomonas putida DOT-T1E, centrado
en la caracterizacion bioquimica, molecular y funcional del regulador TtgR.

Para ello, se fijaron los siguientes objetivos:

1. Caracterizacion funcional de la bomba TtgABC y de su regulador TtgR in
vivo.

2. Caracterizacion molecular de los promotores Pugasc y Pigr.

3. Purificacion y caracterizacion bioquimica y funcional de la proteina

reguladora TtgR en su union a ADN vy a efectores.
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MATERIALES Y METODOS
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1.  Estirpes bacterianas

Este trabajo se centra en el estudio de los genes ttgABC-ttgR de la cepa
Pseudomonas putida DOT-T1E perteneciente al biovar A de Pseudomonas putida.
Estos genes estan presentes en la cepa P. putida KT2440 (99 % de identidad), por
lo que también hemos hecho algunos estudios en esta, con la ventaja de poder
disponer de la secuencia completa de su genoma (Nelson et al., 2002) en libre

acceso (http://www.ncbi.nih.org).

Las demads estirpes bacterianas utilizadas incluyen una coleccién de
mutantes de P. putida DOT-T1E de interés y distintas cepas de Escherichia coli
empleadas principalmente como hospedadoras de pldsmidos para estudios de
regulacion o para la expresion de proteinas. La lista de cepas se recoge en la

tabla 1.

Tabla 1. Estirpes bacterianas
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DOT-T1E34 ‘ ttgB::;phoA, ttgDQTel, ttgHOSmM, Rojas et al. (2001)

KT2440 ‘ Apr, Cmr Franklin ef al. (1981)
KT2440 C1R1 rpoS Ramos-Gonzalez et al.
(1998)

2. Medios de cultivo y condiciones de crecimiento

2.1. Medios

Para el crecimiento en las condiciones habituales de laboratorio, las
estirpes tanto de P.putida como de E.coli se cultivaron a 30°C y 37°C
respectivamente en medio rico Luria-Bertani (LB) [bactotriptona, 10 g; extracto
de levadura, 5 g; cloruro sodico, 10 g; H2O4, hasta 1 litro tras ajustar a pH 7.0]
(Sambrook et al., 1989). Para la preparacion de medios sdlidos en cajas Petri, se
anadid bacto-agar a una concentracion final del 1,5% (p/v). Para la sobre-
expresion de proteinas en base a su purificacion, se utilizéd el medio 2xYT
[bactotriptona, 16 g; extracto de levadura, 10 g; cloruro sddico, 5 g; H2Oq, hasta 1
litro tras ajustar a pH 7.0] (Sambrook et al., 1989). El medio SOC (Sambrook et
al., 1989) se utilizd ocasionalmente para el crecimiento de cepas recién
electroporadas (véase apartado 5.7.2 de ésta seccidn).

Los medios tanto liquidos como solidos se esterilizaron en autoclave a

115°C y 1 atmésfera de presiéon durante 20 minutos.

2.2. Antibioticos y sales metalicas
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Los antibioticos, al igual que la sal potasica de telurito, se prepararon en

soluciones mil veces concentradas en agua destilada (H20d), excepto el

cloramfenicol que se prepard en etanol, y la rifampicina y tetraciclina que se

disolvieron en metanol. Las soluciones preparadas en agua se esterilizaron por

filtracion y se almacenaron en pequenas alicuotas a -20°C.

Los antibidticos se usaron a las siguientes concentraciones finales (ng/ml): acido

nalidixico 10; ampicilina 100; cloramfenicol 30; estreptomicina 50; kanamicina

25; rifampicina 10; tetraciclina 10. El telurito potasico se empled a una

concentracion final de 15 pg/ ml.

3. Plasmidos

Las caracteristicas principales de los plasmidos utilizados y construidos

en este trabajo se recogen en la tabla 2.

Tabla 2. Plasmidos

Plasmido
pGEM-T

pET29a(+)

Caracteristicas

Referencia / Fuente

Vector de clonaje para ligar productos de PCR
(A-T), alto nimero de copias, ApR

Vector de expresidon inducible, permite la fusion
de una cola de hexa-histidina en el extremo C-
terminal de la proteina cuyo gen es insertado,
KmR

Promega

Novagen

pMP220

pED13*

amplio espectro de huésped, portador del gen
lacZ sin promotor, para la construccion de
fusiones transcripcionales, bajo numero de
copias, TcR

Fusion transcripcional ttgR::lacZ, el promotor
Pugr  se insert6 entre los sitios EcoRI y Pstl de
pMP220, TR

Spaink et al. (1987)

Teran et al. (2003)

pED14*

pTGF1*

Fusion transcripcional ttgA:lacZ, el promotor
Puga  se inserté entre los sitios EcoRI y Pstl de
pMP220, TcR

pET29a(+) con el gen ttgR (framento Ndel-Xhol
amplificado por PCR) insertado en fase con la
cola de hexa-histidina, KmR

Teran et al. (2003)

Este trabajo,
Teran et al. (2003)

pWilR1*
pWilR2*

pGEM-T::ttgR (Ndel / HindIII), ApR

pET29a(+) con el gen ttgR (fragmento Ndel-
HindIIl de pWilR1) insertado, no esta en fase con
la cola de hexa-histidina, KmR

Este trabajo
Este trabajo

pWTR-*

Coleccion de plasmidos idénticos a pWilR1 pero

Este trabajo
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con el gen ttgR mutagenizado por PCR solapante
para obtener sustituciones determinadas de
residuos en la secuencia de la proteina TtgR. Las
ultimas letras definen el tipo de sustituciéon o
mutacién portada por cada plasmido pWTR-,
ApR

* plasmidos construidos en este trabajo

pMP220:

Plasmido de aproximadamente 10,5 kb derivado del vector pTJS75
(Schmidhauser y Helsinki, 1985) perteneciente al grupo de incompatibilidad
IncP. Posee el sitio multiple de clonacidn (polylinker) de pIC20H (Marsh et al.,
1984) y contiene el gen lacZ de E. coli sin promotor y con el sitio de union al
ribosoma del gen cat. La clonacién de promotores delante del gen lacZ permite
medir la expresion transcripcional desde los mismos como actividad pB-

galactosidasa (Spaink et al., 1987). Lleva un gen de resistencia a tetraciclina.

pGEM-T:

Derivado comercial del vector pGEMR-T5Zf(+), é]l mismo basado en
pUC18, cortado con EcoRV y al que se le afiade una timidina en cada extremo
3, para facilitar la ligacion de productos de PCR. Contiene el origen de
replicacion del fago filamentoso f1 por lo que puede ser utilizado para producir
ADN de cadena sencilla. El sitio de clonacion multiple estd flanqueado por los
promotores de la RNA polimerasa del fago T7 y SP6 y se encuentra dentro de la
region codificante del péptido a de la B-galactosidasa. Esto permite que la
insercion de un fragmento pueda ser identificada por coloracion de colonias en
un medio sélido que contenga 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosido
(X-gal) en cepas lacZAM15 que permitan la a-complementacion: si no hay
inserto, se produce un péptido a, hay complementacion y produccion de una
enzima B-galactosidasa funcional que dara el color azul a las colonias. De lo

contrario la insercion conduce a la produccion de un peptido a no funcional,
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por lo tanto a una cepa sin actividad B-galactosidasa cuyas colonias seran

blancas. Confiere resistencia a ampicilina.

pED13:

Plasmido que porta la fusion transcripcional Pugr:’'lacZ que se obtuvo
clonando en pMP220 un fragmento EcoRI — Pstl de 194 pb, generado por PCR
con los cebadores TtgR-EcoRI (5-CCCGGAATTCAAGAGTAATGGA-3) y
TtgR-Pstl (5-AAAACTGCAGCGCGTGCGG-3) a partir de ADN cromosdmico
de P.putida DOT-T1E. La secuencia insertada corresponde a la region promotora
del gen ttgR entre las posiciones — 88 y + 106 respecto al punto de inicio de la

transcripcion.

pED14:

Plasmido que porta la fusidon transcripcional Puga:’lacZ que se obtuvo
clonando en pMP220 un fragmento EcoRI — PstI de 184 pb, generado por PCR
con los cebadores TtgA-EcoRI (5'-CCGGAATTCGTGCGGGGAAC-3') y TtgA-
Pstl (5-AAAACTGCAGTAATGGAAGAG-3’) a partir de ADN cromosdémico
de P.putida DOT-T1E. La secuencia insertada corresponde a la region promotora
del operon ttgABC entre las posiciones — 129 y + 55 respecto al punto de inicio
de la transcripcion.
pET29 a(+):

Vector comercial de expresion traduccional que permite clonar un gen
fusionado o no a una cola de hexa-histidina (His-tag) en el extremo C-terminal.
La proteina de fusidn asi generada pudiéndose purificar por cromatografia de
afinidad quelante de niquel. También permite una fusién del extremo N-
terminal a una diana de la proteina S (S-tag).

La expresion del gen clonado estd bajo el control del promotor T7lac,

promotor del fago T7 con el sitio lacO del represor Lacl, por lo que para la
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expresion se necesitd por un lado pasar el plasmido a la cepa B834 (A DE3
lisogénica) portadora del gen de la ARN polimerasa del fago T7, el mismo bajo
el control del promotor lacUV5. Y por otro lado, tanto para inducir la expresion
de la T7 ARN polimerasa, como la del gen de interés clonado, se requiri6 la
adicion del inductor IPTG al medio de cultivo. De esta manera se logra obtener

el nivel de expresion deseado y en el momento deseado del gen clonado.

pTGF1y pWilR2:

Estos dos pldsmidos se construyeron de manera equivalente, ambos
derivan del vector pET29 a(+) al que se le inserto el gen ttgR entre los sitios Ndel
y Xhol (pTGF1), o Ndel y HindIII (pWilR2). El plasmido pTGF1 lleva clonado el
gen ttgR con su marco de lectura en fase con la cola His-tag del vector, para ello
se amplificé por PCR el ADN codificante con el par de cebadores TtgR5-Ndel
(5’-NNNNNNCATATGGTCCGTCGAACCAAAG-3) y TtgR3-Xhol (5'-
NNNNNNCTCGAGTTTCGCCAGAGCCGGGCTC-3") utilizando como molde
ADN cromosomico. Para el plasmido pWilR2 portador del gen ttgR con su
propio codon terminador, la amplificacion por PCR se hizo con el par TtgR5'-
Ndel y TtgR3'-HindIII (5'-
NNNNNNAAGCTTCTACTATTTCGCCAGAGCCGGGCTC -3).

Los productos de amplificacién, de aproximadamente 650 pb se
purificaron y cortaron con los enzimas de restriccion Ndel y Xhol, o Ndel y
HindIII segtn el caso, y se ligaron al vector pET29(a+), previamente cortado con
los respectivos enzimas de restriccion, generando asi los plasmidos pTGF1 y
pWIiIR2. La correcta insercion e integridad de los genes insertados se

comprobaron por secuenciacion.

4. Ensayos in vivo
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4.1. Resistencia a antibidticos

Los estudios de resistencia a antibioticos se llevaron a cabo utilizando el
método de la concentracion inhibitoria minima (CIM) (Amsterdam, 1991), en
placas de microtitulo de 96 pocillos con fondo en forma de U (Sarstedt, ref.
83.1837.500). Los antibioticos se prepararon concentrados cincuenta veces con
respecto a la concentracion inicial a ensayar. Las soluciones de antibioticos
concentrados se diluyeron cincuenta veces en medio LB, y 200 ul de las mismas
se depositaron en los pocillos de la primera columna de las placas de cultivo. En
el resto de los pocillos de la placa se anadieron 100 ul de medio de LB. Con
ayuda de una pipeta multicanal, se realizaron diluciones seriadas de los
antibidticos, mezclando 100 pl de la solucién de antibiotico de la primera
columna con los 100 pl de LB de la segunda columna, y asi sucesivamente. De
esta manera, la concentracion de antibidtico de cada columna de pocillos se
diluye a la mitad con respecto a la anterior. Después de preparar las placas de
cultivo con los antibioticos, se afiadieron a cada uno de los pocillos 10 pl de un
cultivo de células de P. putida tomado en fase de crecimiento exponencial y
diluido aproximadamente a 5x10* células / pl. Las placas se incubaron a 30°C
durante 20 horas y se determind la concentracion minima de antibiotico capaz
de inhibir en un 90% el crecimiento bacteriano, analizando la turbidez en los
pocillos de la placa de cultivo.

Este método se empled también para estudiar la resistencia del
microorganismo a otros compuestos antibacterianos no clasificados como
antibidticos, como agentes antimicrobianos de origen vegetal, o disolventes

organicos.

4.2. Ensayos de transporte in vivo por fluorescencia
Este ensayo se optimiz6 para la cepa P.putida DOT-T1E a partir de los
métodos descritos por Bolhuis et al. (1994), Ocaktan et al. (1997) y Mine et al.

(1999). Tanto la preparacion de las células como las condiciones de realizacion
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del ensayo deben ser mantenidas constantes e idénticas para la obtencion y

comparacion correcta de los resultados.

Preparacion de las células: Cultivos celulares de las cepas de interés se
incubaron a 30°C durante 13-14 h en medio rico LB, se diluyeron 100 veces en
10 ml del mismo medio y se incubaron en agitacion a 30°C. Las células se
recogieron en plena fase exponencial de crecimiento (DOss0=0,5) y se
sedimentaron por centrifugacion a 7000 g durante 10 min a 25°C. El sedimento
celular se lavd una vez en tampon fosfato 50 mM (pH 7.0), NaCl 100mM y se

resuspendio en el mismo tampon a una DOsso de 0,3.

Medida fluorescente de la acumulacion de bromuro de etidio: E1 bromuro de
etidio (BrEt) es un agente fluorescente que se intercala en las moléculas de ADN
de forma reversible. Emite baja fluorescencia en soluciones acuosas libres de
ADN (exterior de la célula), pero se vuelve fuertemente fluorescente al entrar en
la célula e intercalarse en el ADN celular. Estos cambios en la intensidad de
fluorescencia permiten seguir la acumulacién en tiempo real de BrEt en células
vivas en suspension.

Las medidas se realizaron con agitacion a 30°C, preincubando 3 ml de
suspension celular durante 5 min, tras lo cual se afiadié BrEt a una
concentracion final de 10 uM. La fluorescencia se midié durante 10-15 min a
unas longitudes de onda de excitacion y emision de 520 +5 nm y 590 £10 nm

respectivamente en un espectrofotometro de fluorescencia.

4.3. Ensayo enzimatico de la B-galactosidasa
La medida de actividad f-galactosidasa se llevo a cabo en células
permeabilizadas segin el método descrito por Miller (1972). Este método se
basa en una reaccion colorimétrica en la que el o-nitrofenil-p-D-

galactopiranosido (ONPG), sustrato incoloro de la enzima -galactosidasa, es
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hidrolizado, produciendo galactosa y o-nitrofenol. Este tltimo compuesto es de
color amarillo y su concentracion puede determinarse por espectrofotometria.
Cultivos celulares incubados a 30°C durante 10-14 horas, se diluyeron 100 veces
en 10 ml de medio LB (o de medio minimo M9) y se incubaron a 30°C en
agitacion. Tras un periodo de incubacion variable, se recogieron e incubaron en
hielo fracciones alicuotas de 100 pl de los cultivos y se anadieron 20 ul de SDS al
0,1% (p/v) y otros 20 pl de cloroformo para permeabilizar las células.
Esporadicamente, se recogieron fracciones de 1,5 ml de los cultivos, los cuales
centrifugaron a 17.000 g durante un minuto. Los sobrenadantes se decantaron y
los sedimentos celulares se resuspendieron en 100ul de LB, tras lo cual se
permeabilizaron las células de manera idéntica con SDS y cloroformo.

Se afiadieron 0,8 ml de tampon Z (60 mM Na:HPOs; 40 mM NaH:POs; 10
mM KCI; 1 mM MgSOs y 50 mM B-mercaptoetanol) y 0,2 ml de una solucion de
ONPG (4 mg/ml en tampon fosfato 0,1 M, pH 7,0). La solucion de ONPG es
estable a 4°C y en oscuridad durante dos semanas. La mezcla de reaccion se
incubd a 30°C hasta la aparicion de color (entre dos minutos y una hora) y se
detuvo anadiendo 2 ml de una solucién de Na2COs 0,5 M. La concentracion de
o-nitrofenol y la contribuciéon de la turbidez celular en la reaccion se
determinaron espectrofotométricamente, midiendo la absorbancia a 420 nm y
550 nm respectivamente. Ademads se determind la densidad celular de los
cultivos, midiendo su turbidez a 660 nm. Los ensayos de B-galactosidasa se
realizaron por triplicado para cada condicion. La actividad p-galactosidasa,
expresada en unidades Miller (UM), se calculd de acuerdo con la siguiente

ecuacion:

1000 x [DO420 — (1,7 x DOss0)]

Actividad B-galactosidasa(UM) =
t X V x DOe¢so
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Donde t representa el tiempo en minutos y V el volumen en ml de la suspension

bacteriana utilizado en la impermeabilizacion.

5. Técnicas de manipulacion de ADN

5.1. Aislamiento de ADN total

Para la preparacion de ADN total se utilizé una modificacion del método
descrito por Kado y Liu (1981). Las células se cultivaron con agitacion durante
10-14 horas en medio LB, recogiéndose 0,5-1 ml del cultivo por centrifugacion a
17.000g¢ durante 1 minuto. Después de eliminar el sobrenadante, las células se
resuspendieron en 400 pl de una solucién de Tris-HCI 25 mM, pH 8,0; EDTA 25
mM; sacarosa 20% (p/v) y se incubaron a 4°C durante 5 min. A continuacidn, se
anadieron 200 ul de una solucién con SDS 2% (p/v) y NaOH 0,3 N, y la
suspension se mezcld por inversidbn hasta conseguir la lisis celular.
Posteriormente, se afiadié una décima parte del volumen de MgCl, 0,1 M y el
contenido del tubo se volvio a mezclar. Tras centrifugar la mezcla a 17.000 g
durante 10 minutos, el ADN se extrajo con 1 volumen de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1). La extraccion se repitio tres veces.
Finalmente, el ADN de la fase acuosa se precipitd afnadiendo 2 volimenes de
etanol absoluto frio y se concentré por centrifugacion a 17.000 ¢ durante 15
minutos. El sedimento se lavd con 1 ml de etanol 70% (v/v) y se centrifugo6 a

17000 g durante 1 minuto, tras lo cual se dejo secar y se resuspendié en 50 ul de

H,0O4.

5.2. Aislamiento de ADN plasmidico
Para la obtencion de ADN plasmidico de forma rutinaria se uso6 el
método llamado de lisis alcalina descrito en el manual de Sambrook y
colaboradores (1989). Para la obtencion de ADN de alta pureza, para su uso

posterior en reacciones de secuenciacién y/o clonacion, se utilizé el sistema
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comercial “QIAprep-spin Plasmid Kit” (QIAGEN, ref. 27104) siguiendo las
instrucciones del fabricante. En cualquier caso se partié de 3-5 ml de un cultivo
en medio LB de la cepa portadora con los antibidticos necesarios y a

temperatura Optima, en agitacion durante 10-14 horas.

5.3. Electroforesis de ADN
La electroforesis de ADN se llevé a cabo utilizando geles de agarosa
preparados en tampon Tris/ acetato/ EDTA (TAE) (Sambrook et al., 1989). Como
patrones de peso molecular se usaron los fragmentos de ADN del fago lambda,
cortado con los enzimas HindIIl o bien el marcador comercial X (Roche Molecular

Biochemicals, ref. 1498037).

5.4. Aislamiento de fragmentos de ADN de geles de agarosa

Para este fin se fabricaron columnas de lana de vidrio en tubos de PCR
de 0,5 ml previamente perforados en el fondo con una aguja, tras lo cual se
rellenaron con lana de vidrio que se compactd hasta rellenar la mitad del tubo
aproximadamente. Estas “columnas” se esterilizaron en autoclave para su uso
posterior.

Los trozos de agarosa cortados que contienen el ADN a extraer se
introducen en estas columnas que a su vez se introducen en un tubo Eppendorf
de 1,5 ml. El ADN se recupera en los tubos tras una doble centrifugacion de 2
minutos a 7000 g. E1 ADN es luego precipitado siguiendo protocolos basicos

(Sambrook et al., 1989).

5.5. Reaccion de amplificacion en cadena con ADN polimerasa
termorresistente (PCR)

Este método se empleo para la amplificacion de fragmentos de ADN del

cromosoma de P. putida o de pldsmidos portadores de genes o regiones de

interés, y en algunos andlisis de colonias obtenidas tras la transformacion de
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ligaciones, para detectar de forma rapida el ADN insertado. La reaccion de
amplificacion contenia: ADN molde (0,2 ng/ul para el ADN cromosémico o 10
pg/ul para el ADN plasmidico), cebadores (0,5 pM cada uno), tampdn de
reaccion (Tris-HCl 10 mM, pH 8,3; KCI 50 mM; MgClz 1,5 mM), dNTPs (100 uM
cada uno) y ADN polimerasa Taq (Amersham Pharmacia, ref. 27-0799-02) (0,02
U/ul).

Estas son las condiciones estandar de la reaccion de amplificacion que
fueron empleadas: en un primer lugar, tras la desnaturalizacién inicial a 94° C
durante cinco minutos, se realizaron entre 25 y 30 ciclos en condiciones de 94°C,
10 segundos; 50°C, 10 segundos; 72°C, 1 minuto/ kb; para finalmente realizar
una extension final a 72°C durante 10 minutos. La temperatura de hibridacion
fue ajustada en funcion del cebador utilizado.

Cuando la reaccién estandar no resultd satisfactoria se combinaron
distintas modificaciones, como el cambio de concentracion de MgClL -
incrementandola a 3 o 45 mM. Del mismo modo, se afiadieron ciertos
compuestos a la concentracion de reaccion (glicerol al 10% [v/v] o DMSO al 5%
[v/v], por ejemplo). En algunas ocasiones el producto obtenido tras la
amplificacién se purificd utilizando el sistema comercial “QIAquick PCR
Purification Kit” (QIAGEN, ref. 28104) para eliminar tanto la polimerasa como
los cebadores y los dNTPs o bien tras aislarlo de gel de agarosa por el método

descrito en el apartado anterior.

5.6. Secuenciacion de ADN
La secuenciacion de ADN se realiz6 tanto de forma manual como
automatica. Para la secuenciacion manual se siguieron las instrucciones del
sistema comercial “T7 sequencing kit” (Amersham Pharmacia) basado en el
método de Sanger y colaboradores (1977), usando la ADN polimerasa del fago

T7, y ahadiendo una modificacion: en lugar de usar [a-*?P]-ATP, se utilizaron 5-
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10 pmoles de un cebador marcado en su extremo 5° con [y-?P]-ATP (véase
apartado 6.4. de esta seccion).

La secuenciaciéon automatica de ADN se realizo en el servicio de
secuenciacion automatica de ADN, utilizando un aparato ABI PRISM™
(modelo 310) de Perkin Elmer. Para ello se empled el sistema comercial “DNA
sequencing kit with AmpliTag DNA polymerase” (Perkin Elmer) basado en la

utilizacion de dideoxinucledtidos acoplados a fluordforos.

5.7. Transformacion bacteriana

5.7.1. Transformacion por choque térmico

Para la transformacion de cepas de E. coli por choque térmico se prepararon
células competentes segin el método de Nishimura et al. (1990). De una caja
Petri fresca con la cepa de interés, se inoculd un cultivo liquido de 3 ml de LB
con los antibidticos necesarios y se incub6 a 37°C durante 12-14h en agitacion.
Este se diluyd 100 veces en 50 ml de soluciéon A y se incubé nuevamente a 37°C
hasta alcanzar la fase exponencial de crecimiento (DOeso =0,4 — 0,6). A partir de
ese momento las células se mantuvieron siempre en frio para obtener la mayor
eficiencia de transformacion. Se incubaron en hielo durante 10 min antes de
recogerlas por centrifugacion a 12000 g — 5 min a 4°C. El sedimento celular se
resuspendié cuidadosamente en 0,5 ml de solucion A fria, para mezclarlo
suavemente con otros 2,5 ml de solucién B fria. Finalmente la suspension
bacteriana se repartio en alicuotas de 125 ul que se conservaron a -70°C para su
posterior uso.

Las soluciones A y B se prepararon y conservaron a 4°C tras esterilizarlas

por filtracion:
Solucién A: LB suplementado con MgSOs 7H20, 10 mM y glucosa 0,2% (p/v).
Solucion B: LB suplementado con glicerol 36% (v/v); polietilenglicol-8000, 12%
(p/v) y MgSOs4 7H:0, 12 mM.
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5.7.2. Electroporacion

Para la transformacion bacteriana de cepas de P. putida, se utiliz6 la
técnica de electroporacion siguiendo el método de Enderle y Farwell (1998). Se
partidé siempre de una caja Petri fresca (no almacenada a 4°C) de medio LB con
la cepa de interés, incubada 10-14 h a 30°C: se recogio directamente de la
superficie de agar aproximadamente 3 mg de biomasa para resuspenderlos en
0,5 ml de H204 estéril. Las células se lavaron dos veces con 0,5 ml de H204 estéril
y finalmente se resuspendieron en 50 ul de H:04 estéril e incubaron en hielo
hasta el momento del pulso eléctrico. Entre 5 y 15 ng de ADN plasmidico sin
sales se mezclaron con la suspension celular anterior y la mezcla se transfirio a
una cubeta de electroporacion (Biorad, ref. 165-2086) previamente enfriada a
4°C y se sometio a un pulso eléctrico de 2,5 kV en un electroporador (Biorad,
165-2100). Las células se recogieron inmediatamente afiadiendo 1 ml de medio
SOC (Sambrook et al., 1989) y se incubaron 1 hora a 30°C antes de sembrar

diluciones en medio solido selectivo de los transformantes.

5.8. Otras técnicas de manipulacion de ADN
Las técnicas basicas de manipulacion y analisis de ADN como digestion
por enzimas de restriccién, desfosforilacion, precipitacion o ligacion se

realizaron seguin los protocolos descritos por Sambrook y colaboradores (1989).
6. Técnicas de manipulacion de ARN
6.1. Aislamiento de ARN
Para la extraccion de ARN total se siguid un protocolo de Chomczynski y

Sacchi (1987), modificado por Marqués y colaboradores (1994). De un cultivo

crecido en LB en las condiciones de interés y hasta una DOsso= 1, se tomaron
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alicuotas de 15 ml que se enfriaron rapidamente nitrogeno y se centrifugaron a
4°C a 12000 g durante 5 minutos. El sedimento celular se resuspendid en 7 ml
de solucion de lisis ARNol Yellow por pipeteo repetido y agitacion en vortex y se
repartieron en alicuotas de 1,4 ml.

La soluciéon ARNol Yellow contiene 20 ml de soluciéon D (tiocianato de
guanidio 4 M; citrato sodico 25 mM; N-lauril sarcosina 0,5% (p/v); 0,36 ml de f3-
mercaptoetanol en 50 ml de H2Oberc); a los que se afiaden 4,2 ml de acetato
sodico 2M (pH 4.8) y 20 ml de fenol (pH 4.5) saturado en H2Operc.

Los tubos se incubaron a 60°C durante 10 minutos agitdndolos con
vortex de vez en cuando. Se anadieron entonces 0,28 ml de cloroformo y se
agitaron en vortex hasta homogenizacion de las fases. Posteriormente, las
muestras se centrifugaron 10 minutos a 10000 g, a 4°C, y se recuperd la fase
acuosa (aproximadamente 0,85 ml) en tubos nuevos a los que se ahadieron 0,66
ml de isopropanol. Tras mezclar se incubd 15 minutos a temperatura ambiente,
para permitir la precipitacion de los acidos nucleicos (mayoritariamente ARN).
Estos se recuperaron por centrifugacion a 12000 g a 4°C durante 15 minutos; el
sedimento se lavd en etanol: H2Operc 70% (vol/vol) y se dejd secar antes de

resuspenderlo en 75 pl de H2Operc.

6.2. Tratamiento con ADNasa I y proteinasa K

Para eliminar los restos contaminantes de ADN se trata las muestras
anteriores con 25 ul de una mezcla de ADNasa I de pancreas bovino libre de
ARNasas (Roche Molecular Biochemicals, ref. 776785) (20 U de inhibidor de
ARNasas - Roche Molecular Biochemicals, ref. 799025; MgCl. 40 mM; DTT 4 mM,;
ADNasa I, 10 U) durante 1 hora a 37°C.

A continuacion, tratamos con 110 ul de una mezcla de Proteinasa K de
Tritirachium album (Roche Molecular Biochemicals, ref. 1373200) (Tris HCI 190 mM,
pH 7.0; NaCl 90 mM; SDS 0,36 % p/v; EDTA 18,2 mM; 0,5 U de proteinasa K
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libre de ARNasas) durante 1 hora a 37°C para eliminar las proteinas de la
muestra.

Se extraen entonces el ARN con 250 pl de fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico 25:24:1 (v/v/v) tres veces y una ultima vez con cloroformo: alcohol
isoamilico 24:1 (v/v).

El ARN presente se precipitd anadiendo 0,1 volumen de acetato sodico
3M (pH 4,8) y 2,5 volimenes de etanol frio. Se incubé 30 minutos a -80°C y
centrifugé 15 minutos a 12000 g. El sedimento se lavo en etanol: H2Operc 70%
(v/v) y se dejo secar antes de resuspenderlo en 30 ul de HxOperc para su

cuantificacion o almacenamiento a -80°C.

6.3. Determinacion de la concentracion de ARN totales
La concentracion de ARN vy la pureza de la extraccion (contaminacién de
proteinas y/o fenol) se midieron de manera equivalente al ADN, previa dilucion
1/300 en H20Operc, por espectrofotometria en luz ultravioleta a una longitud de
onda de 260 nm y 280 nm. La pureza se refleja en la relacion DOzs0/DOz2s0 que
debe tener un valor entre 1,7 y 2,0 y la concentracion se calcula en base a la

DOz (1 unidad de DO260=40 pg/ml de ARN). (Sambrook et al. 1984).

6.4. Extension reversa de cebador

6.4.1. Marcaje de cebadores:
El marcaje de los oligonucledtidos se realizd por fosforilacion. La
reaccion, catalizada por el enzima polinucledtido quinasa del fago T4 (PNK),

(Roche Molecular Biochemicals, ref. 838292), permite la incorporacion de un
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fosfato radiomarcado, situado en posicion y de una molécula de adenosina tri-
fosfato (ATP), al extremo 5’-OH del cebador.

Se marcan 10 - 20 pmoles de oligonucledtido en un volumen final de 10
ul de tampodn de fosforilacion (Tris HCl 50 mM, pH 7.5; MgCl. 10 mM; DTT
1mM; EDTA 0,1 mM; espermidina 0,1 mM) con 1U de PNK y 1 ul de y32P-ATP
(3000 mCi/ mmol), incubandose a 37°C durante 1 hora.

Se incuba la mezcla otros 10 minutos a 70°C para inactivar la quinasa y se
le afade 10 pl de H2Operc, antes de pasar el volumen resultante por una
columna Micro bio spin 6 (Biorad, ref. 732-6222), para eliminar el exceso de ATP
radiactivo.

El marcaje se cuantifica en un contador de centelleo “Tri-Carb 1500
liquid Scintillation Analyzer” de Packard. (0,5 pl de oligonucledtido marcado en

4 ml de liquido de centelleo deben darnos al menos 100 000 cpm).

6.4.2. Hibridacion y extension reversa a partir de cebador:

Para la hibridacion se mezclan en un volumen final de 10 ul en H2Operc,
10 o 20 pg de ARN total, un volumen equivalente 200000 cpm del cebador
marcado (0,5 a 2 pl) y 2 pl de tampdn de hibridacion (Pipes 50 mM, pH 7.0;
NaCl 2M). Se incuba la mezcla de hibridacién 5 minutos a 85°C, se pasa a un
bano de 65°C otros 5 minutos para la hibridacion y se deja enfriar lentamente
hasta alcanzar 44°C.

La extension se inicia anadiendo 40 ul de una mezcla de extension
conteniendo: 1 mM de dNTPs, 12 U de inhibidor de ARNasas (Roche Molecular
Biochemicals, ref. 799025), 3 pg de actinomicina D y 7 U de transcriptasa reversa
de virus de mieloblastosis de ave (AMV — Roche Molecular Biochemicals, ref.
109118) en tampodn de la transcriptasa reversa (Tris-HCl 62,5 mM, pH 8,2;
MgCl2 10 mM; KCl1 37,5 mM, DTT 1,5 mM). Esta reaccion se incub6 1 hora a
44°C, y se detuvo anadiendo 5 pl de acetato sddico a 3M (pH 4,8) y 150 pul de

etanol frio.
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Los acidos nucleicos se dejan precipitar al menos 30 minutos en hielo
seco o una noche a -20°C. Se centrifuga 15 minutos a 12000g y se lava el
sedimento en etanol 70% (v/v) frio. Una vez seco, el sedimento se resuspende en
4 pl de TE (Tris-HCI 10mM, pH 8,0; EDTA 1ImM) y 2 pl de tampodn de carga con
formamida [(0.3% (p/v) azul de bromofenol; 0,3% (p/v) xilencianol; 10 mM
EDTA; 97,5% (v/v) formamida desionizada].

Antes de analizarlas por electroforesis, las muestras se desnaturalizan 3

minutos a 90°C y se mantienen en hielo.

6.4.3. Separacion de las cadenas de ADNc mediante electroforesis:

La separacion de las cadenas de ADNc extendidas a partir del cebador
marcado se realiza por electroforesis en un gel de secuenciacion de
poliacrilamida/bis acrilamida al 6,5% (p/v), desnaturalizante (urea 7 M),
preparado en tampdn TBE (Tris-base 54 g/l; acido borico 27,5 g/l; EDTA 10
mM). La electroforesis se realizo en el mismo tampon TBE a potencia fija de
40W, voltaje 1800 V, y durante 1 hora 30 aproximadamente.

El gel se transfiere a un papel de filtro Whatman 3MM por adhesion, se
cubre con un papel de pléstico transparente y se seca al vacio a 80°C durante 20
minutos.

Las bandas de ADNc extendidas y separadas se visualizan o bien por
autoradiografia, utilizando peliculas Kodak X- OMAT AR con tiempos de
exposicion de al menos 24 horas, o bien por exposicion en pantallas IP (Fuji)
utilizando un equipo Phosphor Imager Personal FX (Biorad). La cuantificacion de
la intensidad de las bandas analizadas se realizé con el programa informatico

Quantity One (Biorad).

6.5. [Extension reversa y amplificacion del ADNc con ADN

polimerasa termoresistente (RT-PCR)
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La transcripcion reversa y la posterior reaccion de amplificacion del
ADNec se realizaron utilizando el sistema comercial “Titan One Tube RT-PCR
System” (Roche Molecular Biochemicals, ref. 1855476) y siguiendo las instrucciones
del fabricante. La transcripcion reversa se realizé incubando las muestras a 50°C
durante treinta (30) minutos. Las condiciones estandar de la reaccion de
amplificacion fueron las siguientes: tras una desnaturalizacion a 94°C durante
cinco minutos, se realizaron treinta (30) ciclos en las siguientes condiciones:
94°C, 30 segundos; 45-65°C, 30 segundos; 68°C, 1 minuto; para finalmente
realizar una extension a 68°C durante 10 minutos. La temperatura de
hibridacion se variéo en funcion de los cebadores utilizados. En todos los
ensayos se llevaron a cabo controles negativos para detectar posibles falsos
positivos en la reaccion de extension, debido a la presencia de ADN en las
muestras de ARN. Como controles negativos se realizaron, por un lado, una
reaccion de transcripcion reversa y amplificacion sin la muestra de ARN, y por
el otro, una reaccion de amplificacion en ausencia de transcriptasa reversa por
lo tanto tinicamente en presencia de Tag ADN polimerasa. Esta tltima se realizo

sistematicamente para descartar cualquier contaminacion con ADN.

7.  Purificacion y analisis de proteinas

7.1. Sobreexpresion de proteinas
La sobreexpresion tanto de la proteina TtgR-(His)s (TtgR con una cola

de hexa-histidina en el extremo C-ter), como de la proteina TtgR silvestre, se
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realiz6 de forma recombinante en la cepa receptora E. coli B834 (DE3)
transformada con los plasmidos pTGF1 o pWilR2 respectivamente. Las células
transformadas fueron puestas a crecer a 30°C, en 2 x 1 litros de medio rico 2 X
YT suplementado con 50 pg/ml de kanamicina, hasta una turbidez (DOsso)
comprendida entre 0,5 y 0,6. Se indujo entonces la sobre expresion de la
proteina anadiendo al medio 1 mM del inductor IPTG y pasando los cultivos a
20°C. Las células se recogieron por centrifugacion a 10 000 g a 4°C, después de 3
h de induccion. El sedimento celular se resuspendié en 40 ml de tampon de lisis
(solucion A para la proteina TtgR-(His)s, solucion HA para la proteina TtgR
silvestre) — véase siguiente apartado “7.2 cromatografia de proteinas” -
suplementado con una pastilla de coctel de inhibidores de proteasas Complete
(Roche Molecular biochemicals, Ref. 1873580), tras lo cual las células se rompieron
en una prensa de French a una presion de 15000 psi. Por ultimo, el lisado se
sometid a centrifugacion a 20000 g, durante 45 min, a 4°C y la fraccion soluble,
constituida por el sobrenadante, se recuperd y paso por un filtro de 0,4 um.

Para comprobar tanto la sobre-expresion de la proteina de interés como
su presencia en la fraccion soluble, se tomaron alicuotas tanto del cultivo antes
y después de la induccidon como de la fraccion soluble, y se analizé su contenido

en proteinas por gel de electroforesis de poliacrilamida (SDS-PAGE).

7.2. Cromatografia de proteinas
Todas las cromatografias de proteinas de llevaron a cabo en un
equipo FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) (AKTA, Amersham

Pharmacia) dotado de un colector de fracciones automatico.

7.2.1. Cromatografia de afinidad en columna de niquel

54



Esta técnica se empled para la purificacion rapida de la proteina TtgR
(His)s utilizando una columna quelante de niquel HiTrap chelating Sepharose (5
ml) (Amersham Pharmacia, Ref.17-0409-01), que permite la retencion de proteinas
portadoras de una cola de histidinas. La columna fue previamente cargada en
niquel con una solucion de cloruro de niquel (0,12 g/ml en acetato aménico 100
mM), posteriormente lavada segun instrucciones del fabricante, y equilibrada
en solucién A (NaH2POs4 25 mM, pH 7,0; glicerol 5% [vol/vol]; NaCl 0,5 M). Tras
cargar en la columna la fracciéon soluble preparada en la misma solucién A
(véase apartado anterior), la elucion de las proteinas retenidas se realizé en un
gradiente lineal de imidazol (0 a 1 M de imidazol en 10 volimenes de columna).
Se recogieron fracciones de 3 ml cuyo contenido en proteina fue analizado por
SDS PAGE. Las fracciones que contenian la proteina TtgR-(His)s (PMA de 24.8
kDa) de forma homogénea se reunieron y sometieron a didlisis en tampon de
almacenamiento (Tris-HCl 10 mM, pH 7,5, NaCl 250 mM; glicerol 50 %
[vol/vol]; EDTA 0,1 mM; DTT 5 mM) durante 12 h a 4°C, y se almacenaron a -
20°C.

7.2.2. Cromatografia de afinidad en columna de heparina

Este método se empled durante el primer paso de la purificacién de la
proteina TtgR silvestre utilizando una columna de heparina HiTrap Heparin HP
(5 ml) (Amersham-Pharmacia, Ref. 17-0407-01), que permite la retencién de
proteinas que interaccionan con el ADN, debido al establecimiento de
interacciones electroestaticas  entre la heparina y los residuos basicos
normalmente sobre-representados en los sitios de uniéon al ADN de dichas
proteinas. La columna fue previamente lavada segun instrucciones del
fabricante y equilibrada en tampén HA (Tris-HCI 10 mM, pH 6,4; NaCl 20 mM,;
glicerol 5 % [vol/vol]; EDTA 0,1 mM). Tras cargar en la columna la fraccion
soluble preparada en la misma solucion HA (véase apartado anterior), la

elucion de las proteinas retenidas se realizé en un gradiente lineal de NaCl (0 a
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0,5 M de NaCl en 25 voliumenes de columna). Se recogieron fracciones de 5 ml
cuyo contenido en proteina fue analizado por SDS PAGE. Las fracciones que
contenian mayoritariamente la proteina TtgR (PMA de 23.8 kDa) se colectaron y
el volumen resultante se concentré por ultrafiltraciéon a través de una
membrana-filtro con poro de exclusion de 10 000 Da (Amicon Millipore, ref.
13622). Para ello se empleé un dispositivo de ultrafiltracion, modelo 8050
(Amicon Millipore, ref. 5122), conectado a una fuente de gas N2 comprimido
seglin instrucciones del fabricante. Una vez alcanzado un volumen de
aproximadamente 2 ml, este se sometio a dialisis en tampdn GF (Tris-HCI 20
mM, pH 7,5; NaCl 250 mM,; glicerol 10 % [vol/vol]; EDTA 0,1 mM; DTT 1 mM)

durante 12 h a 4°C, antes de proseguir con el siguiente paso de purificacion.

7.2.3. Cromatografia de exclusion molecular

Para el segundo paso de la purificacién de la proteina TtgR se llevo a
cabo una cromatografia de exclusién molecular a través de una columna
Superdex 75 HR 10/30 (Amersham-Pharmacia, Ref. 17-5154-01) que permite la
separacion de las proteinas segin su peso molecular o volumen globular. Esta
columna permite la separacion Optima de proteinas cuyo peso molecular estd
comprendido entre 3 kDa y 70 kDa, el tamafio de exclusion siendo de 100 kDa.
Ademas, tras calibrar la columna con proteinas globulares de peso molecular
conocido, se obtiene una curva patron que permite determinar el peso
molecular aparente de una proteina globular en su forma nativa, a partir de su
volumen de elucion.

La columna fue previamente lavada segun instrucciones del fabricante y
equilibrada en tampon GF (Tris-HC1 20 mM, pH 7,5; NaCl 250 mM,; glicerol 10
% [vol/vol]; EDTA 0,1 mM; DIT 1 mM). Se inyectd entre 0,5 y 0,75 ml de
muestra proteica y se colectaron fracciones de 1 ml. El contenido proteico de las
fracciones se analiz6 por SDS-PAGE, tras lo cual se colectaron las fracciones que

contenian la proteina TtgR con una pureza superior al 95%. Por ultimo el
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volumen colectado se concentrd entre 3 y 5 veces por ultrafiltracion (vedse
apartado anterior) y se sometid a didlisis en tampdn de almacenamiento (Tris-
HC1 10 mM, pH 7,5; NaCl 250 mM; glicerol 50 % [vol/vol]; EDTA 0,1 mM; DTT
5 mM) durante 12 h a 4°C. Finalmente se repartié la muestra en alicuotas de 0,2

ml que se almacenaron a -80°C.

7.3.  Electroforesis de proteinas
Para la separacion electroforética de proteinas se utilizo el equipo de
electroforesis vertical “Mini-PROTEAN II” (Biorad, ref. 165-2940) siguiendo las

instrucciones indicadas por el fabricante.

7.3.1. Electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida en condiciones
no desnaturalizantes

Las electroforesis se realizaron en geles de poliacrilamida de 1,0 mm de
espesor preparados en tampodn Tris-glicina 1X (Tris-HCI 25 mM, pH 8,0; glicina
200 mM). La concentracion de poliacrilamida estuvo comprendida entre el 4,5
% y el 12 % (p/v). A 10 pl de muestras de proteinas (o complejo proteina-ADN),
se anadieron 2 pl de tampodn de carga no desnaturalizante (Tris-HCI 40 mM, pH
8,0; glicerol 40 % [p,v]; NaCl 100 mM; EDTA 0,1 mM; azul de bromofenol 0,2 %
[p/v]). Las electroforesis se hicieron en el mismo tampon Tris-glicina 1X, a 60 V

y durante 2 h.

7.3.2. Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida en

presencia de SDS (SDS- PAGE)
Las electroforesis se realizaron utilizando geles discontinuos de
poliacrilamida de 0,75 o 1,0 mm de espesor, de acuerdo con el método descrito

por Laemmli (1970). Cada gel consté de un segmento superior concentrador
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(Tris-HCI 100 mM, pH 6,8; poliacrilamida 3,6 % [p/v]; SDS 0,1 % [p/v]) y un
segmento inferior separador (Tris-HCl 350 mM, pH 8,8, poliacrilamida 10 %
[p/v]; SDS 0,1 % [p/v]). A 10 pl de muestra se anadié un volumen equivalente
de tampon de carga 2X para SDS-PAGE (Tris-HCl 100 mM, pH 6,8 B
mercaptoetanol 10 % [v/v]; azul de bromofenol 0,2 % [p/v]; glicerol 20 % [v/v];
SDS 4 % [p/v]), y se calentd a 85°C durante 5 min. La electroforesis se hizo en
tampon Laemmli 1X (Tris HCI 25 mM, pH 8,3; glicina 250 mM; SDS 0,1 % [p/v]),

a 120 V durante 45 minutos.

7.3.3. Tincion de proteinas con azul de Coomassie

Las proteinas se visualizaron directamente en el gel mediante tincion con
una solucion de azul de Coomassie (0,25 % [p/v] de azul de Coomassie en una
mezcla de metanol:acido acético:agua en proporcion 45:10:45 [v/v/v]). En lugar
de las dos a cuatro horas necesarias por el método tradicional, la tincion se
acelerd calentando en microondas el gel sumergido en la solucion anterior justo
hasta que comenzo a hervir. El gel se agitd entonces durante cinco minutos, a
temperatura ambiente, en esta solucion. Después se agitd a temperatura
ambiente en una solucién de decoloracion (idéntica a la anterior pero sin azul
de Coomassie) que se cambid frecuentemente por solucion fresca, hasta que las

bandas de proteinas se visualizaron con nitidez.

7.3.4. Tincion de proteinas con plata
Para el revelado de los geles de proteinas en condicion no
desnaturalizante, se prefirid la tincion con plata, que ofrece la doble ventaja de

ser mas sensible y de tefiir el ADN en el caso de electroforesis de complejos
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proteina-ADN. Para ello se utiliz6 el kit comercial “Silver stain kit” (Biorad, Ref.

161-0443) siguiendo las instrucciones del fabricante.

7.4. Determinacion de la concentracion en proteinas

La concentracién de proteinas se determind por espectrofotometria
mediante el ensayo de Bradford (1976), utilizando un reactivo de Bradford
comercial (Biorad 500-006). En cada ensayo, se realizé en paralelo una curva
patrén con una solucion fresca de albumina de suero bovino, siguiendo el

protocolo “micro assay” descrito en las instrucciones del fabricante.

8.  Ensayos de retardo en gel

El ensayo se basa en la diferencia de movilidad electroforética entre un
fragmento de ADN y el complejo formado por una proteina unida a ese
fragmento: en este caso la migracion del ADN se ve “retardada” al unirsele una
macromolécula globular de poca movilidad electroforética. En este método se
utilizaron tanto un fragmento de ADN generado por PCR conteniendo la region
intergénica ttgABC-ttgR, como fragmentos de entre 40 y 24 pb, obtenidos
hibridando oligonucledtidos complementarios de sintesis. El fragmento de PCR
se obtuvo de ADN cromosdmico de P. putida DOT-T1E utilizando los cebadores
TtgABCl1 (5’-AACGCTCCGGGGGGCACC-3) y TtgABC2 (5'-
GGGAGACGCTCAAGAG-3'). El fragmento amplificado de 189 pb se purificd y
se procedid a su marcaje radiactivo. En el caso de los oligonucledtidos
complementarios, se mezclaron cantidades equimolares de ambos y se
hibridaron incubandolos 5 minutos a 96°C y dejando bajar la temperatura
lentamente hasta alcanzar la temperatura ambiente.

El marcaje se hizo por el mismo método de marcaje de cebadores (véase
apartado 6.4.1 de esta misma seccion) por fosforilacion con y*?P-ATP (3000 mCi/

mmol) y polinucleétido quinasa.
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El ADN marcado (10 000 cpm equivalentes a unos 5 nM) se incubd
durante 10 minutos con cantidades variables de proteina TtgR purificada (entre
50 nM y 3 uM) en 10 pl finales de tampon de unién (Tris-HCl 10 mM, pH 7,0;
acetato magnésico 10 mM; KCI 10 mM,; glicerol 5 % [v/v]; EDTA 0,1 mM; DTT 1
mM), adicionado de ADN inespecifico (poli dI-dC, 20 pg/ml ) y proteina
inespecifica (albumina de suero bovina, 200 pg/ml). Cuando se utilizaron
efectores en los ensayos, estos se anadieron a la mezcla de unidén en
concentraciones finales que variaban de 0,2 a 1,5 mM. Transcurrido el tiempo
de incubacion, las reacciones se pasaron a 4°C (hielo), se les anadio 2 pl de
tampon de carga no desnaturalizante y las muestras se corrieron por
electroforesis en gel de poliacrilamida al 6% en condiciones no
desnaturalizantes (véase apartado 7.3.1 de esta seccion), en tampdn Tris-glicina
1x, durante 2 horas y a 60 V. Los geles se secaron y se analizaron como se ha
descrito anteriormente (seccion 6.4.3), utilizando el equipo Phosphor imager

personal FX (Biorad).

9.  Ensayos de impronta in vitro (footprint)

En todos los ensayos se empled el mismo fragmento de ADN de 189 pb
utilizado en los ensayos de retardo en gel, que contiene la region intergénica
ttgABC-ttgR. Este fragmento se obtuvo por PCR utilizando por lo tanto los
mismos cebadores TtgABC1 y TtgABC2 (véase apartado anterior), con la
diferencia de que uno de ellos fue previamente radio-marcado por fosforilacion
con polinucledtido quinasa y y**P-ATP (3000 mCi/ mmol) (véase apartado 6.4.1
de esta misma seccion). Asi, para analizar la cadena o hebra superior, se marcé
unicamente el cebador TtgABC1, mientras que para analizar la hebra
complementaria, se marcd el cebador TtgABC2.

Para los ensayos de impronta por proteccion, aproximadamente 20 000

cpm (20 nM) del fragmento de ADN marcado y purificado se incubaron a 30°C,
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en presencia o no de cantidades variables de proteina TtgR (y en presencia o no
de efector), en tampdn de unidn, al igual que para los ensayos de retardo en gel
(véase apartado anterior). Tras 10 minutos de union, la mezcla se sometié al
tratamiento de impronta deseado (véase siguientes apartados). Después del
tratamiento, las muestras de ADN se precipitaron y el sedimento resultante se
prepard y analizo por electroforesis en gel desnaturalizante de poliacrilamida al
6,5 % (p/v), de la misma manera que para el ensayo de extension reversa (véase
apartados 6.4.2. y 6.4.3.), con el cuidado especial de utilizar el mismo nimero de
cpm (~ 5000 cpm) en cada carril del gel.

Para el ensayo llamado del “nucledsido faltante”, el ADN fue
previamente tratado segun se describe a continuacién (véase apartado 9.4.),
para luego ser sometido a un ensayo de retardo en gel (véase apartado
anterior), a razon de unas 30000 cpm por ensayo y utilizando concentraciones
de proteina que dieran aproximadamente 50% de union. Tras la electroforesis,
el gel resultante se cubri6 con una pelicula de plastico transparente antes de ser
revelado. Las bandas de poliacrilamida correspondientes al ADN total (control
en ausencia de proteina), ADN libre, y ADN unido se recortaron del gel y su
contenido en ADN se extrajo en 0,5 ml de tampon TE por difusion a 37°C,
durante 12-14 h. El ADN contenido en el sobrenadante se concentré por
evaporacion al vacio y las muestras se precipitaron y analizaron por

electroforesis en gel desnaturalizante de poliacrilamida al 6,5 % (p/v).

9.1. Footprint de proteccion contra ADNasal
A 10 pl de reaccion de unidn, se anadieron 40 pl de una mezcla de
ADNasa I (ADNasa I diluida a 10 U/ul en Tris-HCI [pH 8,0] 10 mM, KC1 100
mM, MgCl. 5 mM, CaCl: 1 mM, DTT 2 mM). Tras 5 min a 30°C, la reaccién se

61



detuvo afiadiendo 2 pl de EDTA (0,5 M) y el ADN se extrajo con fenol. E1 ADN
fue luego precipitado en etanol y preparado para ser analizado por

electroforesis en gel de poliacrilamida.

9.2. Footprint de proteccion contra metilacion por dimetil sulfato
(DMS)

A 10 pl de reaccion de uniodn, se anadieron 2 pul de dimetil sulfato diluido
al 1,5 % (v/v) en tampon de unidn. Tras 2 min a 30°C, la reaccion se pard
anadiendo 20 pl de solucion DMS Stop (acetato amonico 2,5 M; f-
mercaptoetanol 1M; EDTA 1mM; ARNt de levadura 100 mg/L). El ADN se
extrajo con fenol, fue precipitado en etanol y resuspendido en 30 pl de H20q,
antes de ser sometido a corte durante 30 min a 90°C en 10 % (v/v) de piperidina.
Tras este tratamiento, las muestras se congelaron en N: liquido y se secaron al
vacio. Para eliminar todo resto de piperidina, los sedimentos fueron lavados
dos veces en 100 pl de H2Oq, secados al vacio, y por ultimo resuspendidos

nuevamente en 10 pl de TE para su posterior andlisis por electroforesis.

9.3. Footprint de proteccidon contra radicales hidroxilos (OH)

Para este ensayo de proteccion, tanto la solucion de proteina como el
tampdn de unioén deben carecer de glicerol, ya que interfiere con el radical OH,
por lo que se utilizd tampdn de unidn libre de glicerol. A su vez, el tampdn de
la proteina fue cambiado utilizando columnas Micro bio Spin 6 (Biorad, ref. 732-
6222) segun instrucciones del fabricante. La reaccion esta basada en el protocolo
de Tullius et al. (1986): a 10 ul de reaccién de union, se afiadieron de manera
sucesiva: 4 ul de H20q, 2 pl de solucion férrica (FeSOsNHs [H20]s 100 uM,
EDTA 200 pM), 2 pl de ascorbato sodico a 20 mM y 2 pl de perdxido de
hidrégeno (H202) al 0,3 % (p/v). Tras 3 min de incubacién a 30°C, la reaccion se

pard anadiendo 12 pl de soluciéon OH STOP (6 pl de tiourea [100 mM]; 2 pl de
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EDTA 0,2 M; 4 pl de acetato sodico 3M [pH 4,8]). A continuacion el ADN se
extrajo con fenol y fue luego precipitado en etanol para ser analizado por

electroforesis.

9.4. Ensayo llamado del “nucleésido faltante” o Missing nucleoside
footprint

En esta técnica se trata previamente el ADN con radicales OH:,
generando cortes aleatorios en todo el fragmento de ADN que provocan la
eliminacion fisica de un inico nucledsido en el sitio de corte. Tras el tratamiento
se genera una coleccion de fragmentos de ADN doble cadena que contienen
interrupciones (gaps) repartidas aleatoriamente. Esta coleccion de ADN tratado
se somete a una “seleccidn” in vitro por parte de la proteina de interés (ensayo
de retardo en gel), ya que esta no podra unirse a todas aquellas moléculas de
ADN cuyas bases imprescindibles para la union hayan sido eliminadas por el
tratamiento. Este tipo de moléculas se encontrara preferentemente en la banda
de ADN libre tras el ensayo de retardo en gel, mientras que las moléculas cuyas
bases eliminadas no sean indispensables para la union quedaran en la banda de
ADN unido.

Se preincubaron a 30°C, 25 pl de ADN marcado (~ 150000 cpm) con 45 pl
de H20a durante 5 min, tras lo cual se anadié de manera sucesiva: 10 ul de
solucion férrica (FeSOsNH4 [H20]s 100 uM, EDTA 200 uM), 10 pl de ascorbato
sodico a 20 mM y 10 pl de peroxido de hidrégeno (H202) al 0,3 % (p/v). Tras 3
min de incubacion a 30°C, la reaccion se pard con 50 pl de solucién STOP (30 pl
de tiourea [100 mM]; 10 ul de EDTA 0,2 M; 20 pl de acetato sddico 3M [pH 4,8]).
A continuacion, se anadid 0,5 ml de etanol 100% y se dejo precipitar al menos 30
min en hielo seco 0 12 h a -20°C. Se centrifug6 20 min a 10 000 g, el sedimento se

lavé dos veces en etanol al 70 % (vol/vol) y se resuspendio en 25 ul de TE. A
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continuacion, se llevaron a cabo los ensayos de retardo en gel, para la

identificacion y corte de las bandas de poliacrilamida a analizar.

10. Ultracentrifugacion analitica  por  velocidad de

sedimentacion.

La técnica de ultracentrifugacion analitica es el método mas apropiado
para la determinacion de la masa molecular y forma global aproximada de
macromoléculas y, sobre todo, para la deteccion y la caracterizacion
cuantitativa (estequiometria, afinidad, reversibilidad) de interacciones
macromoleculares en disolucion. En la modalidad de velocidad de
sedimentacion las macromoléculas son fraccionadas en campos centrifugos
elevados en base a las diferencias en coeficiente de sedimentacion (una funcién
de la masa, la densidad, y la forma macromolecular). La primera informacion
que estos experimentos nos dardn es el grado de homogeneidad o
heterogeneidad de los complejos macromoleculares. Este fraccionamiento
también puede ser muy util para detectar y cuantificar la estequiometria y la
afinidad de dichos complejos. El andlisis de la dependencia con el tiempo de los
gradientes de soluto permite estimar el coeficiente de sedimentacion y la masa
molecular de cada especie que sedimenta. De esta informacion podemos
también estimar y determinar la forma aproximada de las distintas especies
moleculares que sedimentan (tanto los componentes libres como los complejos

formados).

Procedimiento experimental:

La deteccion de la formacion de complejos TtgR-ADN, y su posterior
cuantificacién, se llevd a cabo mediante velocidad de sedimentacion. La
estrategia experimental consisti6 en determinar el comportamiento en

sedimentacion de la proteina en ausencia y en presencia de ADN. La

64



concentracion de ADN en estos experimentos se mantuvo fija (1 uM), mientras
que la proteina se varid entre 1 y 30 uM. Los experimentos de velocidad de
sedimentacion se realizaron a 20°C en tampon de unién (Tris-HCI 10 mM, pH
7,0; acetato magnésico 10 mM; KCl 10 mM; glicerol 5 % [v/v]; EDTA 0,1 mM;
con 1 mM TCEP en lugar de DTT). Las muestras se centrifugaron a 50,000 rpm
en una ultracentrifuga modelo XL-A (Beckman-Coulter Inc.), equipada con un
sistema Optico UV-VIS para la deteccion de la concentracion de solutos,
empleando un rotor An60Ti y piezas centrales de doble sector fabricadas en
Epon-charcoal, de 12mm de paso Optico. Los perfiles de sedimentacion se
midieron cada cinco minutos a una absorbancia de 260 y 275 nm. El andlisis de
los perfiles de velocidad de sedimentacion se realizo mediante el modelado
global de los frentes de sedimentacion a la ecuacion de transporte de Lamm, de
acuerdo con los procedimientos numéricos implementados en el programa
SEDFIT. Este andlisis permitié calcular las correspondientes distribuciones de
coeficiente de sedimentacion, c(s) (Laue et al., 1992). Estos valores de
coeficientes de sedimentacion fueron corregidos a condiciones estandar (20°C y
agua, denominado s20,w; van Holde, 1986) usando el programa SEDNTERP
(Laue et al., 1992). El posterior analisis hidrodindmico tanto de los componentes
individuales como del complejo nucleoproteico, se realizd mediante el
programa SEDFIT. Asi, por ejemplo, se han podido determinar las
correspondientes relaciones de friccion translacional (f/fo, donde fo denota la
friccion de la esfera equivalente en tamano), que nos da informacion sobre el
grado de compactacion de la especie macromolecular que sedimenta (Waxman

et al., 1993).
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11. Calorimetria de titulacion isotérmica

Los ensayos de calorimetria de titulacion isotérmica se llevaron a cabo en
un microcalorimetro VP-ITC (MicroCal Inc.), haciendo variar, segun el caso, la
temperatura de la titulacion, o el tampon del ensayo. El equipo consta de dos
celdas idénticas de 1,4204 ml, una de referencia y otra que recibe la muestra a
titular (p. ej. proteina), y de una jeringuilla o inyector micrométrico de 300 pl de
capacidad, que se rellena con la solucion titulante (p. ej. ligando) y sirve el
mismo de agitador. Todo el sistema estd termostateado, el equipo mide por lo
tanto la diferencia de calor entre las dos celdas generada por cada inyeccion.

Para la titulacion de la proteina TtgR con sus efectores o su ADN diana,
el ensayo se hizo generalmente en sentido reverso (solucién de proteina en la
celda, titulada con una solucién de efector o ADN), aunque, para la union al
ADN, también se realizaron ensayos en sentido directo (soluciéon de ADN en la
celda, titulada con una solucion de proteina).

Los tampones utilizados fueron: tampdn de unién (Tris-HCl 10 mM, pH
7,0; acetato magnésico 10 mM; KCl 10 mM; glicerol 5 % [v/v]; EDTA 0,1 mM;
DTT 1 mM) o, en el caso de algunos ensayos de union a efectores, tampdn Pipes
(pipes 25 mM, pH 7,0; NaCl 250 mM; acetato magnésico 10 mM; KCl 10 mM,;
glicerol 5 % [v/v]; EDTA 0,1 mM; DTT 1 mM).

Preparacion de las muestras:

La proteina se sometié a didlisis (2-5 ml) en 1 litro de tampdn, a 4°C
durante al menos 6 h. A continuacion la solucion de proteina se filtro (filtro de
0,4 um) y cuantifico (Bradford). Para la titulacion de proteina con ADN, se
utilizaron fragmentos de ADN de entre 30 y 40 pb generados por anillamiento
de oligonucledtidos complementarios. Ambas soluciones (proteina y ADN) se
sometieron a didlisis conjuntamente. Las concentraciones, tanto de proteina

como de ADN, se ajustaron por dilucién en el mismo tampon de didlisis
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filtrado, previa cuantificacion. Por su parte, las soluciones de efectores se
prepararon al momento en tampodn de didlisis filtrado.

Todas las soluciones se desgasificaron al vacio durante al menos 5 min, al
momento de iniciar el ensayo en el microcalorimetro, siguiendo las

instrucciones del equipo.

Titulacion:

Las titulaciones consistieron en 30 — 90 inyecciones de entre 3 a 10 pl (la
primera de 2 pl siendo descartada debido a la difusiéon durante el equilibro),
separadas entre ellas por 4 min, y con una velocidad de inyeccion de 0,5 pl/ seg.

La agitacion del inyector se fijo a 300 rpm para todo el ensayo.

Analisis de datos:

La integracion de los picos correspondientes al calor de cada inyeccion y
su posterior andlisis se hicieron con los algoritmos contenidos en el programa
Origin (MicroCal) suministrado con el equipo. Se utilizaron los modelos one
binding site (un solo tipo de sitio de union independiente), o sequential binding
sites (dos o mas tipos de sitios de unidon dependientes) segiin el caso, que
permiten determinar las constantes AH (entalpia de unidn) y Ka (constante de
equilibrio de unién). Conociendo estas dos constantes, se deduce facilmente la
constante AS (entropia de union) por la ecuacion de la energia libre de Gibbs

(AG):

AG = -RT InKa= AH - TAS AS=(AH - AG)/ T

Por ultimo, otro parametro de interés dado esta vez por la curva de

titulacion misma, es la estequiometria de union (n).
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CAPITULO1

CARACTERIZACION FUNCIONAL IN VIVO DEL SISTEMA
TtgABC -TtgR de P. putida DOT-T1E

71



72



1. Caracterizacion funcional de la bomba TtgABC como elemento de
resistencia multiple a antibioticos y agentes antimicrobianos

Los primeros estudios de tolerancia a disolventes organicos llevados a
cabo en la cepa P. putida DOT-T1E (Ramos et al., 1998) indicaban ya la
implicacion de la bomba TtgABC en la resistencia a algunos antibioticos como
cloramfenicol, ampicilina y tetraciclina. La posterior identificacion de un
segundo transportador homdlogo, TtgDEF (Mosqueda et al. 2000), vy,
posteriormente, de un tercero, TtgGHI (Rojas et al. 2001), ambos implicados
junto con TtgABC en la tolerancia a disolventes organicos, hacia necesario
definir y caracterizar el grado de implicacion de cada uno de estos
transportadores en la resistencia multiple a antibidticos. El estudio del sistema
TtgABC-TtgR se realizé entonces en las cepas DOT-T1E silvestre, la cepa DOT-
T1E13 (ttgR"), la cepa DOT-T1E30 (ttgD-, ttgH") que porta tinicamente la bomba
TtgABC, y la cepa DOT-T1E34 (ttgD-, ttgH, ttgB’) deficiente en los tres
transportadores. Se utilizo el método de diluciones seriadas para determinar la
concentracion inhibitoria minima (CIM) de distintos tipos de antibioticos y
agentes biocidas o mutagénicos (ampicilina, carbenicilina, cloramfenicol,
tetraciclina, dcido nalidixico, norfloxacina, estreptomicina, triclosan y bromuro
de etidio), asi como de otros compuestos con capacidad antimicrobiana, de
origen vegetal (cumestrol, berberina, quercetina, floretina, naringenina). Los

resultados se recogen en las tablas 4 y 5.
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Tabla 4. Susceptibilidad de la cepa P. putida DOT-T1E y derivadas a agentes
antimicrobianos.

CIM (ug/ml)
Cepa Ap Cb Cm Ctx Nal Nor Sm Tc Tc BrEt
DOT-T1E 128 256 64 16 64 25 12 4 >2000 2500

DOT-T1E18 8 8 8 2 8 0625 3 025 16 625
DOT-T1E30 128 256 64 16 64 1,25 R 2 >2000 2500
DOT-T1E34 4 4 8 0,25 4 0313 R 0125 <2 625
DOT-T1E13 256 512 128 32 128 5 24 8 >2000 5000

R, resistente (la cepa lleva un marcador de resistencia al antibidtico); Ap, ampicilina; Cb,
carbenicilina; Cm, cloramfenicol; Ctx, cefotaxima; Nal, acido nalidixico; Nor, norfloxacina; Sm,
estreptomicina; Tc, tetraciclina; Tcl, triclosan; BrEt, bromuro de etidio.

Se observd que los valores de CIM, para todos los antibioticos y
compuestos ensayados, eran muy superiores en la cepa silvestre T1E en
comparacion con los de la cepa T1E18, deficiente en el transportador TtgABC,
siendo una evidencia clara de que este transportador confiere resistencia a
multiples antibioticos (Tabla 4). Asi, TtgABC es capaz de expulsar una amplia
bateria de antibioticos clinicamente importantes y de distintos tipos y
estructuras, ademas de otros agentes como el potente biocida triclosan o
bromuro de etidio, un agente mutagénico.

No obstante, se podria pensar que la diferencia de susceptibilidad entre
las cepa DOT-T1E y DOT-T1E18 no era consecuencia directa de la falta del
transportador TtgB, sino debida a un efecto pleiotrépico de la mutacion por
alteracion del equilibrio de las proteinas de membrana. Sin embargo esta
hipdtesis se descartd al observar que la resistencia de la cepa DOT-T1E30, una
cepa mutante deficiente en dos de los tres transportadores homologos Ttg,
resultaba ser comparable a la de la cepa silvestre. Este resultado, junto con los
obtenidos en el mutante DOT-T1E34, para el cual se observaron valores de CIM
muy bajos y comparables a los de la cepa T1E18, muestran que de los tres

transportadores homologos Ttg identificados en P. putida DOT-T1E, solo la
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bomba TtgABC es necesaria y suficiente para alcanzar los altos niveles de
resistencia a antibioticos observados.

Por otro lado, en la cepa DOT-T1E13, mutante deficiente en el represor TtgR
del operén ttgABC, se observd que los valores de CIM de los compuestos
ensayados eran superiores a los de la cepa silvestre, un resultado ya observado
previamente para algunos antibioticos (Duque et al. 2001), y que indica que el
aumento de la expresion de un transportador, en este caso por falta de
represion ejercida por el regulador TtgR, provoca un aumento del nivel de
resistencia. Este tltimo resultado corrobora la implicacion de la bomba TtgABC
en la expulsiéon de antibidticos y biocidas de distinto tipo y estructura,
constituyéndose como un elemento fundamental en la resistencia multiple a
antibidticos de la cepa P. putida DOT-T1E.

Siendo P. putida una bacteria ubicua en el suelo y capaz de colonizar
tanto semillas como raices de plantas (Espinosa-Urgel et al., 2002) y dada la
fuerte similitud de la bomba TtgABC con transportadores existentes en otras
bacterias del suelo asociadas a plantas, para alguno de los cuales se ha
demostrado su implicacion en la resistencia frente a agentes antimicrobianos
vegetales (Burse et al., 2004; Palumbo et al., 1998), surgid la inquietud de saber si
TtgABC también podia conferir a P. putida DOT-T1E este tipo de resistencia. Se
realizaron para ello los ensayos de determinacion de CIM (tabla 5), con algunas
modificaciones, ya que, la actividad antibacteriana de algunos antibioticos de
origen vegetal solo es visible con el uso combinado de inhibidores de
transportadores (Tegos et al., 2002), un recurso utilizado en la naturaleza por las
mismas plantas para luchar contra bacterias patdgenas (Stermitz et al., 2000 a,b).
Por lo tanto, las determinaciones de CIM se realizaron en ausencia y presencia
del inhibidor MCz0 (fenilalanina-arginina- B-naftilamida), un compuesto

descrito como inhibidor de transportadores de tipo RND (Renau et al., 1999).
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Tabla 5. Susceptibilidad de la cepa P. putida DOT-T1E y derivadas a
compuestos antimicrobianos de origen vegetal.

CIM (pg/ml)

CEPA Flo Quer Cum Berb Nar
T1E 2240 1080 400 1060 29000
T1E18 560 67,5 400 1060 3600
T1E13 2240 1080 400 1060 29000

Flo, floretina; Quer, quercetina; Cum, cumestrol; Berb, berberina; Nar, naringenina; * : ensayos
realizados en presencia del inhibidor MCzor110a una concentracion sub letal (10 pg/ml).

En ausencia del inhibidor, los valores de CIM obtenidos para este grupo
de compuestos vegetales frente a la cepa silvestre fueron superiores a los
obtenidos en el caso de antibioticos cldsicos, valores que superaban en algunos
casos el orden del mg/ml (tabla 5), cercanos al limite de solubilidad. Un perfil
similar presento la cepa mutante DOT-T1E13, sin que se observara variacion
alguna en las CIM de estos compuestos. Por tanto P. putida DOT-T1E parecia
altamente resistente a este tipo de compuestos de origen vegetal. En la cepa
mutante DOT-T1E18, no se observaron cambios en la susceptibilidad frente a
cumestrol y berberina, sugiriendo que ninguno de estos dos compuestos era
expulsado por la bomba TtgABC. No obstante, en esta misma cepa se observo
un claro aumento de susceptibilidad frente a los compuestos floretina,
quercetina y naringenina (Tabla 5), indicando que eran sustratos de la bomba
TtgABC. Incluso, en el caso de la quercetina, se obtuvo una CIM de 67,5 pg/ml,
un valor equiparable al obtenido para antibidticos clasicos, lo que lo convierte
en un compuesto vegetal con actividad antibacteriana significativa sobre la cepa
DOT-T1E18. Este ultimo resultado constituye la primera evidencia de la
implicacion de la bomba TtgABC en la resistencia de P. putida DOT-T1E a

agentes antimicrobianos derivados de plantas.



La presencia del inhibidor MCzo7110, adicionado a una concentracion sub-
letal, potencié significativamente la actividad antimicrobiana sobre la cepa
silvestre, no solo de la quercetina, la naringenina, y la floretina, sino también
del cumestrol. Ademas, los valores correspondientes de CIM fueron inferiores a
los que se habian obtenido en la cepa DOT-T1E18 en ausencia del inhibidor
(Tabla 5). Lo cual indica que estas moléculas senal de plantas tienen una
actividad antibacteriana potencial sobre P. putida DOT-T1E, y al mismo tiempo,
pone en evidencia la existencia de transportadores de tipo RND adicionales en
esta cepa, que confieren, junto con TtgABC, resistencia frente a esta clase de
agentes antimicrobianos de origen vegetal. La berberina fue el tiinico compuesto
ensayado, cuya accion no fue potenciada significativamente en presencia del
inhibidor.

En la cepa DOT-T1E13, los valores de CIM en presencia del inhibidor
fueron idénticos a los de la cepa silvestre, sin embargo, en la cepa DOT-T1E18
se observd un significativo aumento de la susceptilidad a floretina, quercetina,
cumestrol y naringenina, comparado con la cepa silvestre (Tabla 5). Esta
pérdida de resistencia debida a la ausencia del transportador TtgABC, indica
que el inhibidor MCx10 no inhibe completamente la actividad de este
transportador, al menos en las condiciones del ensayo, al mismo tiempo que
confirma la participacion de la bomba TtgABC en la resistencia de P. putida

DOT-T1E frente a estos agentes antimicrobianos de origen vegetal.

2. Estudio y caracterizacion de los promotores PttgABC y PttgR

2.1 Organizacion génica de los genes ttgABC en operdn
El andlisis de las secuencias de los genes ttgA, ttgB y ttgC (vease apéndice
1) daba por evidente la organizacion en operon de estos tres genes, ya que el
codon iniciador del gen ttgC solapa con el codon terminador del gen ttgB, y el

coddn iniciador del gen ttgB estd separado del codon terminador del gen ttgA

77



por tan soélo 3 bases. Sin embargo, no se habian aportado evidencias
experimentales para mostrar que ttgABC fuera una unidad tnica de
transcripcion. Para demostrarlo, se realizaron ensayos de transcripcion reversa
acoplada a una reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR) a partir de ARN
total aislado de células de P. putida DOT-T1E cultivadas en medio rico LB. Los
oligonucleotidos utilizados se disefiaron por pares correspondientes al final y
principio de dos genes consecutivos (ttgA-ttgB y ttgB-ttgC, figura 3A). Los
productos de RT-PCR y sus respectivos controles se analizaron por
electroforesis en gel de agarosa (figura 3B). Se obtuvieron amplificaciones del
tamafo esperado para cada par de oligonucledtido (526 pb para el par
RTAB+/RTAB- y 368 pb para el par RTBC+/RTBC-), no obteniéndose
amplificacion en los controles negativos correspondientes, cuya mezcla no
contenia trancriptasa reversa, pero si ADN polimerasa termoresistente (Taq
polimerasa). Se demostro asi la existencia de un mensajero tnico para los genes
ttgA y ttgB por una parte, y ttgB y ttgC por otra, con lo cual quedaba
demostrado que los genes ttgABC formaban parte de una misma unidad

transcripcional.
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Figura 3. Analisis mediante RT-PCR de la organizacon transcipcional de los
genes colindantes tfgABC en P. putida DOT-T1E.

A. Esquema de la localizacion de los cebadores utilizados en cada amplificacion dentro de los
genes {tgABC (para mas detalles de la secuencia, véase anexo 1). Los triangulos indican la
localizacion de los puntos de inicio de la transcripcion de los genes ttgR y ttgA y su direccion de
transcripcion. Las flechas representan los cebadores utilizados en los ensayos de RT-PCR y los
numeros el tamafio esperado del ADN amplificado.

B. Fotografia del gel de agarosa con los productos de RT-PCR.

Amplificaciones con el par de cebadores RTAB+ y RTAB- utilizando como molde ADN
cromosdmico (1) o ARN total (2). Amplificaciones con el par de cebadores RTBC+ y RTBC-
utilizando como molde ADN cromosomico (4) o ARN total (3). Controles negativos de las
reacciones 2 y 3 utilizando una mezcla desprovista de transcriptasa reversa pero con Tag ADN
polimerasa (5 y 6 respectivamente).

En el margen izquierdo se indican los tamarfios en pb de los patrones de peso molecular.

2.2 Expresion in vivo del operén ttgABC y del gen regulador ttgR en
respuesta a disolventes y antibiéticos
Estudios previos habian mostrado que la expresion basal del operdn
ttgABC disminuia en respuesta a la presencia de tolueno en el medio de
crecimiento, a diferencia del gen ttgR, cuya expresion basal aumentaba al
menos 4 veces en respuesta a tolueno (Duque et al., 2001). Con la finalidad de
corroborar este resultado y realizar estudios similares de expresion en respuesta
a otros compuestos de interés, se midio la actividad de los promotores del

operdn ttgABC (Pugasc), y del gen ttgR (Pugr), cuantificando los niveles de ARNm
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correspondientes a cada uno de ellos por extension reversa a partir de cebador
(figura 4). El ARN total fue aislado de cultivos de la cepa silvestre T1E crecida
en medio rico (LB), en presencia o no de distintos sustratos de la bomba
TtgABC a concentraciones sub letales (tolueno, estireno, cloramfenicol,
ampicilina, tetraciclina, estreptomicina, carbenicilina, acido nalidixico). Las
células se recogieron en fase exponencial tardia (DOsso=1) y el ARN total se aislo

y cuantifico seguin se describe en Materiales y Métodos.
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Figura 4. Expresion de los genes ttfgABC y ttgR en la cepa silvestre DOT-T1E

en respuesta a disolventes y antibidticos.

Actividad de los promotores Pugasc (A) y Pugr (B) en respuesta a disolventes y antibidticos
presentes en el medio de cultivo a las concentraciones siguientes: tolueno, 3 mM (tol); estireno,
3 mM (est); cloramfenicol, 30 pg/ml (Cm); carbenicilina, 120 ng/ml (Cb), estreptomicina, 6 pg/ml
(Sm); ampicilina 64 pg/ml (Ap); acido nalidixico 30 pg/ml (Nal); tetraciclina, 1 pg/ml (Tc). Las
calles (-) corresponden al nivel basal de expresién en medio LB. En cada ensayo de extension
reversa se utilizaron 10 y 20 pg de ARN total para Pugr y Pugasc respectivamente. C, niveles
relativos de induccidn de Prgasc () y Prgr (M) respecto al nivel basal tras la cuantificacion de las
bandas de ADNc (promedio de dos series de experimentos independientes).
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Los resultados obtenidos tras la cuantificacion de la intensidad de las
bandas de ADNc (figura 4 C) muestran en promedio que la expresion del
operon ttgABC aumenta respecto al nivel basal en presencia de tolueno (1,7
veces), estireno (3,5 veces), cloramfenicol (4,5 veces) y tetraciclina (2,6 veces), y
no varia significativamente en presencia de los demads antibioticos ensayados
(ampicilina, carbenicilina, dcido nalidixico y estreptomicina; <1,5 veces), aun
siendo éstos sustratos de la bomba TtgABC. Se debe por lo tanto establecer una
distincion entre compuestos que son sustratos de la bomba TtgABC y los que, a
su vez, inducen un aumento en la expresion de ésta. Estos resultados difieren
de los que hasta ahora describian la expresion de este transportador como
constitutiva (Ramos et al., 1998; Duque et al., 2001; Rojas et al., 2001), ya que se
obtienen niveles de induccion de hasta 4,5 veces. Otra diferencia que cabe
sefalar, es la respuesta a disolventes orgdanicos: la presencia de tolueno y de
manera mas significativa de estireno, promovié un aumento de la expresion del
operdn ttgABC, lo que contrasta con los anteriores ensayos con tolueno, en los
que se describia una disminucién de la expresion de la bomba (Duque et al.,
2001).

Por su parte, la actividad del promotor Pugr presentd el mismo perfil de
expresion que el de la bomba (figura 4 B), con unos niveles de expresion
globalmente superiores (se utiliz6 la mitad de ARN total en cada ensayo), y
unos niveles de inducciéon mayores, pero con tendencias similares. En efecto, se
observd un aumento en los niveles de ARNm de 1,8 veces en respuesta a
tolueno, pero el factor de induccion fue mayor en presencia de estireno (6 veces)
y de antibidticos como cloramfenicol (5,5 veces) o tetraciclina (2,8 veces). En
presencia de los demads antibidticos ampicilina, carbenicilina, dcido nalidixico y
estreptomicina, la induccién fue similar o inferior a la del tolueno (< 1,7 veces).

Asi, de esta primera serie de resultados hay que destacar, primero, que el
tolueno no parece ser un disolvente organico que induzca significativamente la

expresion de ambos promotores, segundo, que antibioticos como cloramfenicol
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o tetraciclina son claros inductores de la expresion de estos genes, y tercero, que
transportador y regulador presentan un perfil muy similar de la expresién de
sus genes, lo que sugiere una co-regulacion probablemente consecuencia del
solapamiento de sus regiones promotoras.

El andlisis de la expresion en el mutante DOT-T1E13 (ttgR") muestra, tal y
como se habia descrito anteriormente, una desrepresion de la expresidon basal
de los genes de la bomba TtgABC y del regulador TtgR (figura 5 A),
confirmando tanto el caracter represor de este regulador, como la

autoregulacion negativa de éste.

Py
'gABC
A PttgABC B
T1E T1E13 - Cm est tol Tc
Ptth
Ptth
> T —— - -
TIE T1E13 - Cm est tol Tc
C
3,
25 |

1.5 I I
14 T I
0.5 I
0 T T T T
_ Cm est tol Tc

Figura 5. Expresion de los genes ttgABC y ttgR en la cepa mutante DOT-

T1E13 en respuesta a disolventes y antibiodticos.

A, actividad basal en la cepa silvestre DOT-T1E y mutante DOT-T1E13 de los promotores Pigasc
y Pusr. B, actividad de los promotores Pugasc y Pugr en la cepa DOT-T1E13, en respuesta a
disolventes y antibidticos presentes en el medio de cultivo. Nivel basal (-); tolueno, 3 mM (tol);
estireno, 3 mM (est); cloramfenicol, 30 pg/ml (Cm); tetraciclina 1 pg/ml (Tc). C, niveles relativos
de induccién de Pugasc () y Pugr (M) respecto al nivel basal, tras la cuantificacion de las bandas
de ADNc (promedio de dos series de experimentos independientes).
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Los niveles de desrepresion alcanzados para ambos promotores (6 y 8
veces para Pugasc y Pugr respectivamente (figura 5 A), fueron mayores que los
niveles de induccion méaximos obtenidos en la cepa silvestre (4 y 6 veces
respectivamente, figura 4 C), sugiriendo que, auin en presencia de inductores,
TtgR sigue ejerciendo cierto grado de represion en ambos promotores. La
presencia de inductores no consigue en este caso la desrepresion total de estos
promotores, probablemente debido al aumento paralelo de la expresion del
represor TtgR, previniéndose asi una sobreexpresion descontrolada de la
bomba que podria ser perjudicial para la célula en términos energéticos y de
integridad de membrana (Lee y Edlin, 1985; Nguyen et al., 1989).

Por otro lado, la expresion tanto del operdn ttgABC como del regulador
ttgR, en presencia de antibidticos y disolventes en el mutante DOT-T1E13
(figura 5, B y C), resultd ser practicamente constitutiva, con niveles de
induccion bajos (entre 0,85 y 1,45), excepto para el estireno (1,75 — 1,92). Esta
ausencia de una induccion significativa de la expresion génica en presencia de
inductores, asi como la desrepresion observada en ausencia de TtgR, apuntan
hacia la implicacion directa del represor TtgR en la regulaciéon tanto por

antibidticos como por disolventes organicos de los genes ttgABC y ttgR.

2.3 Actividad de los promotores Pigasc y Pugr en funcion de la fase de
crecimiento

La expresion de transportadores de antibidticos y disolventes,
homodlogos a TtgABC, codificados por los operones acrAB en E. coli y mexAB en
P. aeruginosa, depende de la fase de crecimiento, ambos alcanzando un maximo
nivel de expresion en fase exponencial tardia (Ma et al., 1995 y 1996; Evans et al.,
1995; Sanchez et al., 2002). Con objeto de analizar este aspecto en P. putida DOT-
T1E, se utilizaron los plasmidos pED14 y pED13, que portan las fusiones

transcripcionales Pugasc::’lacZ y Pugr:’lacZ, respectivamente. Estas construcciones

83



se introdujeron en la cepa T1E mediante electroporacion, y la actividad basal de
los promotores se cuantificé midiendo la actividad B-galactosidasa a lo largo de
la curva de crecimiento (Figura 6). Ambos promotores presentaron un
comportamiento similar, alcanzando un nivel de expresion basal maximo en
fase exponencial tardia (45#4 UM y 111+9 UM para Pugasc y Pugr
respectivamente), nivel que fue disminuyendo paulatinamente conforme las
células entraban en fase estacionaria. A pesar de esta disminucién, ambos
promotores mantuvieron cierto nivel de actividad después de 10 horas iniciada

la fase estacionaria (34+5 UM y 9148 UM para Pugasc y Prgr respectivamente).
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Figura 6. Efecto de la fase de crecimiento sobre la actividad de los promotores
Pugapc y Pugr de P. putida DOT-T1E.

Células de P. putida DOT-T1E portando los plasmidos pED14 (Puga:’lacZ, ®), pED13 (Pugr::’lacZ,
0), y pMP220 (A), fueron puestas a crecer en medio LB con tetraciclina, a 30°C y en agitacion
durante 18 h. La turbidez celular (DOee, grafico insertado) y la actividad B-galactosidasa
(unidades Miller, UM), se midieron cada hora hasta alcanzar la fase estacionaria, y a las 10 h

después de haber entrado en esta fase. Los resultados corresponden al promedio de 3
experimentos con su correspondiente desviacion estandar.
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2.4 Identificacion de factores sigma implicados en la transcripcion de los
genes ttgABCy ttgR.

Los resultados anteriores reflejaban la expresion basal a nivel
transcripcional de ttgABC y ttgR a lo largo de la curva de crecimiento. Estos
genes se transcriben en fase exponencial alcanzando su méaxima expresion al
final de ésta. Una vez entrado en fase estacionaria, aunque la actividad parece ir
disminuyendo, sigue habiendo un nivel de transcripcion basal significativo.
Estas caracteristicas, junto con la gran similitud de secuencia que presentan las
regiones -10 y -35 de ambos promotores con las correspondientes secuencias
consenso de promotores dependientes del factor de transcripcion 67 (figura 1.B,
Duque et al., 2001), sugerian que la transcripcion podia ser dependiente del
factor 6° y de o5 en fase estacionaria, como se ha descrito para algunos
promotores dependiente de 67 (Ishihama, 1999, Henge-Aronis, 2002).

Para corroborar esta hipdtesis, se utilizaron cepas mutantes en cada uno
de estos factores sigma como hospedadoras de los plasmidos pED13 y pED14.
Por un lado, la cepa E. coli UQ285 mutante termosensible en rpoD, en la que el
factor 67 es funcional a temperaturas permisivas (30 - 37°C) y no funcional a
42°C (Nakamura et al., 1983). Y por otro lado, la cepa P. putida C1R1, derivada
de P. putida KT2440 deficiente en el factor 65 (Ramos-Gonzalez et al., 1998).

En la cepa E. coli UQ285, la actividad de los promotores Pigasc y Prgr
portados por los pldsmidos pED14 y pED13 respectivamente, se midid
cuantificando los niveles de ARNm por extension reversa a partir de cebador
(figura 7). E1 ARN total se aisl6 a partir muestras celulares de las cepas
transformadas, cultivadas en medio rico (LB) y a 37°C, tomadas en dos
condiciones: una en fase exponencial (DO660=0,4) y otra a principios de fase
estacionaria (DO660=3,2) (figura 7 A). Tras dividir las muestras en dos partes

alicuotas, cada una fue sometida a una incubaciéon de 30 min a 37°C y 42°C
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respectivamente, con objeto de comprobar el efecto de la inactivacion de o7

sobre la actividad transcripcional de los promotores Pigasc y Pigr.
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Figura 7. Transcripcién desde los promotores Pigasc y Pugr en la cepa E. coli

UQ285 (RpoD*).
A. Curvas de crecimiento de cultivos de E. coli UQ285 portando los plamidos pED13 (A), y

pED14 (©). Las flechas ilustran la toma de muestras en fase exponencial (1) y estacionaria (2).

B. Niveles de mensajeros transcritos desde los promotores Pigasc y Pugr en la cepa E. coli UQ285.
Las muestras (1 y 2) de cada cultivo fueron divididas en dos, y cada mitad fue incubada a 37°C
y 42°C durante 30 minutos, antes de aislar el ARN total. Los resultados mostrados son
representativos de dos experimentos independientes.

La cuantificacion de las bandas de ADNc correspondientes a los
mensajeros transcritos desde los promotores Pugasc y Pugr reveld una notable
disminucion (>80 %) de los niveles de mensajeros en las muestras incubadas a
42°C, ya sean de fase exponencial o tardia. Estos resultados evidencian por lo
tanto que ambos promotores dependen del factor 67 para su transcripcion tanto
en fase exponencial como en fase estacionaria. Por otro lado, la mayor
intensidad de las bandas de ADNc observada en fase estacionaria, es acorde

con los resultados de B-galactosidasa en P. putida DOT-T1E, en los que se
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obtuvo un maximo nivel de expresién en este mismo momento de la fase de
crecimiento.

Para ver, esta vez, el papel del factor c° sobre la transcripcion de estos
genes, se utilizaron las cepas isogénicas P. putida KT2440 (silvestre) y P. putida
CIR1 (rpoS’), transformadas con los plasmidos pED13 y pED14, se midio la
actividad B-galactosidasa, a lo largo de la curva de crecimiento, tal y como se
hizo para la cepa P. putida DOT-T1E (figura 8). No se detectaron diferencias
significativas en los perfiles de actividad de los promotores Pugasc y Pugr entre la
cepa mutante C1R1 y la cepa silvestre, en toda la curva de crecimiento, incluso
en fase estacionaria. Lo que muestra que la transcripcién desde estos dos

promotores no es dependiente del factor S.
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Figura 8. Actividad de Pugasc y Pugr en las cepas P. putida KT2440 y C1R1
(rpo$S).

Células de P.putida KT2440 (simbolos negros) y P. putida C1R1 (simbolos blancos) portando los
plasmidos pED13 (rombos), y pED14 (triangulos) fueron puestas a crecer en medio LB con
tetraciclina, a 30°C y en agitacion durante 18 h. La turbidez celular (DOsso, grafico insertado) y
la actividad B-galactosidasa (unidades Miller, UM), se midieron cada hora hasta alcanzar la fase
estacionaria, y a las 10 h después de haber entrado en esta fase. Los resultados corresponden al
promedio de 3 experimentos, con su correspondiente desviacion estandar.

87



2.5 Efecto de diversos tipos de estrés sobre la expresion del operdn
ttgABC.

La expresion del sistema de transporte AcrAB de E. coli, homologo a
TtgABC, aumenta en respuesta a condiciones de estrés general (Ma et al. 1995;
Aono, 1998). Con el fin de explorar esta posibilidad en P. putida DOT-TI1E, se
midid la actividad de su promotor en células sometidas a distintos tipos de
estrés. Se evaluaron las respuestas a estrés por choque oxidativo (perdxido de
hidrégeno 0,1% [p/v]), etanodlico (etanol 4% [v/v]), osmotico (NaCl 0,5 M),
térmico (42°C), o por detergentes (SDS 0,03% [p/v] y triton 0,1% [v/v]) (figura 9).

De todos los tipos de estrés a que fue sometida la cepa DOT-T1E, solo el
choque etandlico produjo un aumento significativo de la expresion del operon
ttgABC (1,7 veces). Por otro lado, la obtencion de una induccion similar en el
mutante DOT-T1E13 (resultado no mostrado), demostraba que este aumento de
la expresion de ttgABC era independiente del regulador TtgR. No obstante, al
no detectarse un comportamiento similar en respuesta a ningtn otro tipo de
estrés, quedaba descartado que el operdn ttgABC estuviera situado en una

cascada o red de regulacion global por estrés.
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Figura 9. Efectos de diversos tipos de estrés sobre la expresion del operdn
ttgABC.

Células de P. putida DOT-T1E portando el plasmido pED14 (PttgABC:'lacZ) fueron puestas a
crecer en LB con tetraciclina, a 30°C hasta alcanzar una DQss0=0,4, tras lo cual el cultivo fue
dividido en partes alicuotas, y cada una sometida a un tipo de estrés distinto. La actividad -
galactosidasa se midi6 tras 2 horas en condiciones de estrés. EtOH, etanol al 4 % (v/v); NaCl 0,5
M; H202, peréxido de hidrégeno a 40 uM; Tritdn al 0,1 % (v/v); SDS al 0,03 % (p/v).

2.6 Identificacion de nuevos tipos de inductores de la expresion de los
genes ttgABC-ttgR.

Los estudios de expresion de los genes ttgABC y ttgR en respuesta a
algunos disolventes organicos y a antibidticos en la cepa silvestre P. putida
DOT-TIE (véase apartado 2) permitieron identificar algunos inductores de la
expresion de estos genes, como estireno, cloramfenicol, tetraciclina, y, en un
segundo plano, tolueno. Los mismos ensayos llevados a cabo en la cepa
mutante T1E13 (tfgR"), lograron por su parte especificar si dicha induccion era o
no mediada por el regulador TtgR. Esta misma estrategia se empled con el
propdsito de identificar nuevos inductores de la expresion de los genes de
resistencia ttgABC, y por lo tanto, efectores potenciales de TtgR. Para ello se
utilizaron nuevamente los plasmidos pED13 y pED14, introduciéndolos en las
cepas DOT-T1E y DOT-T1E13. Aunque la medida de la actividad f-

galactosidasa resulté ser un método mucho menos sensible que la técnica de

&9



extension reversa de cebador previamente utilizada, este método ofrecid la
ventaja de poder cuantificar los niveles de expresion de forma repetida y
rutinaria.

Los compuestos ensayados se afiadieron a los cultivos celulares en fase
exponencial (DOess0=0,4 - 0,5), y siempre a concentraciones sub letales, para que
no afectaran el crecimiento de la cepa con respecto al control (cultivo sin
inductor afadido), buscando ver principalmente su efecto sobre la expresion
transcripcional de los genes estudiados y su regulacion por parte de TtgR, e
intentando descartar un efecto de tipo estrés como se observé para el etanol. Se
ensayaron tres tipos de compuestos: disolventes y aromaticos diversos, algunos
utilizados como agentes bacteriostaticos o bactericidas como el butil paraben o
o el alcohol bencilico, antibidticos y biocidas identificados como sustrato de la
bomba TtgABC (véase apartado 1), y por ultimo, moléculas sefial de origen
vegetal, algunas también identificadas como sustrato de la bomba TtgABC y
con propiedades antibacterianas (vedse apartado 1 de esta seccion). Varias de
estas han sido descritas como inductoras de la expresion de sistemas de
transporte homologos a TtgABC en bacterias asociadas a plantas (Burse et al.,
2004; Palumbo et al., 1998).

Una caracteristica global de estos ensayos, fue que los factores de
induccion se situaron entre 1 y 2,3 veces (figura 10), inferiores a los obtenidos
por extension de cebador (hasta 6 veces), lo mismo ocurrid con el nivel basal en
la cepa DOT-T1E13: la desrepresion respecto a la cepa silvestre se situaba
alrededor de un factor 2,5 (<6-8 en ARNm). Un fendmeno frecuente en este tipo
de sistemas con promotores portados por plasmidos, probablemente debido al
aumento del nimero de copias de promotores por proteina reguladora. No
obstante, el bajo nimero de copias de este plasmido (Spaink et al., 1991), le da
validez a su uso en estos ensayos, ya que lo que se busca es una comparacion,

en términos relativos, del efecto de diferentes inductores.
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Figura 10. Actividad de los promotores Pigasc y Pugr en presencia de

disolventes aromaticos, antibidticos y metabolitos secundarios de plantas.
Células de P. putida DOT-T1IE (A) o DOT-T1E13 (B), portando los plasmidos pED14

(Pugapc:’lacZ, ) y pED13 (Pugr:’lacZ, ) fueron puestas a crecer en LB, a 30°C, hasta alcanzar
una DOee0=0,5, tras lo cual el cultivo fue dividido en partes alicuotas. A cada una, se le ahadio el
compuesto indicado (antibidticos, ¥4 de la CIM correspondiente; disolventes aromaticos y
compuestos derivados de plantas, 1 mM) y se incubaron nuevamente a 30°C por 2 horas
adicionales, antes de medir la actividad B-galactosidasa. alc. 4-OH benc., alcohol 4-
hidroxibencilico; acido nalidix., acido nalidixico; brom. de etid., bromuro de etidio.

Claramente, se pudo observar que los genes ttgABC y ttgR presentaron
un perfil de expresion similar en condiciones de cultivo idénticas (Figura 10A),
algo que ya se habia presenciado en el apartado 2. de este capitulo, y que lleva
implicito la co-regulacion de ambos operones. La respuesta a antibidticos o
biocidas mostrd un perfil acorde con los datos de extensiéon de cebador
(exceptuando los valores numéricos de induccion), ya que sdlo los antibioticos
cloramfenicol y tetraciclina fueron capaces de aumentar significativamente la
expresion transcripcional de ttgABC y ttgR (aumento de 1,9 y 1,5 veces
respectivamente, figura 10A). Los demds antibidticos, algunos ensayados
anteriormente como carbenicilina, estreptomicina, ampicilina, o 4acido

nalidixico, y otros identificados como nuevos sustratos para TtgABC
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(norfloxacina, cefotaxima, triclosan o bromuro de etidio), no promovieron un
aumento significativo de la expresion (entre 0,9 y 1,2 veces).

Entre los compuestos aromaticos ensayados, figuran hidrocarburos
derivados del benceno (tolueno, estireno, m-xileno, propil- y etil-benceno),
todos sustratos de la bomba TtgABC (Rojas et al., 2001), alcoholes bencilicos,
benzoatos, aromaticos policiclicos como naftaleno o fenantreno y derivados. Los
hidrocarburos derivados del benceno no resultaron ser los mejores inductores
(figura 10 A). El estireno, por ejemplo, provocd una induccion de sélo 1,3 veces
en ambos promotores. De entre todos los compuestos aromaticos ensayados los
mejores inductores de la expresion resultaron ser el butil paraben (2,0 veces), el
alcohol 4-hidroxibencilico (1,9 veces), el 1-naftol (1,8 veces) y el indol (1,7
veces).

Por ultimo y de manera sorprendente, las moléculas senial de plantas
resultaron ser el grupo con mejores inductores de la expresion de los genes
ttgABC y ttgR (Figura 10A). En efecto, los niveles de expresidon alcanzados en
presencia de algunos de estos compuestos de origen vegetal (inducciones de
hasta 2,3 veces en presencia de moléculas de tipo flavonoide como naringenina,
floretina o quercetina) resultaron muy proximos a los alcanzados en la cepa
DOT-T1E13, es decir en condiciones de total desrepresion. Otros, como
apigenina o cumestrol mostraron un efecto inductor mas discreto sobre la
expresion de los genes, o casi nulo, como el caso de la berberina.

Para comprobar que estas inducciones eran dependientes del regulador
TtgR, e identificar efectores potenciales de TtgR, se analizé la actividad de
ambos promotores en la cepa mutante DOT-T1E13. Se seleccionaron aquellos
compuestos que inducian mas de 1,5 veces, ademas de los disolventes tolueno
y estireno, utilizados como controles (Figura 10B). No se logrd detectar
induccion alguna de los genes ttgABC ni ttgR en esta cepa mutante, ya que la

induccion fue, en promedio, de 1,03+0,09 para todos los compuestos. Esto
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demuestra que todos los inductores identificados mediante estos ensayos

parecen ser efectores de la proteina reguladora TtgR.

3. Transporte a través de la bomba TtgABC.

Los resultados de la secciones anteriores han permitido elucidar nuevas
capacidades de la bomba de expulsion TtgABC, constituyéndose como un
elemento esencial de resistencia multiple frente a agentes antibacterianos, ya
sean antibidticos de uso clinico, biocidas o metabolitos secundarios de plantas
presentes de forma mas natural en el suelo, el habitat de P. putida DOT-T1E.
Ademads, quedé demostrado que los genes ttgABC respondian a algunos de
estos agentes antimicrobianos a través de su regulador TtgR, aumentando su
expresion transcripcional. Faltaba por lo tanto definir la relevancia funcional de
ese aumento en la expresion génica. Para ello, se realizaron ensayos de
transporte in vivo, midiendo la acumulacién en tiempo real de bromuro de
etidio (BrEt), sustrato de la bomba TtgABC, en células de P. putida DOT-T1E. El
BrEt es un agente fluorescente que se intercala entre las bases nitrogenadas del
ADN. En este estado es cuando emite mayor fluorescencia, por lo tanto, una vez
dentro de la célula. Esto permite seguir la acumulacion de BrEt en células vivas
y en tiempo real, registrando el aumento de fluorescencia de una suspension
celular a la que se afiade BrEt. Si existe un sistema transportador que expulse el
BrEt, su acumulacion intracelular serd mas lenta en funcion del tiempo, lo que
se vera reflejado en la curva de medida de la fluorescencia.

Las células fueron cultivadas en medio LB, en condiciones normales o en
presencia de dos inductores de la expresion identificados anteriormente
(cloramfenicol y naringenina). Como controles, también se utilizaron células de
las cepas mutantes DOT-T1E18 (ttgB)y DOT-T1E13 (ttgR").

La acumulacion de BrEt fue claramente mayor en la cepa mutante T1E18
(Figura 11, curva a) que en la cepa silvestre (curva b), lo que revela la expulsion

activa de bromuro de etidio por el transportador TtgABC. Por su parte la
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acumulacion en la cepa mutante T1E13 (curva e) fue mds lenta, que en la cepa
silvestre, indicando que la desrepresion de los genes ttgABC a nivel
transcripcional, se refleja en una menor acumulacién del BrEt en la célula, o lo
que viene a ser lo mismo, en un fuerte aumento del transporte por parte de
TtgABC. Mas aun, la presencia, en los cultivos de la cepa DOT-TIE, de
inductores de la expresion de los genes ttgABC (cloramfenicol y naringenina,
curvas ¢ y d respectivamente) provoca un desplazamiento de la curva de
acumulacion hacia la curva de la cepa T1E13, lo que indica un aumento de la
expulsiéon debido a la induccion de la expresion de la bomba por estos
compuestos. Cabe advertir que la pre-incubaciéon con naringenina, mejor
inductor del operon ttgABC que el cloramfenicol (Figura 10), permitié obtener
una menor acumulacion de BrEt (curva d) que el cloramfenicol (curva c). Estos
resultados ponen en evidencia que existe una relacion directa entre la expresion
transcripcional del operdn ttgABC, y la efectividad de la expulsion por parte de
la bomba Ttg ABC.

La adicién de azida sodica, un potente agente disipador de la fuerza
proton-motriz, provocé un marcado aumento en la acumulacion de bromuro de
etidio en las cepas DOT-T1E y DOT-T1E13, lo que confirma la existencia de un
proceso de transporte dependiente de energia y hacia el medio extra celular. En
la cepa DOT-T1E18, este efecto no fue tan marcado (curva a), lo que
proporciond validez al ensayo, ya que demostré que se estaba observando

mayoritariamente la actividad de la bomba TtgABC.
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Figura 11. Acumulacion de bromuro de etidio en células enteras de P. putida
DOT-T1E y derivadas.

Acumulacién en células de P. putida DOT-T1E cultivadas en ausencia (b), o presencia de 30
pg/ml de cloramfenicol (c), o 0,5 mM de naringenina (d). La acumulacién intracelular de
bromuro de etidio se midi6 en tiempo real por fluorescencia, como se describe en Materiales y
Métodos. Como controles, se utilizaron células de las cepas mutantes DOT-T1E18 (a), y DOT-
T1E13 (e), cultivadas en ausencia de inductor (en presencia de estos, no hubo diferencias
significativas en las curvas de acumulacién por lo que se han omitido para mayor claridad). A
los 7 minutos, se anadié 10 mM de azida sodica (flecha) a las suspensiones celulares.

Estos resultados, al poner de manifiesto la estrecha relacion entre el nivel
de transcripcion de los genes ttgABC y la actividad de sus productos, sittan al
regulador TtgR en una posicion central en este proceso, ya que es el que ejerce
el control transcripcional, permitiendo la modulaciéon del transporte por

moléculas sefial. Los mecanismos moleculares de dicho control transcripcional

por parte de TtgR seran explorados en el siguiente capitulo.
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CAPITULO II

CARACTERIZACION IN VITRO DE LA PROTEINA
REGULADORA TtgR
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1. Analisis computacional de la proteina TtgR.

El gen ttgR codifica la proteina represora TtgR de 210 residuos con un
peso molecular tedrico de 24854 Da y un punto isoeléctrico de 5,83
(http://bo.expasy.org/tools/protparam.html). La proteina posee en su primer
tercio un dominio de 47 amino acidos (residuos 13 a 59, c6digo PFAM: PF00440)
muy conservado entre los miembros de la familia de reguladores TetR
(Aramaki et al., 1995; Hillen y Berens, 1995; Ramos et al., 2005). Las estructuras
tridimensionales obtenidas para 4 miembros de esta familia cuya funcion
bioldgica estd definida (TetR, QacR, CprB y EthR) (Hinrichs et al, 1994; Kisker et
al, 1995; Orth et al., 2000; Schumacher et al., 2001 y 2002; Natsume et al., 2004;
Dover et al., 2004), revelan que este dominio contiene un motivo de union al
ADN de tipo hélice giro hélice (Helix Turn Helix, HTH) muy conservado
estructuralmente. Los dos tercios restantes, poco conservados en secuencia
dentro de la familia, constituyen tanto el dominio de unién al efector (residuos
60 a 210), como de dimerizacién (Aramaki et al., 1995; Hillen y Berens, 1995;
Ramos et al., 2005).

Una prediccion por métodos computacionales de la estructura
secundaria  utilizando dos algoritmos diferentes (SCRATCH,

http://www.igb.uci.edu/tools/scratch/ y PSIPRED, http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/cgi-

bin/psipred/), revel6é que la proteina TtgR estaria conformada por 9 a-hélices
(figura 12), al igual que QacR y EthR, y a diferencia de TetR y CprB que poseen
10 a-hélices. Entre ellas, las hélices 1 a 3 y parte de la hélice 4 constituirian el
dominio de union al ADN (residuos 1 a 59), cuyo motivo HTH estaria formado
por las hélices cortas 2 y 3 (residuos 34 a 51). El resto, constituido por parte de la
hélice 4 y las hélices restantes, conformaria el dominio de union al efector y

dimerizacion. En esta ultima estarian implicadas las a-hélices 8 y 9 (figura 12).
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Figura 12. Prediccion de la estructura secundaria de la proteina TtgR.

Para la prediccion de estructura secundaria a partir de la secuencia primaria, se utilizaron dos
algoritmos diferentes: SCRATCH y PSIPRED. El resultado figura como alineamiento de la
secuencia con la prediccion para cada residuo: C, giro o secuencia sin estructura secundaria
definida; H: a-hélice. Las a—hélices deducidas estan numeradas H1 a H9 y resaltadas en gris. El
motivo HTH de unién al ADN queda también indicado.

Se compard la secuencia polipeptidica de la proteina TtgR con otras
secuencias de proteinas de la base de datos UNIPROT-TREMBL utilizando el

programa BLASTP (http://blast2RS.embl.de). Entre las proteinas homologas

encontradas, existen proteinas caracterizadas, y otras proteinas deducidas
derivadas de los genomas bacterianos secuenciados completa o parcialmente. El
resultado de ésta busqueda de secuencias homdlogas se puede consultar en
detalle en el apéndice 2 de esta memoria, o en la pagina correspondiente de la
base de datos BACTREGULATORS (Martinez-Bueno et al, 2003)
(http://www .bactregulators.org). Esta busqueda ha permitido detectar la
presencia de variantes de TtgR con un 98% de identidad (sélo 3 amino acidos

diferentes) en otras dos cepas de P. putida: ArpR (nimero de acceso Q9K]JC4), el
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regulador potencial de la bomba de expulsion de multiples antibioticos
ArpABC de la cepa tolerante a disolventes P. putida S12 (Kieboom et al., 2001),
idéntico en secuencia al regulador potencial TtgR de P. putida KT2440 (Q89N29)
y al regulador MepR de la bomba de disolventes y antibidticos MepABC de P.
putida KT2442 (Fukumori et al.,, 1998). Un segundo grupo, con un 70% de
identidad, estd formado por la proteina reguladora EmhR (Q6V6Y0) del
transportador de aromaticos policiclicos EmhABC en P. fluorescens cLP6A, una
cepa aislada del suelo capaz de degradar hidrocarburos aromaticos (Hearn et
al., 2003), y por un regulador potencial (Q87X86) de la cepa patogena de plantas
P. syringae pv tomato DC3000, cuyo genoma ha sido recientemente secuenciado
(Buell et al., 2003). Le sigue un tercer grupo de reguladores presentes en
bacterias del suelo, patdgenas, con un 44% de identidad y hasta un 60% de
similitud: AcrR (Q7WTR1), regulador del transportador AcrAB de Erwinia
amylovora (Burse et al., 2004), y su homodlogo en Erwinia carotovora, ambas
patdgenas de plantas. BpeR (Q6VV70), regulador de un transportador multiple
de antibidticos en Burkholderia pseudomallei (Chan et al., 2004) y su homdlogo en
Burkholderia mallei, ambas patogenas oportunistas de humanos presentes
también en el suelo. El cuarto grupo de proteinas con un 37% de identidad y un
57% de similitud, esta constituido por los reguladores AcrR presentes en
enterobacterias patdgenas como E. coli, Shigella flexneri, Yersinia sp., Salmonella
sp., Enterobacter aerogenes y Klebsiella pneumoniae. Por ultimo, otros reguladores
de transportadores de antibidticos en cepas de importancia clinica, que
presentaron similitudes significativas con TtgR fueron: MtrR (Q59608) de N.
gonorrhoeae, SmeT (Q84LP4) de S. maltophilia, AmrR o MexZ de P. aeruginosa, y
EnvR de E.coli (33 a 34% de identidad, 49 a 55% de similitud). Hay que destacar
por tanto que todas las proteinas homologas de TtgR resultaron ser reguladores
potenciales de sistemas de transportadores de tipo RND, ya sea en bacterias
patogenas de plantas, como de humanos, o en bacterias no patdégenas como es

el caso de las cepas de P. putida.
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Un resultado similar se obtiene realizando una busqueda de proteinas
homologas al componente transportador TtgB de la bomba TtgABC (Apéndice
3), lo que indica por un lado que existe una estrecha relacion evolutiva entre el
gen regulador y los genes de resistencia que regula, confirmandose la
importancia de que estos transportadores MDR estén regulados, y por otro
lado, que la singular plasticidad génica y funcional de estas parejas bomba-
regulador, han sido un factor importante en la adaptacién de cada especie a su

entorno particular.

2. Purificacion de la proteina TtgR

2.1.Sobreexpresion y purificacion de las proteinas TtgR-His y TtgR.

Se realizaron dos construcciones plasmidicas que permitieron la
sobreexpresion y purificacion de TtgR (véase seccion Materiales y Métodos). La
primera, pTGF1, para la produccion de la proteina fusionada en su extremo C-
terminal a una cola de de hexa-histidina (TtgR-Hiss, Teran et al., 2003), y la
segunda, pWilR2, en la que el gen ttgR portaba su propio codén terminador,
para la produccion de la proteina TtgR silvestre.

La produccion de las proteinas TtgR-(His)s y TtgR se llevo a cabo de
forma controlada en la cepa E. coli B834 (DE3), receptora de pTGF1 o pWilR2,
previa puesta a punto de las condiciones dptimas de expresion (véase seccion
Materiales y Métodos). La posterior purificacion de las proteinas TtgR-(His)s y
TtgR se realizo a partir de la fraccion soluble de los extractos celulares en los
que se encontraba entre un 60 y un 70% del total de la proteina recombinante

producida.
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2.2. Purificacion de la proteina TtgR-(His)s.

La purificacion por cromatografia de afinidad en columna de niquel
utiliza la capacidad de interaccion de la cola de hexa-histidina con cationes
metdalicos divalentes. De esta manera, la proteina de fusion presente en el
extracto celular es retenida en la columna de niquel empleada en Ila
cromatografia.

La proteina TtgR-(His)s, cuyo peso molecular aparente (PMA) es de 24,8
kDa, predomina claramente en la fraccion soluble total (figura 13, carril T).
Durante la cromatografia en columna de niquel, la proteina de interés no
aparecio ni en la fraccion de proteinas no retenidas durante la inyeccion
(fracciones I1 e 12, figura 13), ni en el posterior lavado de la columna previo a la
elucién (fracciones L1 y L2), por lo que el rendimiento de purificacion es casi
del 100% si se parte de la fraccion soluble del extracto. Las fracciones A8 y A9
contienen la proteina TtgR-(His)s en forma pura. Estas fueron colectadas y

sometidas a dialisis en un tampdn de almacenamiento para su uso posterior.
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Figura 13. Contenido en proteinas de las fracciones obtenidas durante la
purificacion de TtgR-His.

El analisis de las fracciones se hizo por electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% (p/v) con
SDS. En el margen derecho se indican los tamafos en kDa correspondientes a los marcadores de
peso molecular. En el margen superior se indican las muestras analizadas: T, extracto soluble
total; 11 e I2, fracciones correspondientes a la inyeccion de la muestra; L1 y L2, lavado con 5%
(p/v) imidazol; A8 y A9, fracciones correspondientes al tinico pico de absorbancia obtenido al
aplicar el gradiente de elucion.
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2..3 Purificacion de la proteina TtgR silvestre (nativa).

La purificacion de la proteina TtgR se hizo por doble cromatografia: una
primera cromatografia de afinidad en columna de heparina, donde quedan
retenidas las proteinas que se unen al ADN, generalmente con dominios ricos
en residuos bdsicos cargados positivamente, seguida de una segunda
cromatografia de exclusidon molecular, que permite la separacion de las
proteinas segtin su tamano o volumen globular en solucion.

En la figura 14A se muestra el gel desnaturalizante con las fracciones de
la cromatografia en columna de heparina. La proteina TtgR, cuyo peso PMA es
de 23,8 kDa, predominé en la fraccién soluble total (carril T). Durante la
inyeccion y lavado, se observo que parte de la proteina TtgR no era retenida en
la columna (carriles I y L), con la consecuente pérdida en el rendimiento de
purificacion. No obstante, la mayor parte de la proteina TtgR quedo retenida en
la columna junto con otras proteinas, y fueron eluidas tras aplicar el gradiente
de cloruro sddico. Para la segunda cromatografia, se seleccionaron las
fracciones en donde la banda correspondiente a la proteina TtgR era

mayoritaria (fracciones A10 a B2).
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Figura 14. Contenido en proteinas de las fracciones obtenidas durante la
purificacion de TtgR.

El analisis de las fracciones se hizo por electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% (p/v) con
SDS.

A: Cromatografia del extracto total en columna de heparina, en el margen superior se indican
las fracciones correspondientes: T, extracto total soluble inyectado; I, fraccion correspondiente a
la inyeccion de la muestra; L, lavado; M, marcadores de peso molecular; A9 a B2, fracciones

correspondientes al pico de absorbancia de mayor intensidad obtenido al aplicar el gradiente de
elucion.

B: Cromatografia de exclusion molecular de las fracciones seleccionadas (A10 a B2), tras
someterlas a dialisis y concentrarlas.

En el margen derecho se indican los tamarios en kDa correspondientes a los marcadores de peso
molecular.

La siguiente cromatografia de exclusién molecular permitié separar la
proteina TtgR de las otras proteinas de distinto peso molecular, obteniéndose
fracciones que contenian TtgR en forma homogénea (figura 14B). Las ultimas
dos fracciones, con una pureza cercana al 100%, fueron colectadas,
concentradas, y sometidas a dialisis en tampdn de almacenamiento para su uso
en los ensayos de microcalorimetria y ultracentrifugacion analitica. La fraccion
restante, que contiene TtgR pura en un 97 % aproximadamente, fue utilizada en
otros ensayos in vitro.

Cabe aclarar que ambas proteinas (TtgR-His y TtgR) se comportaron de
manera idéntica en los ensayos in vitro realizados en esta tesis (retardos en gel,

footprint), no detectandose diferencia alguna, ni en la unién a ADN, ni en la
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unidn a efectores. Este hecho, le da validez a una primera serie de resultados in
vitro obtenidos con la proteina TtgR-(His)s (Teran et al., 2003). Para el resto de
los experimentos in vitro, y en particular para los estudios termodindmicos, se
utilizo exclusivamente la proteina TtgR en su forma silvestre, tras haber
desarrollado este protocolo de purificacion relativamente sencillo y con buen

rendimiento.

3. Estado de oligomerizacion de TtgR.

Las proteinas de la familia TetR cristalizadas hasta el momento (TetR,
QacR, CprB, EthR) son dimeros en solucion, no habiéndose detectado hasta la
fecha otro grado de oligomerizacion de la proteina sola en solucion. Para
analizar el estado oligomérico de TtgR, se realiz6 una cromatografia analitica de
exclusion molecular, utilizando la misma columna de filtracion en gel empleada
durante la purificacion (figura 15).

En primer lugar, se calibr6 la columna con proteinas globulares nativas
de PMA conocido (figura 15 A). El volumen de elucion obtenido con la muestra
de TtgR fue de 9,95 ml (figura 15 B), lo que corresponde a un PMA de 44,4 kDa,
valor que cercano al peso molecular de un dimero de TtgR (PM tedrico por
mondmero = 23839 Da). Aparece también un pico muy minoritario con un
volumen de elucién de 8,73 ml (equivalente a 74 kDa), que podria corresponder
con un trimero de TtgR, pero su area representa menos del 5 % del area del pico
mayoritario y esta proporcion no vari¢ inyectando concentraciones superiores
de TtgR (resultado no mostrado). En cualquier caso, no fue posible detectar un
pico correspondiente a la forma monomérica (volumen de elucion tedrico de

11,4 ml).
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Figura 15. Cromatografia analitica de la proteina TtgR.

A. Curva de calibracién de la columna de exclusion molecular Superdex 75HR (Amersham) con
proteinas patrén (albimina de suero bovino, 67 kDa; ovo albimina, 44 kDa;
quimotripsinégeno, 25 kDa; mioglobina, 17 kDa; ribonucleasa A, 13,7 kDa). El volumen de
exclusion Vo corresponde al volumen de elucion del azul dextran. El Kav (coeficiente de
retencion) se calcula con la siguiente formula: Kav=(Ve-Vo)/(Vc-Vo), donde Ve es el volumen de
elucion de la proteina, y Vc el volumen total o capacidad de la columna.

B. Perfil de elucion de la proteina TtgR pura. Se inyectaron 100 pl de TtgR a 0,5 mg/ml (20 pM),
se indica el correspondiente Ve en ml para los dos picos observados. mAU, unidades arbitrarias
de absorbancia a 280 nm detectadas durante la cromatografia.

Por lo tanto, los resultados indican que la proteina TtgR, al igual que los
demas miembros de la familia TetR caracterizados, adopta una forma

homodimérica en su estado nativo en solucidn.
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4. Caracterizacion funcional de la unidon de TtgR al ADN.

Los experimentos in vivo mostraban que TtgR reprimia la transcripcion
del operdn ttgABC y de su propio gen ttgR. Partiendo de la hipodtesis de un
mecanismo de represion directa, y dada la orientacion divergente de estos
genes y el solapamiento de sus regiones promotoras, era de esperar que TtgR
ejerciera su accion represora uniéndose a la region intergénica. Uno de los
objetivos fundamentales de este trabajo era por tanto determinar, no sélo el sitio
de union del represor TtgR en la secuencia promotora de ambos genes, sino
también las caracteristicas de esta union; es decir la afinidad, el modo de union
y la especificidad de secuencia de ADN, todos necesarios para entender el
mecanismo de represion de esta proteina.

La estrategia de estudio fue la siguiente: en primer lugar, se partié de un
fragmento de ADN de 189 pb, generado por PCR, que abarcaba la region
intergénica ttgABC-ttgR, y por tanto las dos regiones promotoras. Con este
fragmento se pusieron a punto las condiciones para la unién de TtgR a su diana
de ADN in vitro, por ensayos de retardo en gel (seccién 4.1). Esta técnica
permitié una primera determinacion de la afinidad de la proteina TtgR por su
su operador. Una vez halladas las condiciones Optimas para esta union, se
utilizé el mismo fragmento en ensayos de footprint (seccion 4.2) para determinar
con precision el sitio de unién, asi como bases importantes en el reconocimiento
de esta secuencia por TtgR, lo que a su vez permiti6 el disefio de fragmentos de
ADN mads cortos, y de operadores mutantes (seccion 4.3), nuevamente

ensayados con objeto de ahondar mds en este aspecto molecular.
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4.1.Union especifica de TtgR a la region intergénica ttgR-ttgABC.

Como esperado, la proteina TtgR fue capaz de unirse a un fragmento de
ADN que contenia la region intergénica ttgABC-ttgR. En los ensayos de retardo
en gel (figura 16A) se observd que aparecia una banda de ADN retardada,
unicamente en presencia de TtgR, correspondiente a un solo tipo de complejo
TtgR/ADN. M4s aun, la intensidad de esta banda fue aumentando con la
concentracion de TtgR en la mezcla de unién y la formacion de este complejo no
se vio alterada al afiadir un exceso de ADN competidor inespecifico (fragmento
de PCR de tamafo similar con una secuencia promotora de otro gen!, ademas
de poli dI-dC presente en todas las reacciones — figura 16A, carril C1). De lo
contrario, la adicion de un exceso del mismo ADN competidor no marcado, a la
mezcla de unidn, provocd una clara disminucion de la formacién del complejo
marcado, confirmando que la union observada en el ensayo era especifica.

La cuantificacion de las bandas correspondientes al ADN libre y unido
en ensayos de retardo similares, permitieron realizar un andlisis de esta
interaccion por medio de la representacion de Hill correspondiente (figura 16B).
Para ello se consider6 al ADN como la macromolécula principal, y TtgR
(dimero) como el “ligando”, ya que se ha demostrado (véase apartado 3) que se
trata de una proteina homodimérica. La constante de afinidad aparente (Kb)
determinada con este método fue de 613 nM y el coeficiente de Hill (nx) fue de
3,25+0,5), lo que indica una fuerte cooperatividad positiva para la union de

TtgR al ADN.

! Fragmento de 210 pb correspondiente a la region intergénica ttgDEF-ttgT de P.putida DOT-TIE.
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Figura 16. Union especifica del represor TtgR a su operador dentro de la
region intergénica ttgR-ttgABC.

A. Los ensayos de retardo en gel se hicieron como se describe en Materiales y Métodos: el ADN
(5 nM) fue incubado con concentraciones crecientes de TtgR (concentraciones dimericas: 150,
300, 500, 800, 1500 nM), en 10 ul de tampdn de unién y en presencia de ADN inespecifico (poli
dI-dC) y BSA. En los experimentos control (C1 y C2) se utilizé TtgR a 1500 nM y se afiadio a la
mezcla un exceso molar (50 nM) de un fragmento de ADN competidor similar al empleado en
el ensayo, pero cuya secuencia correspondia a un promotor ajeno al regulador TtgR (C1), o del
mismo fragmento de ADN no marcado (C2).

B. Representacion de Hill derivada del andlisis de la unién de TtgR a su operador por ensayo de
retardo en gel. La intensidad de las bandas fue cuantificada y se graficé log (Y/(1-Y)) en funcién
de log [TtgR]z, donde Y es la fraccion de ADN unido y [TtgR]2, la concentracion de TtgR en su
forma dimérica usada en el ensayo.

4.2 Determinacion del sitio de union en la zona intergénica ttgABC-ttgR.

Para determinar el operador de TtgR en las regiones promotoras de los
genes ttgABC y ttgR se llevaron a cabo distintos tipos de ensayos de footprint,
con el fragmento utilizado anteriormente. El footprint con ADNasa I (figura
17A) reveld la proteccidon por parte de TtgR de una unica zona de
aproximadamente 36 pb que cubre ambas regiones promotoras solapantes y en
cuyo interior se identifico una secuencia parcialmente palindromica de 28 pb
como probable sitio de reconocimiento (figura 17D).

La zona protegida por TtgR cubre las regiones -10 de cada promotor y la

region -35 de Pugasc, una disposicidn que permite la represion conjunta de
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ambos promotores. Es importante resaltar que el tamano de esta zona se puede
calificar de grande, ya que la proteccion equivalente obtenida con otros
represores de la familia TetR fue de 22 pb, tanto en el caso de TetR (Klock y
Hillen, 1986) como de CamR (Aramaki ef al., 1995), proteccién conferida por la
unién de un tnico dimero, o bien de 28 pb en el caso de QacR, debido a la
unién simultanea de dos dimeros (Grkovic et al., 1998 y 2001). Esto constituye
una primera indicacion acerca de la estequiometria de union de TtgR al ADN,
sugiriendo la unién de al menos dos dimeros por operador.

Algunas bases en el limite de esta zona presentaron una
hipersensibilidad al corte por ADNasa I, lo que refleja una distorsion
importante de la doble hélice de ADN en estas zonas, que podria facilitar el
corte enzimatico. Esto es indicador de que la interacciéon de la proteina TtgR a
su operador provoca cambios importantes en la conformacion y/o topologia de
la doble hélice de ADN, al origen de este tipo de constricciones que
probablemente se acumulan en los limites de unidn, convirtiéndolas en zonas
mas vulnerables al corte.

La union de TtgR a su operador también protegio de la metilacion por
DMS, algunas bases de guanidinas localizadas dentro de esta zona y dispuestas
de manera simétrica respecto al palindromo identificado (Figura 17A). E1 DMS
reacciona con el N7 del nucleo indol de las guanidinas, orientado al surco
mayor de la doble hélice de ADN. Por lo tanto, este tipo de footprint revela para
cada base de guanidina protegida, si no un probable contacto, un punto de
fuerte proximidad entre el ADN vy la proteina, en el surco mayor del ADN. El
resultado obtenido con TtgR indica que los contactos mds intimos se producen
en el centro del operador y siguiendo cierta simetria, lo que insintia que
intervienen en ese centro dos mondmeros, orientados a su vez simétricamente

(Figura 17D).
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Figura 17. Determinacion del sitio de union del represor TtgR en las regiones
promotoras de los genes ttgA y ttgR.

Los ensayos de impronta in vitro o footprint de proteccion contra ADNasa I, metilacion por DMS
y radical hidroxilo, asi como el llamado “del nucledsido faltante” se llevaron a cabo como
descrito en Materiales y Métodos.

A. Footprint de proteccion contra ADNasa I y metilacion por DMS de las cadenas superior e
inferior del fragmento de ADN de 189 pb, en ausencia y presencia de concentraciones crecientes
de proteina TtgR (indicadas en el margen superior).

B. Footprint de proteccidon contra radicales hidroxilos (carriles OH') de las cadenas superior e
inferior, en ausencia (-) y presencia (+) de 3 uM de proteina TtgR. A modo de comparacién las
respectivas zonas de protecciéon contra ADNasa I estan representadas por una linea vertical
entre los carriles. Las posiciones de los nucledsidos de interés, respecto al punto de inicio de la
transcripcion del promotor Pugasc, figuran en los margenes laterales de cada fotografia. Las
escaleras G+A sirvieron para identificar las posiciones de las bases dentro de la secuencia.

C. Footprint del nucledsido faltante con radicales hidroxilos de las cadenas superior e inferior. El
ADN fue aislado de un ensayo de retardo en gel (véase Materiales y Métodos). T, ADN total
aislado en ausencia de TtgR; L, muestra aislada como ADN libre; U, muestra aislada como ADN
unido.

D. Secuencia de las regiones promotoras de tt{gABC y ttgR. Las regiones protegidas por TtgR del
corte con ADNasa I estan resaltadas en gris y las hipersensibles indicadas con asteriscos. Las
guanidinas protegidas de la metilaciéon con DMS estan en negrita. Las bases afectadas en el
footprint de proteccion con radicales OH' estan resaltadas con puntos y las reveladas por el
método del nucledsido faltante, con rombos. Las flechas representan la secuencia pseudo-
palindréomica probablemente reconocida por TtgR. Los puntos de inicio de la transcripcion
(triangulos) asi como los puntos -10 y -35 de cada promotor también estan indicados.

El resultado obtenido en el footprint de proteccion con radicales
hidroxilos (Figura 17B) sorprendié en cuanto no hubo proteccién sino una
hipersensibilidad de algunas bases situadas dentro de la region revelada
anteriormente. Curiosamente la hipersensibilidad es mayor en las bases
situadas hacia los extremos 3’ de cada cadena que conforma el operador, lo que

apoya la hipotesis de la unidn simétrica de TtgR a su operador. Por otra parte,

se observa un cambio general en el patron de corte a lo largo de toda la
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secuencia de ADN y a distancia del sitio de union, lo que confirma que la union
de TtgR, aunque localizada y limitada a una zona de 36 pb, provoca cambios
conformacionales y distorsiones importantes que afectan al enrollamiento de la
doble hélice de ADN en todo el fragmento de 189 pb.

Por su parte el ensayo de footprint del nucledsido faltante, técnica que
identifica las bases necesarias para la union (véase apartado 9.4 de Materiales y
Meétodos), reveld contactos potenciales con 29-30 nucledsidos de cada cadena,
obteniéndose un mapa de contacto perfectamente ajustado en sus limites con la
secuencia pseudo-palindromica de 28 pb identificada (Figura 17C). Un
resultado consistente con los anteriores y que afianza este palindromo como la

secuencia reconocida por TtgR en la region intergénica ttgABC-ttgR.

4.3.Elementos determinantes en el operador para la wunion vy
reconocimiento por TtgR
Con el proposito de profundizar en la organizacion y definicion del
operador de TtgR, se decidio explotar su simetria palindromica en el disefio de
nuevos operadores. Se realizaron por un lado mutaciones en el operador con
objeto de lograr una secuencia simétrica perfecta y estudiar asi su efecto sobre
la afinidad de TtgR. Y por el otro se analizaron operadores delecionados en sus
extremos, a fin de obtener la secuencia minima necesaria para la uniéon de un
dimero de TtgR. El andlisis se hizo mediante ensayos de retardo en gel con
fragmentos de ADN de entre 24 y 40 pb que portaban distintos fragmentos del
operador, asi como mutaciones puntuales en ésta (Figura 18).

TtgR fue capaz de unirse un fragmento de 40 pb que contenia el
operador silvestre (WT-40) con una afinidad equivalente a la obtenida
utilizando el fragmento de ADN de 189 pb (Kb aparente de 700 nM, figura 16 y
18). Este fragmento WT-40 se utilizo de aqui en adelante como referencia para

comparar la afinidad de TtgR con los distintos fragmentos de ADN ensayados.
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En su secuencia se observa un palindromo imperfecto de 24 pb, separado por
una secuencia de 4 pb (5-ACCA-3’, figura 19). Los fragmentos IR1 e IR2 fueron
disefiados para obtener un palindromo de 24 pb perfecto, conservando uno u
otro de los semipalindromos silvestres. Sin embargo, ambos cambios afectaron
a la union de TtgR y la afinidad descendié un 70% y 90% respectivamente,
sugiriendo que el semipalindromo reconocido por TtgR podria ser una
combinacion de ambos. Esto se confirmd tras disefiar el operador M-40,
portador de una sustitucion tnica en cada semipalindromo, y comprobar que la
afinidad de TtgR era unas 1,4 veces mayor que por el operador silvestre (Figura
18). Un aumento adicional de la afinidad del represor por el operador se obtuvo
extendiendo el palindromo a la secuencia espaciadora; asi, la afinidad de union
de TtgR para el operador IR3, portador de un palindromo perfecto de 26 pb,
resultd ser 2 veces superior a la del operador silvestre. Este resultado, junto con
los datos obtenidos en los ensayos de footprint con DMS (véase apartado 4.2.),
parecen indicar que TtgR contacta con algunas de las bases de la secuencia
espaciadora, y que la secuencia silvestre no permite una unién Sptima del
represor a su operador. Grkovic y colaboradores (2001), llegaron a una
conclusién similar analizando por mutagénesis el llamado espaciador de la
secuencia del operador en qacA al observar que algunas sustituciones
aumentaban la afinidad de dicha uniéon. Hecho que fue confirmado
posteriormente con la estructura cristalina de QacR unido a un operador
perfectamente palindromico, y en donde se demostraba que la secuencia de 6
pb equivalente a la espaciadora albergaba 1/4 de lo contactos bases especificos
(Schumacher et al., 2002). Esta similitud, junto con el tamafo de la secuencia
palindrémica obtenida (26-28 pb), sugieren una estequiometria de union de mas
de un dimero de TtgR por operador, una observacién ya mencionada a raiz de
los resultados de footprint. Por tanto, y considerando que al operador se podrian
unir dos dimeros de TtgR de manera solapante, tal y como ocurre en el caso de

QacR (Schumacher et al., 2002), se analizé la secuencia de cada semipalindromo.

115



En efecto, segin este modo de union, dos mondmeros pertenecientes a dimeros
distintos se unen a un mismo semipalindromo (Schumacher et al., 2002), lo que
puede determinar la presencia de cierto motivo repetido en la secuencia. En IR3
se identificé el motivo 5-(A/T)TACA-3" como probable secuencia repetida en
ambos semi-sitios, un motivo muy similar al encontrado en el operador de
QacR (5"-A(T/C)(A/C)GA-3). Asi, se diseno el operador IR4, que lleva el motivo
5-ATACA-3’ repetido perfectamente en cada semi-sitio, lo que determind un
aumento de la afinidad de unién de TtgR de 2 veces con respecto a IR3, y de 4
veces con respecto al operador silvestre. Este resultado apoya la hipdtesis de
que TtgR se une a su operador de un modo similar al de su homologo QacR.

El operador IR5 fue disefiado al igual que IR3 con una secuencia
palindromica de idéntico tamano (26 pb), pero en la cual las bases de
guanidinas identificadas como probables contactos de TtgR por el footprint con
DMS, y presentes en la secuencia palindrémica ( G -33, -29, -22 y -18), fueron
sometidas a una transversion (G—C): el resultado fue una ausencia total de
unién del represor TtgR como se puede apreciar en el ensayo de retardo
correspondiente, lo que confirma que esas 4 guanidinas —o al menos alguna de
ellas— son indispensables para la uniéon de TtgR.

Por otro lado, también fueron disefadas una serie de deleciones en los
extremos del fragmento WT-40, obteniéndose operadores de 24 pb, tanto
centrados en el eje de simetria del operador (WT-24), como desplazados hacia
un extremo u otro para contener medio palindromo completo (HA y HB). Estas
no permitieron la unién de TtgR al no detectarse ninguna alteracién en la
movilidad electroforética del ADN (geles no enseniados en la figura). Incluso
deleciones menores de los extremos, que generaban operadores de 28 pb, uno
de ellos con toda la secuencia palindréomica (Op28), manifestaron igualmente
una ausencia total de union al represor TtgR (figura 18A). Por tanto, el tamafio
minimo del operador que permitié la unién de TtgR fue de 30 pb, con una

afinidad que fue ligeramente inferior al del fragmento de 40 pb (WT-40).
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Este resultado, sorprendente, ya que cabia la posibilidad de unién de al
menos un solo dimero de TtgR en alguno de los operadores truncados, es a su
vez acorde con la alta cooperatividad positiva obtenida para la union de
dimeros de TtgR al ADN (véase seccion 4.1.). En efecto, este modo de unién
cooperativa parece requerir de los sitios de union de los dos dimeros para hacer
posible su uniéon de manera simultdnea. Una cooperatividad similar ha sido
descrita para la uniéon de dos dimeros de QacR al ADN (Schumacher et al.,
2002), en donde los autores habian también experimentado previamente la
imposibilidad de obtener la unién de un tinico dimero a un operador truncado

(Grkovic et al., 2001).
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Figura 18. Caracterizacion del operador de TtgR por mutagénesis dirigida.

Los ensayos de retardo en gel se llevaron a cabo con fragmentos de ADN de entre 24 y 40 pb
que contenian total o parcialmente la secuencia palindrémica identificada en los ensayos de
footprint.

A. Ensayos de retardo en gel con los operadores silvestres y mutantes mas significativos. El
ADN (50-100 nM) se incub¢ en presencia o no (-) de concentraciones crecientes de TtgR (entre
0,25y 2 uM), en tampodn de unién y con poli dI-dC y BSA, antes de ser sometido a electroforesis.
B. Alineamiento de los fragmentos de ADN ensayados (por simplicidad solo figura una hebra):
en el margen superior se indica la simetria general del pseudo-palindromo identificado en el
operador silvestre, las bases palindrédmicas perfectas estan resaltadas en gris en las secuencias,
las bases mutadas con respecto al silvestre figuran en rojo. En el margen izquierdo figuran los
nombres de cada fragmento, en el margen derecho se indica la afinidad relativa respecto al
operador silvestre de 40 pb (WT-40) cuya afinidad tiene un valor arbitrario de 1, los simbolos (-)
indican ausencia de union.
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4.4 Estequiometria de union al ADN

Los resultados anteriores si bien apuntaban hacia una estequiometria
de union de dos dimeros de TtgR a su operador, hacian necesario determinar
con exactitud esta estequiometria, para conocer mejor el mecanismo de
represion de esta proteina reguladora. En una primera aproximacion se llevaron
a cabo una serie de electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones no
desnaturalizantes, de proteinas nativas patrén junto con el complejo TtgR-
ADN, y a distintas concentraciones de poliacrilamida. Para ello se utilizo el
fragmento WT-40 cuyo peso molecular teérico es de 24485 Da. El logaritmo de
la distancia de migracién relativa (Rf) para cada compuesto (proteina, ADN o
complejo) varia linealmente con respecto al porcentaje de poliacrilamida
empleado para la electroforesis, obteniéndose una pendiente, también llamada
coeficiente de retardo, que depende unicamente del peso molecular de la
particula en migracion. Gracias a las proteinas estandar, se pudo obtener la
curva patron correspondiente (Figura 19): el peso molecular aparente para el
ADN fue de 28,7 kDa, un valor bastante proximo al teérico, lo mismo que para
la proteina TtgR cuyo peso molecular aparente fue de 51,0 kDa, también acorde
con el peso molecular tedrico de un dimero (47,7 kDa). Finalmente, para el
complejo TtgR-ADN se determind un peso molecular aparente de 124,2 kDa,
valor que solo puede obtenerse tras la union de dos dimeros de TtgR a una
molécula de ADN (peso tedrico 120,2 kDa). Este resultado corrobora las
observaciones anteriores que apuntaban hacia un modo de union cooperativa

de dos dimeros de TtgR por operador.
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Figura 19. Determinacion del peso molecular del complejo represor TtgR -

operador.

Electroforesis no desnaturalizantes en geles de poliacrilamida (6%; 7,5%; 9% y 10,5% [p/v]) de la
proteina TtgR (8 pM) en ausencia o presencia del ADN operador (WT-40 a 1 uM) fueron
llevadas a cabo conjuntamente con 5 ng de distintas proteinas globulares nativas de peso
molecular conocido. El logaritmo de la distancia de migracion para cada proteina o complejo, se
representé en funcion del porcentaje de acrilamida empleado (A), obteniéndose las rectas
caracteristicas correspondientes. Las pendientes de estas son una funcién lineal del peso
molecular de la particula sometida a electroforesis, lo que permitié obtener la curva patrén (B).
Las proteinas patrén utilizadas fueron: anhidrasa carbonica (AC, 29 kDa), ovalbuimina (OA, 45
kDa), albimina de suero bovina (BSA monoémero, 66 kDa; dimero 132 kDa; trimero 198 kDa ) y
ureasa (272 kDa).

No obstante, la aparicion en algunos ensayos de retardo en gel, de
bandas adicionales de menor movilidad electroforética, por encima de la banda
mayoritaria correspondiente al complejo (TtgR):-ADN (véase geles de retardo
de la figura 18A), insinuaban la posibilidad de formacién de complejos
proteina-ADN de mayor orden o estequiometria de union. Por tanto, se decidio
estudiar esta posible heterogeneidad de complejos de unién al ADN por
ultracentrifugacion analitica. La técnica empleada fue la de velocidad de
sedimentacion: la sedimentacion de cada especie (ADN, proteina, y complejo(s)
proteina-ADN) se sigue en tiempo real, lo que permite determinar su
coeficiente de sedimentacion S, directamente relacionado con su peso molecular
por la ecuacién de Svedberg (ver seccion Materiales y Métodos para mas

detalles sobre esta técnica). En los ensayos, se utilizo una muestra de proteina
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TtgR recientemente purificada y sélo almacenada en alicuotas a -80°C, y como
operador el fragmento de ADN WT-40. Ademads de los experimentos control
para asegurarse de la homogeneidad tanto de la protéina TtgR, como del ADN,
se realizaron experimentos con diferentes ratios de TtgR:ADN. El coeficiente de
sedimentacion obtenido para TtgR fue de 3,7 S (Figura 20C), detectandose una
unica forma oligomérica con un evento de sedimentacion claramente
monofasico (Figura 20A). Este coeficiente de sedimentacion corresponde a un
PMA de 48 kDa, es decir que corrobora que TtgR es un homodimero en
solucion. Ademas, el mismo experimento realizado a concentraciones mayores
de TtgR (hasta 40 pM), no revelo6 aparicion alguna de formas oligoméricas de
mayor orden (resultado no mostrado).

El andlisis realizado tras la incubacién de TtgR con su operador con un
ratio TtgR:ADN de 10:1, revelé la aparicion de una tnica especie con un
coeficiente de sedimentacion de 7,8 S correspondiente al complejo, acompanado
de una disminucion de intensidad del pico correspondiente al dimero de TtgR
(Figura 20C). Este coeficiente corresponde a una particula de 125 kDa de PMA y
confirma la formacion de un complejo represor homogéneo con una
estequiometria de 2 dimeros de TtgR por operador. No se detectaron formas
oligoméricas de mayor orden al repetir el mismo experimento con un ratio
TtgR:ADN de 20:1 o 30:1 (resultado no mostrado).

A raiz del resultado obtenido con esta técnica, quedaba descartado que
las bandas adicionales observadas en algunos de los ensayos de retardo fueran
significativas desde el punto de vista bioldgico. Dichas bandas parecen mas
bien obedecer a un fenémeno de multimerizacién, por almacenamiento
prolongado de la muestra de proteina a 4°C y -20°C, un artefacto comtinmente
encontrado en preparaciones de protéinas concentradas, particularmente si
éstas poseen cisteinas cuya oxidacidn es favorecida por los cationes divalentes
presentes en el tampdn de almacenamiento (Volkin et al. 1995, Engleka et al.,

1992, Grkovic et al. 2001).
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Hay que destacar que este experimento no sélo confirma de manera
inequivoca la estequiometria 4:1 de unién de TtgR a su operador, sino que
también demuestra que la unién de los dos dimeros de TtgR se hace de manera
simultdnea, al no haberse detectado formas oligoméricas intermedias para el
complejo (un dimero por operador). Un resultado que coincide con los

obtenidos en los ensayos de retardo en gel en los cuales no fue posible obtener

la union de un solo dimero al operador.
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Figura 20. Ultracentrifugacion analitica del complejo TtgR-operador.

Los ensayos se realizaron como descrito en Materiales y Métodos en tampdén de union
desprovisto de glicerol (Tris-HCI 10 mM, pH 7,0; acetato magnésico 10 mM; KCIl 10 mM; EDTA
0,1 mM; DTT 1 mM) y a 20°C.

A. Perfiles de velocidad de sedimentacion de TtgR (10 uM), tomados a 50,000 rpm.

B. Perfiles de velocidad de sedimentacion de una mezcla de TtgR (10 uM) y ADN (1 uM),
tomados a 50,000 rpm.

C. Distribuciones de coeficientes de sedimentacion [c(s)] de TtgR y ADN obtenidas segun lo
descrito en Materiales y Métodos.
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4.5.Microcalorimetria de la union de TtgR a su operador

Con el fin de ahondar en los aspectos termodindmicos de la interaccion
del represor TtgR con su operador, se analizd por calorimetria de titulacion
isotérmica (ITC) la uniéon del represor TtgR a fragmentos cortos de ADN
previamente utilizados en los ensayos de retardo.

Los ensayos se hicieron con los oligonucleotidos hibridados Op28, WT-
30 y WT-40 (Figura 18). Las titulaciones se llevaron a cabo en tampdn de union
(Tris-HC1 10 mM, pH 7,0; acetato magnésico 10 mM; KCl 10 mM; glicerol 5 %
[v/v]; EDTA 0,1 mM; DTT 1 mM) y a 30°C. Para el andlisis de los datos brutos se
utilizaron distintos algoritmos incluidos en el programa Origin (Microcal Inc.)
suministrado por el equipo.

Las titulaciones con el operador WT-40, tanto en el sentido denominado
directo (proteina en ADN) como reverso (ADN en proteina), generaron senales
de calor endotérmicas (Figura 21 A y B). Tras corregir la linea de base y sustraer
los calores no especificos de dilucién, se analizaron los datos utilizando el
algoritmo de regresidn no lineal “one set of sites” (un solo tipo de sitios de unidn)
del programa Origin. Aunque somos conscientes de que este algoritmo es una
aproximacion, dada la aparente complejidad de esta interaccién deducida de los
ensayos de retardo en gel y de wultracentrifugacion analitica (fuerte
cooperatividad positiva, unién simultdnea de dos dimeros por operador), se
obtuvieron regresiones no lineales muy satisfactorias y fueron por tanto usadas
con fines de comparacion.

La unién de TtgR a su ADN operador fue totalmente dominada por el
factor entropico (TAS de 14,6+0,06 y 14,33+0,04 kcal/mol para las titulaciones
directa y reversa respectivamente, tabla 6), como en la mayoria de las
interacciones proteina-ADN. En efecto, el factor entrépico (AS) se puede
descomponer en los términos siguientes:

AStotal=AS disolvente+AS Conformacional+ASotros
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donde ASdisolvente , €5 generalmente favorable (>0) ya que refleja los cambios en el
grado de hidratacion de las moléculas en interaccidn tras la union, mientras que
ASconformacional cOntribuye mas bien negativamente, ya que refleja la pérdida de
grados de libertad de rotacién, y translaciéon, asociados a una pérdida de
flexibilidad conformacional de las moléculas implicadas, y que ocurren tras la
formacion del complejo. ASowos incluye, entre otros, efectos entropicos asociados
al estado de ionizacion de las moléculas implicadas (Murphy et al., 1993 y 1994).
Por tanto, un factor entrépico favorable (>0) esta generalmente dominado por el
término ASdisoivente, y €std generalmente aceptado que la naturaleza entrdpica de
la interaccion proteina-ADN es debida al desplazamiento de las moléculas de
agua ordenadas de la capa de hidratacion del ADN, hacia un estado mas
desordenado en el disolvente (Lundback y Hard, 1996; Krueger et al., 2003).

A su vez, el factor entdlpico AH se descompone en dos principales
términos AHformacisn y AHrpura que reflejan respectivamente los calores de
formacién (<0) y ruptura (>0) de enlaces de hidrogeno, fuerzas de van der
Waals y/o interacciones electroestaticas que se producen en la formacién del
complejo (Murphy et al., 1993 y 1994). La reaccion de unién de TtgR al ADN
WT-40 fue muy endotérmica (AH de 5,54+0,05 y 6,33+0,03 kcal/mol para las
titulaciones directa y reversa respectivamente, tabla 6), lo que es debido a una
mayor contribucion del término AHrpwr, y refleja probablemente el gran
numero de enlaces de hidrogeno que se rompen en la doble hélice de ADN
durante la formacion del complejo. Por ultimo, los valores de constante de
afinidad obtenidos del orden del micromolar fueron fisiolégicamente
significativos (Tabla 6), y comparables con lo obtenido en los ensayos de retardo

en gel (Ko=0,613 pM, figura 16).
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€Figura 21: Calorimetria de titulacion isotérmica (ITC) de la union de TtgR a

diferentes fragmentos de ADN operador.

Los experimentos de ITC fueron realizados segin se describe en Materiales y Métodos en
tampon de unién (Tris-HCl 10 mM, pH 7,0; acetato magnésico 10 mM; KCl 10 mM; glicerol 5 %
[v/v]; EDTA 0,1 mM; DTT 1 mM). En los graficos figuran las sefales de calor de titulacion
(ventanas superiores) y sus correspondientes curvas de integracidon (ventanas inferiores)
analizadas con el algoritmo “one set of sites” del programa Origin (MicroCal, Inc). Los parametros
termodinamicos correspondientes se recogen en la tabla 6.

A. Titulacién del ADN WT-40 (1,85 pM) con TtgR (64 pM), sentido directo.

B. Titulacion de TtgR (8,1 uM) con el ADN WT-40 (18,8 uM), sentido reverso.

C. Titulacién de TtgR (10,2 pM) con el ADN WT-30 (26,5 uM), sentido reverso.

D. Titulacién de TtgR (6,1 pM) con el ADN Op28 (14 uM), sentido reverso.

La segunda serie de ensayos de titulacion se hizo en sentido reverso, con
operadores mads cortos (fragmentos WT-30 y Op28, de 30 y 28 pb
respectivamente, véase figura 21 C y D). De manera sorprendente, las sefiales y
curva de titulacion con el fragmento WT-30 fueron muy similares a las
obtenidas con el fragmento mayor WT-40, obteniéndose valores de entalpia,
entropia, y afinidad practicamente idénticos (Tabla 6). Por tanto las 10 pb
sobrantes del fragmento WT-40 (5 pb en cada extremo) no parecian tener
impacto sobre la termodindmica de la union de TtgR a su operador. Esto refleja
no sodlo la ausencia de interaccion entre TtgR y este ADN flanqueante, sino que
corrobora los resultados de las secciones anteriores, en cuanto constituye per se
la evidencia mas clara de que los contactos entre los dos dimeros de TtgR y su
operador estan localizados en la secuencia pseudo palindromica de 28 pb
centrada en el fragmento WT30. A raiz de este resultado, se decidié entonces
utilizar el fragmento Op28, que porta estrictamente la secuencia simétrica de 28
pb (Figura 18B), en un experimento similar. Sin embargo, al igual que en los
ensayos de retardo en gel, no se logro detectar union alguna, lo que indica que
las dos bases que flanquean inmediatamente cada extremo del palindromo son

imprescindibles para la unién o formacion del complejo TtgR-operador.
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Tabla 6. Parametros termodinamicos de la interaccion de TtgR con diferentes
fragmentos de ADN operador.

ADN sentido algoritmo KaM") Kp’ (uM) AG* (kcalimol) AH (kcal/mol) TAS (kcal/mol)
WT-40 directo’  onesetorsites  1,59%0,07 .10° 0,63£0,03  -8,60£0,03  5,54+0,05  14,33+0,06
WT-40 reverso®  opesetofsites  6,3530,17.10°  157+004  -8,04+0,02  6,330,03  14,57+0,04
WT-40 directo sequential sitio 1 4,9+1,0 .10 20,4+4,2 -6,50+0,12 35,1+7,0 42415
binding®  stio2  1,370,23.10°  0,73:0,15  -8,51:0,10  -10,846,5 -2,4+1,4
WT-30 reverso  onesetofsies  8,100,33.10° 123:0,05 -8,19£0,03  595:0,04  14,15+0,06

Op28 reverso — No hubo unién —

Los datos experimentales de las titulaciones (ITC) correspondientes se recogen en la figura 21.

1 titulacion del fragmento de ADN con TtgR.

2 titulacion de TtgR con el fragmento de ADN.

3 Kp=1/Ka

+ AG=RT InKa=AH-TAS

5 Con este modelo de unién secuencial, se fijaron dos sitios de unién en base a la estequiometria
concocida del complejo (2 dimeros de TtgR por operador).

Por otra parte, basandonos en los resultados de ultracentrifugacion
analitica (véase seccion 4.4.), que indicaban que TtgR se unia al ADN con una
estequiometria de dos dimeros por operador, y en las evidencias obtenidas de
cooperatividad positiva para la unién a ADN (coeficiente de Hill de 3,23), los
datos experimentales de la titulacion directa con el ADN WT-40 fueron
analizados con un algoritmo basado en un modelo de union secuencial
(algoritmo “sequential binding sites” del programa Origin). El ajuste de la curva
de regresion obtenida fue bastante correcto, aunque con desviaciones estandar
muy superiores a las obtenidas con el modelo “one set of sites” (Tabla 6). No
obstante, se logro obtener una desconvolucion de los datos brutos en dos
eventos de union de tipo cooperativo. Un primer evento con la uniéon de un
dimero a un sitio de baja afinidad (Kp=20,4+4,2 pM), entrOpicamente muy
favorable, seguido de un segundo evento de union a un sitio de mayor afinidad
(Kp=0,73+0,15 uM), entropicamente desfavorable, pero con una entalpia muy
favorable (Tabla 6). Esta deconvolucion de una interaccién que debe ocurrir de
manera simultdnea, a juzgar por la curva monofdsica de titulacion, en dos

eventos distintos pero en los que la unién de un primer dimero con baja
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afinidad provocaria una aumento de afinidad para la uniéon del segundo
(aumento en un factor 20), es un buen reflejo de la fuerte cooperatividad

positiva que gobierna la union de los dimeros de TtgR al operador.

5. Caracterizacion funcional de la union de TtgR a sus efectores

5.1.Identificacion de efectores

Los estudios de expresion in vivo de los genes ttgABC y ttgR realizados
en esta tesis doctoral sugerian que el regulador TtgR estaba implicado en la
induccidn de estos genes en respuesta a la presencia de moléculas inductoras de
tres tipos distintos: (i) antibioticos cldsicos, como cloramfenicol o tetraciclina, (ii)
disolventes organicos y aromaticos diversos, como tolueno, estireno, butil
paraben, 1-naftol, o alcohol 4-hidroxibencilico, y (iii) compuestos polifendlicos
de origen vegetal, de tipo flavonoide, que resultaron ser los inductores mas
potentes de la expresidn transcripcional. Tanto los resultados obtenidos in vivo,
como los mecanismos descritos para los demads represores miembros de la
familia TetR, apuntaban hacia un mecanismo de induccion de la expresion
génica consecuencia de una desrepresion mediada por efector. Con objeto de
verificar esta hipotesis e identificar efectores del represor TtgR, se ensayo la
capacidad de algunos compuestos que inducian la expresién in vivo para
provocar la disociacion del represor de su operador. Asi, se llevaron a cabo
ensayos de retardo en gel y de footprint con ADNasa I, en los que se incubaron
los tres componentes (ADN, regulador e inductor) de manera simultanea,
variando la concentraciéon del inductor ensayado. Los resultados se recogen en

la figura 22.
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€Figura 22. Identificacion de efectores del represor TtgR que promueven su

disociacion del operador.

Los ensayos de retardo en gel (A) y de footprint con ADNasa I (B) en presencia de distintos
compuestos, inductores o no de la expresion de los genes ttgABC, se llevaron a cabo segtin se
describe en Materiales y Métodos.

A. Ensayos de retardo en gel: el fragmento de ADN marcado (189 pb, 5 nM) en ausencia (-y *) o
presencia (resto de carriles) de TtgR (1,5 uM), se incubd con concentraciones crecientes (0,2 — 1,5
mM) de distintos compuestos: cloramfenicol (Cm), tetraciclina (Tc), estireno (est), tolueno (tol),
berberina (berb), genisteina (gen), luteolina (lut), apigenina (api), naringenina (nar), alcohol 3-
hidroxibencilico (30HBA), alcohol 4-hidroxibencilico (4OHBA), butil parabeno (but p ben), y 1
— naftol (1-naft). Los carriles marcados con el simbolo (+) corrresponden al control positivo de
union de TtgR al ADN en ausencia de efectores, y con el simbolo (*) a los controles en ausencia
de TtgR y a la maxima concentracion del compuesto (1,5 mM).

B. Footprint de proteccion contra ADNasal. E1 ADN fue previamente incubado en ausencia (-) o
presencia (+) de 3 uM de TtgR, y en ausencia (-) o presencia (+) de 2 mM de los antibiéticos
indicados: tetraciclina (Tc), acido nalidixico (Nal), gentamicina (Gm), carbenicilina (Cb), y
estreptomicina (Sm).

En el grupo de los antibidticos, el cloramfenicol y, en un menor grado, la
tetraciclina promovieron la disociacion del complejo TtgR-operador, a juzgar
por el aumento en la intensidad de la banda correspondiente a ADN libre y la
disminucion de la correspondiente al complejo (Figura 22A). Esta fue la primera
evidencia experimental que confirmaba el mecanismo de desrepresion de TtgR
mediado por efectores, al mismo tiempo que ponia en evidencia su capacidad
de reconocimiento multiple de antibioticos (Teran et al., 2003). El ensayo de
footprint (Figura 22B) realizado en presencia de antibidticos tanto inductores
(tetraciclina), como no inductores de la expresion pero sustratos del
transportador TtgABC (dcido nalidixico, carbenicilina, estreptomicina), reveld
que la pérdida de proteccion y la obtencion de un patrdn de corte idéntico al
control sin proteina, solo ocurria en presencia del antibiotico inductor
(tetraciclina). Para los demds compuestos, se observdé una proteccion
equivalente a la obtenida en presencia de proteina TtgR sola. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos in vivo, ya que sélo aquellos efectores capaces de
inducir la expresion transcripcional, provocaron la disociacion de TtgR de su
operador. Ademas, la obtencion en presencia del efector, de un patron de corte

de ADN idéntico al control en ausencia de represor, descarta la formacion de
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cualquier tipo de complejo represor-ADN, intermediario (por ejemplo un solo
dimero unido al operador) o de mayor orden en el ADN, que pudiera promover
el efector al unirse a TtgR. Un resultado que, de lo contrario, va en el sentido de
una completa y simultdnea disociacion de los dos dimeros de TtgR de su sitio
de unidén en el ADN, a raiz de la union al efector.

En el caso de los otros tipos de compuestos ensayados, la mayoria de los
que fueron capaces de inducir la expresidon in vivo, también promovieron la
disociacion del represor TtgR de su operador, constituyéndose como efectores
del mismo. Los compuestos mas eficaces in vitro disociando el complejo TtgR-
ADN fueron algunos flavonoides como luteolina, genisteina, apigenina y
naringenina y, dentro del grupo de los aromaticos, el butil-parabeno, el alcohol
4-hidroxibencilico y el 1-naftol, compuestos que habian promovido in vivo las
mayores inducciones de la expresidon génica (véase seccion 2.6. del capitulo I).
De manera interesante, algunos compuestos sirvieron de controles negativos: en
el caso de aromaticos de origen vegetal, la berberina, y en el caso de disolventes
el alcohol 3-hidroxibencilico, y sorprendentemente, el tolueno y estireno, ya que
fueron incapaces de provocar la disociacion del complejo represor, incluso a
maxima concentracion (Figura 22A). Estos controles le dan validez a la
utilizacion de esta técnica in vitro para el screening de efectores de TtgR, pero
sobretodo en el caso del tolueno y el estireno, sugieren que a pesar de haberse
observado in vivo un aumento de la expresidon en respuesta a estos disolventes
organicos, éstos aromaticos monociclicos y mono-sustituidos, no parecen ser
efectores de TtgR. Por otra parte, el hecho de que un cambio de posicién del
grupo hidroxilo de meta a para en el alcohol bencilico lo convierta en un efector,
sugiere que este grupo hidroxilo en posicion para de un anillo aromatico bi-
sustituido, sea un determinante importante de la especificidad, a pesar del

amplio rango de efectores reconocidos por TtgR.
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5.2.Caracterizacion bioquimica de la union a efectores

Los anteriores ensayos in vitro demostraron el mecanismo funcional del
represor TtgR, al establecer una relacion de causa-efecto entre la union del
efector al represor, y su disociacion del operador. Con objeto de caracterizar
bioquimicamente la unidn del efector al represor y de analizar el fendmeno de
reconocimiento multiple de efectores por parte de TtgR desde el punto de vista
termodindmico, se llevaron a cabo experimentos de microcalorimetria de
titulacion isotérmica (ITC) de la proteina TtgR con algunos de sus efectores
identificados anteriormente. Tres tipos de estudios por ITC surgieron para
caracterizar funcionalmente la capacidad de union de TtgR a multiples
efectores: (i) union sencilla de efectores a la proteina TtgR, (ii) union
consecutiva de diferentes efectores y (iii) union de efectores a la proteina TtgR

unida a su operador.

5.2.1. Microcalorimetria de la unién de TtgR a diferentes efectores

Distintos efectores, estructuralmente diferentes (véase apéndice 4 para
las estructuras) y pertenecientes a las tres clases de compuestos ya mencionadas
(antibidticos, disolventes aromaticos, flavonoides) fueron ensayados en su
union a TtgR (Figura 23 y tabla 7). Los experimentos se realizaron en un primer
tiempo en tampdn Pipes (pipes 25 mM, pH 7,0, NaCl 250 mM; acetato
magnésico 10 mM; KCI 10 mM; glicerol 5 % [v/v]; EDTA 0,1 mM; DTT 1 mM).
Se debe hacer notar que la hidrosolubilidad muy limitada de algunos de los
efectores identificados, especialmente de algunos flavonoides (luteolina,
genisteina, y apigenina), dificulté la realizaciéon de estos experimentos. Por
tanto se buscaron entre los inductores de la expresion de los genes ttgABC
(véase figura 10), anadlogos estructurales de mayor solubilidad como la floretina
y la quercetina, que resultaron ser efectores de alta afinidad para TtgR (Figura
23). En todos los casos la titulacién de TtgR con éstos y otros efectores dio lugar

a cambios de calor endotérmicos (Figura 23), y con cambios de entalpia muy
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favorables (Tabla 7). Exceptuando al butil parabeno para el cual el término
entrépico fue favorable, la interaccion fue dominada por el factor entdlpico y
con un término entrépico desfavorable (Tabla 7). Esto indica que la contribucion
negativa ASconformacional prima sobre los demads factores que influyen sobre el
término ASwtl (véase apartado 4.5. para el significado de los distintos factores
entropicos), en particular ASdisovente. Por tanto, la interaccion de TtgR-efector,
desde el punto de vista entrdpico, estd mas marcada por una pérdida sustancial
de la flexibilidad conformacional de la proteina, que por un desplazamiento
importante de las moléculas de agua ordenadas de la capa de hidratacion de la
proteina hacia el resto del disolvente, lo cual puede sugerir que el sitio o bolsillo
de unién a efectores este muy enterrado dentro del nucleo hidrofébico de la
proteina, de tal manera que la entrada del efector no se acompane de grandes
perturbaciones de la capa de hidratacion. Respecto a la diferencia observada
para el butil parabeno (entropia favorable), podria reflejar una diferencia
importante en el modo de union de este efector, dado su menor tamafio y su
estructura monociclica que le hacen muy diferente respecto a los demas.

Por su parte, las constantes de afinidad obtenidas se situaron en rangos
bioldgicamente significativos (entre 1 y 150 uM, tabla 7). Las afinidades mas
altas se obtuvieron para los compuestos vegetales floretina y quercetina (Ko de
1,37£0,02 y 1,47+0,07 uM respectivamente). Ademads las curvas de titulacion
fueron de tipo sigmoidal (Figura 23), lo que permiti6 la determinaciéon de la
estequiometria de union (n) con un buen intervalo de confianza. Esta
estequiometria de union fue de una molécula de efector por dimero de TtgR.

Los demads efectores ensayados, como el antibidtico cloramfenicol o los
disolventes butil parabeno, mostraron afinidades de uniéon mas débiles (Ko de
10,9+0,3 uM para el cloramfenicol, 19,7+0,7 uM para el butil parabeno, tabla 7),
incluso hasta 100 veces mas débiles en el caso del 1-naftol (Ko de 148+4 uM). De
manera muy interesante, la substitucidon en posicion 3 del 1-naftol por un grupo

hidroxilo (obteniéndose el 1,3-dihidroxinaftaleno, apéndice 4) provocé un
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aumento de la afinidad de unién en un factor 2, y un aumento similar en el
término entdlpico (Tabla 7), lo cual es coherente con un reconocimiento directo
por parte de TtgR de este grupo hidroxilo, muy probablemente mediante un

enlace de hidrégeno.
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Figura 23. Calorimetria de titulacion isotérmica de la proteina TtgR con
distintos efectores.

Los experimentos de ITC fueron realizados a 30°C en tampdn Pipes (pipes 25 mM, pH 7,0; NaCl
250 mM; acetato magnésico 10 mM; KCl 10 mM,; glicerol 5 % [v/v]; EDTA 0,1 mM; DTT 1 mM).
Las figuras corresponden a la titulaciéon de TtgR (10 pM), con soluciones de floretina (A),
quercetina (B), o naringenina (C), a 300 pM, 200 uM y 600 uM respectivamente. Las sefiales de
calor de titulacién (ventanas superiores) fueron integradas (ventanas inferiores) y analizadas
con el algoritmo “one set of sites”del programa Origin (MicroCal, Inc). Los parametros
termodindmicos correspondientes se recogen en la tabla 7.

La titulacion con el disolvente organico estireno no generé cambios de
calor compatibles con una posible union al represor, detectdindose tinicamente
sefales correspondientes a calores de dilucion, un resultado que lo descarta
como efector de TtgR y que confirma lo observado previamente en los ensayos
de retardo en gel. El mismo resultado se obtuvo con el antibidtico norfloxacina,
sustrato de la bomba TtgABC (seccion 1 del capitulo I), lo que refuerza la idea

de que aunque el perfil de efectores de TtgR sea muy amplio y permisivo,
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existen al mismo tiempo ciertos determinantes de especificidad, a juzgar por la
ausencia de union de estas moléculas, y por las diferencias de afinidad
observadas entre efectores. No obstante, estos resultados ponen de manifiesto la
capacidad de unién del represor TtgR a multiples efectores, y con afinidades
biologicamente significativas, algo que lleva implicito la gran plasticidad de su
sitio de unidn a efectores para conseguir acomodar compuestos distintos en

tamano y estructura.

Tabla 7. Parametros termodinamicos de la interaccion de TtgR con distintos
efectores a 30°C.

Efector Ky Kp (uM) AG (kcal/mol) AH (kcalimol)  TAS (kcal/mol)
cloramfenicol 9,17+1,14 .10* 10,9+0,3 -8,27+0,01 -16,30+0,19 -9,42+0,19
floretina 6,75+0,35 .10° 1,48+0,08 -8,08+0,03 -17,1+0,3 -8,97+0,31
quercetina 6,82+0,32 .10° 1,47+0,07 -8,09+0,03 -8,93+0,22 -0,87+0,23
naringenina 1,07+£0,04 10° 9,35+0,35 -6,97+0,02 -27,2+1,7 -20,1+1,7
butil parabeno 5,07+0,18 .10* 19,7+0,7 -6,52+0,02 -4,49+0,07 1,88+0,07
1-naftol 6,73+0,16 .10° 148+4 -5,31+0,02 -10,9+0,2 -5,6+0,2
1,3-OH naft.’ 1,65+0,11 .10" 61+4 -5,85+0,04 -19,345,7 -13,345,8
estireno — No hubo union —
norfloxacina — No hubo unién —

Los errores que figuran corresponden a la desviacion estandar de los datos de ITC respecto a la
regresion no-lineal obtenida tras el andlisis con el algoritmo “one set of sites”. Los datos
experimentales de las titulaciones (ITC) correspondientes a floretina, quercetina y naringenina
se recogen en la figura 23. *: 1,3 dihidroxinaftaleno.

Con el fin de encontrar algin determinante estructural entre los mejores
efectores de TtgR como floretina y quercetina, una segunda serie de
experimentos se llevo a cabo con moléculas estructuralmente relacionadas a
estos. Sin embargo y como se ha mencionado anteriormente, la hidrosolubilidad
de estos compuestos fue muy baja en el tampon utilizado previamente, por
tanto fue necesario utilizar el mismo tampon adicionado 5% (v/v) del disolvente
DMSO para evitar la precipitacion de los compuestos mas hidrofdbicos
(apigenina, luteolina, genisteina y cumestrol). Esta utilizacion de entre 5 y 10%
(v/v) de DMSO en el tampdn de uniodn es una practica comun para el analisis de

moléculas hidrofdébicas por ITC (Holdgate et al., 2001).
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Los primeros experimentos de esta segunda serie fueron destinados a
evaluar el efecto del cambio de tampodn en los pardmetros termodindmicos de
efectores ya ensayados anteriormente: floretina y naringenina (Tablas 7 y 8). En
presencia de DMSO, las titulaciones revelaron para estos efectores una
contribucion igualmente favorable de los términos entalpico y entropico sobre
la unidn, lo que indica que esta interaccion no estda dominada por el factor
entdlpico, como ocurria en ausencia de DMSO. No obstante, los efectos del
DMSO sobre la afinidad y el término entalpico resultaron ser similares y
proporcionales a los valores obtenidos anteriormente: los términos entalpicos
disminuyeron en un factor 8, y las afinidades en un factor 7, lo que validé el uso
de este nuevo tampdn para la comparacion de varios efectores estructuralmente

relacionados.

Tabla 8. Parametros termodinamicos de la interaccion de TtgR con efectores
de origen vegetal a 30°C.

Efector Ka(10°M™) Kp (uM) AG (kcal/mol) ~ AH (kcal/mol)  TAS (kcal/mol)
naringenina 1,54+0,10 64,944 2 -5,81+0,04 -3,45+0,50 2,36%0,51
genisteina 3,66+0,17 27,3+1,3 -6,33+0,03 -1,93+0,06 4,39+0,07
apigenina 6,4510,53 15,54+1,3 -6,67+0,05 -1,28+0,04 5,3910,06
luteolina 13,80+0,65 7,2010,34 -7,13+0,03 -3,05+0,09 4,09+0,10
quercetina 7,27+0,32 13,7+0,6 -6,74+0,03 -1,49+0,02 5,2410,03
floretina 9,1410,35 10,9+0,4 -6,88+0,02 -1,99+0,03 4,88+0,04
cumestrol 5,49+0,69 18,242,3 -6,57+0,08 -1,68+0,25 4,88+0,27

Los errores corresponden a la desviacion estandar de los datos de ITC respecto a la regresion
no-lineal obtenida tras el andlisis con el algoritmo “one set of sites”.

La figura 24 ilustra las diferencias en la estructura de las moléculas ensayadas,
en donde la apigenina ocupa una posicion central. Esquemadticamente las
moléculas estdn constituidas por un nucleo cromenona (derivado del
naftaleno), al que esta conectado un grupo fendlico. Termodindmicamente, el
modo de union de TtgR a las 6 moléculas ensayadas fue muy similar (Tabla 8).

La unién estuvo caracterizada por un modesto y favorable término entélpico (-
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1,3 a 3,5 kcal/mol) acompanado de un término entrépico también favorable

(TAS situados entre 2,3 y 4,9 kcal/mol).

OH

J

OH © OH © Kp=10,9 uM

floretina

K,=64,9 uM

naringenina

apigenina

Kp=15,5 uM

Kp=7,20 uM

luteolina

cumestrol

Figura 24. Analisis termodindmico de la interaccion de TtgR con efectores de

origen vegetal estructuralmente relacionados.

La estructura de las moléculas comparadas en su unién al represor se acompafian de sus
respectivas constantes de afinidad (Kbp): las transiciones o cambios estructurales entre una y otra
estan representados por colores y simbolizados por las flechas de igual color. Los datos
experimentales de las titulaciones (ITC) correspondientes se recogen en la tabla 8.

Un andlisis combinado de las estructuras y las afinidades permitio
identificar elementos estructurales en los efectores, determinantes para la union
(Figura 24). En efecto, dos isdémeros como la apigenina (flavona) y la genisteina
(isoflavona), s6lo mostraron diferencias de afinidad en un factor 1,8 (Ko de
15,5#1,3 pM para apigenina y 27,3+1,3 pM para genisteina), a pesar de un
importante cambio de posicion del grupo fendlico generado por esta
isomerizacion. Un resultado a comparar con la transicidon apigenina-

naringenina, donde el simple cambio de un enlace doble a simple, que permite
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la rotacion del grupo fenoélico sobre el resto de la molécula con pérdida de la su
planalidad, provoca una pérdida de afinidad de un factor 4,2 (Ko de 64,9+4,2
uM para naringenina). Por otro lado, un resultado interesante es el aumento de
afinidad de un factor 2,2 en la transiciéon apigenina-luteolina (Ko de 7,2+0,3 uM
para esta ultima), como consecuencia de la adicion de un segundo hidroxilo al
grupo fenolico, lo que sugiere la importancia de estos grupos polares en los
anillos aromaticos, para el reconocimiento por parte de TtgR. Un resultado
acorde con lo anteriormente observado en el caso del 1,3-dihidroxinaftaleno.
Por ultimo, un efector muy hidrofdbico como el cumestrol, que junto con la
floretina y la quercetina habian demostrado tener relevancia bioldgica para P.
putida DOT-T1E (véase capitulo I), también fue capaz de unirse a TtgR con una
afinidad relativamente alta (Kp=18 uM).

De manera global, los resultados sugieren que la capacidad de
reconocimiento multiple de efectores por parte de TtgR, seria consecuencia de
una singular plasticidad de su sitio de union, necesaria para poder tolerar
variaciones tanto de tamafno como de estructura en las moléculas que reconoce.
Una plasticidad regida sin embargo por dos determinantes de especificidad en
los efectores que parecen ser ambos indispensables para el reconocimiento: un
nucleo hidrofdbico formado por uno o mas anillos aromaticos, y al mismo
tiempo varios grupos polares conectados a este nucleo, que confieran a la
molécula un cardcter anfipatico. Las posiciones de estos grupos polares en la
molécula condicionan a su vez su mayor o menor afinidad de union por parte

de TtgR.

5.2.2. Union simultdnea de dos efectores

Para explorar la posibilidad de unién simultdnea de dos efectores al
represor TtgR, se utilizé la misma técnica de microcalorimetria realizando dos
titulaciones consecutivas sobre la misma muestra proteica con dos efectores

diferentes. Tras llegar a saturacion de los sitios de union de TtgR con el butil
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parabeno, se procedié a una segunda titulacién de este complejo con 1-naftol.
Este segundo efector era de menor afinidad (Tabla 7), con objeto de evitar un
posible desplazamiento del primer efector durante la titulacion. Sin embargo,
no se obtuvieron sefales de calor compatibles con una unién a TtgR,
detectandose tinicamente sefiales correspondientes a calores de dilucion. Con lo
que la unién simultdnea de dos efectores de tamafios compatibles quedo

descartada.

52.3. Unién de efectores a la proteina TtgR en complejo con su

operador de ADN

Tal vez uno de los aspectos mas novedosos de esta tesis doctoral, ha sido
el de explorar si el represor TtgR, al estar unido a su operador, en una situacion
que podemos calificar de “basal”, muestra cambios en su modo de union al
efector. Quisimos en realidad situarnos en el contexto real de un efector que,
habiendo conseguido entrar en la célula bacteriana, se encuentra con el
complejo represor TtgR-operador, y asi acceder de forma mds completa al
mecanismo de accion o de desrepresion de este sistema regulador.

Se realizaron titulaciones (ITC) del complejo TtgR-operador con tres
efectores diferentes (floretina, cloramfenicol y naringenina). Para ello se
realizaron los experimentos en tampon de unién (Tris-HCl 10 mM, pH 7,0;
acetato magnésico 10 mM; KCI 10 mM,; glicerol 5 % [v/v]; EDTA 0,1 mM; DTT 1
mM), ya que el primer paso consistia en una primera titulacion saturante de
TtgR con su ADN operador (fragmento WT-40), en la que era importante
obtener un complejo TtgR-ADN estable. Por tanto fue necesario realizar las
titulaciones control de TtgR libre con efectores en este mismo tampon (Figura
25).

Los resultados de ITC de la proteina TtgR libre y unida al ADN con el
efector floretina revelaron un aumento significativo de la afinidad de union de

este efector cuando la proteina estuvo en complejo con su operador, aumento
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que se refleja claramente en el cambio de pendiente de las curvas de titulacion
en sus respectivos puntos de inflexiéon (Figura 25). La estequiometria de unidn,
por su parte, se mantuvo idéntica uniéndose 1 molécula de efector por dimero
de TtgR. La afinidad de union de la floretina resulté incrementada 2 veces en el
caso del complejo TtgR-ADN: para éste se obtuvo una constante Ko de 0,49+0,03
uM (Tabla 8), mientras que para la interaccién con la proteina libre se
obtuvieron pardmetros termodindmicos muy similares a los obtenidos
anteriormente (Tablas 6 y 9), con una constante de afinidad Ko de 0,92+0,09 pM.
Por tanto estos resultados constituyen la primera evidencia de la existencia de
cambios conformacionales en TtgR, relevantes para la unién al efector, y que

ocurren tras la union del represor al ADN.
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Figura 25. Calorimetria de titulacion isotérmica (ITC) de la union de efectores
al represor TtgR unido a su operador.

Los experimentos de ITC fueron realizados a 30°C en tampdn de unién (Tris-HCl 10 mM, pH
7,0; acetato magnésico 10 mM; KCI 10 mM; glicerol 5 % [v/v]; EDTA 0,1 mM; DTT 1 mM). Las
figuras corresponden a la titulacidon con una solucién de floretina (700 pM), del represor TtgR
libre (20 pM) (A), o del complejo TtgR-ADN (WT-40) (B). Las sefiales de calor de titulacion
(ventanas superiores) fueron integradas (ventanas inferiores) y analizadas con el algoritmo “one
set of sites”. Los parametros termodindmicos correspondientes se recogen en la tabla 9.
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Los resultados obtenidos con otros dos efectores de menor afinidad en su
union con el represor libre (naringenina y cloramfenicol) fueron distintos (Tabla
9). En el caso de la naringenina, si bien se observaron variaciones importantes
en los términos entalpia y entropia, la afinidad de unién no wvarid
significativamente entre la proteina TtgR libre o unida al ADN (disminucion de
Kb en un factor 1,08 para el complejo respecto a la proteina libre, tabla 9). Mas
aun, en el caso del cloramfenicol, se observd una clara disminucion de la
afinidad de union en un factor 1,5 para la forma de TtgR unida al ADN respecto
a la forma libre (Tabla 9). Este ultimo resultado confirma la existencia de un
cambio conformacional en la proteina TtgR tras su union al operador, que
afecta significativamente el sitio de unidn al efector y tiene por tanto claras

consecuencias sobre las interacciones proteina-efector.

Tabla 9. Parametros termodinamicos de la interaccion de TtgR libre y TtgR
unida a su operador con distintos efectores a 30°C.

Efector Receptor Ka(10°M™) Kop (uM) AG (kcal/mol) ~ AH (kcalimol) TAS (kcal/mol)
floretina TtgR 10,9+1,1 0,92+0,09 -8,37+0,06 -17,60+0,34 -9,27+0,35
TtgR-ADN 20,5+1,4 0,49+0,03 -8,7510,04 -19,2040,21 -10,42+0,22
cloramfenicol TtgR 0,6310,03 15,8+0,7 -6,65+0,03 -13,40+0,30 -6,69+0,31
TtgR-ADN 0,40+0,01 24,8+0,7 -6,38+0,02 -11,30+0,16 -4,85+0,16
naringenina  TtgR 1,15+0,04 8,70+0,26 -7,02+0,02 -9,51+0,16 -2,54+0,16
TtgR-ADN 1,06+0,03 9,43+0,23 -6,97+0,02 -14,20+0,17 -7,350,21

Los errores corresponden a la desviacion estandar de los datos de ITC respecto a la regresion
no-lineal obtenida tras el analisis con el algoritmo “one set of sites”. Los datos experimentales
correspondientes a la floretina estan recogidos en la figura 25.

Este conjunto de resultados realizados con el complejo TtgR-ADN como
unidad receptora de efectores, es totalmente novedoso para este tipo de
sistemas represores. Tal vez por la mayor relevancia funcional que suscitan, se
han descrito ampliamente las consecuencias, en términos conformacionales, de
la union del efector sobre la unién (o desunion en este caso) al ADN (Orth ef al.,
1998; Schumacher et al., 2001 y 2002), sin embargo las consecuencias de la uniéon

al operador sobre el reconocimiento del efector han sido obviadas.
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La relevancia de estos resultados desde el punto de vista funcional y

evolutivo sera discutida mas adelante.

6. Competicion con la ARN-polimerasa por la region promotora.

Los anteriores ensayos de retardo en gel y de footprint con efector en los
que se determino, por un lado, que el operador de TtgR solapaba con el sitio de
unién de la ARN polimerasa, y por otro lado, que el efector promovia la
disociacion de TtgR de su operador, contribuyeron a aclarar el mecanismo
funcional de represién-induccion del regulador TtgR. Con el fin de indagar las
consecuencias del solapamiento del operador de TtgR con la zona de
asentamiento de la ARN-polimerasa en la regién promotora de los genes
ttgABC, se realizaron ensayos de footprint de proteccion contra ADNasa I, en
ausencia y en presencia del represor TtgR, de ARN-polimerasa (c”-
holoenzima), y del efector naringenina (Figura 26). Cuando el ADN
correspondiente a la region promotora de los genes ttgABC se incubd con ARN-
polimerasa sola, se obtuvo una proteccion comprendida entre las posiciones +17
y -47, distinta de la proteccion correspondiente al represor TtgR solo (entre -7 y
-39). De manera interesante, ambas proteinas demostraron ser mutuamente
exclusivas en su union a la region promotora, ya que cuando se afiadid una
antes que la otra a la reaccidn, la proteccion obtenida correspondio siempre a la
primera, descartando la posibilidad de un desplazamiento de la ARN-
polimerasa por parte de TtgR, una vez que esta se haya asentado en el
promotor, al menos en las condiciones del ensayo. No obstante, cuando se
incub6 el ADN con el represor TtgR y, posteriormente, se afiadié un efector
(naringenina) y la ARN-polimerasa, la proteccion obtenida correspondio
exactamente a la obtenida con ARN-polimerasa sola, indicando que la
disociacién total del represor inducida por el efector, permite la entrada
correcta de la ARN-polimerasa a la region promotora para iniciar la

transcripcion. Este resultado confirma el mecanismo funcional sugerido por los
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ensayos anteriores, con un represor TtgR que compite con la ARN-polimerasa
por la region promotora, bloqueando, una vez unido a su operador, la
formacién del complejo transcripcional por simple impedimento estérico. Dicho
bloqueo se anula en presencia del efector, al provocar éste la disociacion de
TtgR de su operador y dejar libre la region promotora. Un mecanismo clasico
de represion transcripcional, ampliamente descrito y frecuente en bacterias

(Rojo, 2001).
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Figura 26. Competicion entre el represor TtgR y la ARN-polimerasa por la
region promotora del operdn ttgABC.

Los ensayos de footprint con ADNasa I se llevaron a cabo como descrito en Materiales y
Métodos. E1 ADN (50 nM), correspondiente a la cadena codificante del operon ttgABC, se
incub6 a 30°C, en ausencia (-) o presencia (+) de TtgR (1 pM), ARN-polimerasa (c7° holoenzima)
(50 nM), y el efector naringenina (2 mM). Los niimeros corresponden al orden en la incubacién
del ADN con las proteinas y/o efector (10 min. para cada incubacién). Como control del ensayo
en presencia de efector, se utilizd un volumen equivalente del disolvente DMSQO, en el cual
estaba preparado el efector.
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DISCUSION
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La bomba TtgABC es responsable de la resistencia intrinseca de P.

putida DOT-T1E a multiples antibioticos y biocidas.

Al inicio de esta Tesis Doctoral se habian identificado tres sistemas de
transporte de la familia RND (TtgABC, TtgDEF y TtgGHI), responsables de los
altos niveles de tolerancia a disolventes organicos de la cepa P. putida DOT-T1E
(Rojas et al., 2001). Estos transportadores son capaces de expulsar disolventes
organicos como tolueno, estireno, triclorobenceno, xilenos, etil y propilbenceno
segun el caso (Ramos et al., 1998; Rojas et al., 2001). La bomba TtgABC parecia,
ademas, conferir resistencia a varios antibidticos como ampicilina, tetraciclina o
cloramfenicol (Ramos et al., 1998), perfilandose como un transportador MDR de
muy amplio espectro de sustratos. Los estudios de susceptibilidad a diferentes
clases de agentes antimicrobianos realizados en el presente trabajo (Tabla 4),
permitieron ampliar el rango de sustratos de este transportador no sélo a
distintos antibioticos de importancia clinica, sino a otros agentes biocidas o
antimicrobianos como el triclosan, o el bromuro de etidio, y demostraron,
ademas, que TtgABC era el unico, entre los tres transportadores de disolventes
Ttg, responsable de la resistencia intrinseca de P. putida DOT-T1E a esta otra
clase de compuestos. La similitud de secuencia de TtgABC con sus pares
MexAB-OprM en P. aeruginosa, y AcrAB-TolC en E. coli (apéndice 3), coincide
con el rango de sustratos de estos transportadores MDR, capaces de expulsar
tanto antibioticos como disolventes organicos, detergentes, biocidas o incluso
sales biliares en el caso de E. coli (Ma et al., 1995; Thanassi et al., 1997; Poole,
2004). Este amplio rango de sustratos unido al hecho que se hayan encontrado
homodlogos de esta bomba en bacterias dispares desde el punto de vista de la
relaciéon con su entorno natural o huésped, como P. fluorescens, S. maltophilia,
Burkholderia spp, Neisseria spp, Salmonella spp, Erwinia spp, o A. tumefaciens,
sugiere que no han sido ni el uso clinico de antibidticos, ni el derrame de

hidrocarburos aromaticos toxicos, los causantes de la adquisicion y evolucion
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de estos sistemas. Grkovic y colaboradores (2002) sefialan al respecto que el uso
indiscriminado de antibidticos y biocidas, a lo que afiadiriamos nosotros los
frecuentes vertidos y derrames de hidrocarburos aromaticos en suelos y aguas,
habrian en realidad permitido la selecciéon y emergencia de bacterias que ya
tenian estos genes de transportadores MDR presentes en su genoma. La
seleccidn se hubiera hecho sobre una mayor expresion de estos transportadores,
ya sea intrinseca o adquirida. Una hipodtesis cada vez mads aceptada, debido a la
aparicion de genes de transportadores MDR en todo tipo de bacterias, tanto
patdgenas como inocuas (Paulsen et al., 2001). Mas atn si estudios de gendmica
funcional realizados tanto en E. coli como en B. subtilis, sehalan que la mayoria
de los transportadores MDR, caracterizados o no, se expresan a unos niveles
basales detectables (Tao et al. 1999; Saier et al., 2002). Estos elementos
explicarian la relativa resistencia basal intrinseca de algunas bacterias a muchos
agentes antimicrobianos, como es el caso de nuestra cepa P. putida DOT-T1E, y

su seleccion por resistencia a toxicos organicos.

La bomba TtgABC participa en la expulsiéon de moléculas senal de
plantas presentes en su habitat natural y que poseen actividad
antimicrobiana.

No obstante, la pregunta que mdas sobresale respecto a estos
transportadores MDR es el papel fisioldgico que pueden cumplir en bacterias.
Una pregunta que, si bien no ha constituido un objetivo per se del presente
trabajo, ha estado omnipresente a lo largo de esta Tesis Doctoral, condicionando
por tanto el disefio de algunos experimentos, y permitiendo obtener claros
elementos de respuesta. Asi, se logréo demostrar que TtgABC conferia
resistencia a metabolitos secundarios de origen vegetal presentes en el suelo y
con actividad antimicrobiana, particularmente abundantes en el entorno
rizosférico de las plantas (Bailey y Mansfield, ed. 1982). Estos incluyeron

flavonoides como quercetina o naringenina y otros compuestos polifenolicos
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como floretina o cumestrol, cuya actividad antibacteriana sobre P. putida DOT-
T1E aumentd en ausencia de la bomba TtgABC (Tabla 5). Algunos de estos
compuestos se sintetizan de forma constitutiva en algunas plantas y en otras se
consideran fitoalexinas, es decir que son sintetizados en respuesta a una sefial o
elicitor producido por un microorganismo potencialmente patdgeno (van Etten,
1994, Dixon, 2001). La actividad antimicrobiana de los flavonoides, y moléculas
relacionadas, ha sido ampliamente reportada (El Gammal et al., 1986; Rauha et
al., 2000; Dastidar et al., 2001; Martini et al., 2004) y parece estar fundamentada
en la capacidad de estos compuestos para inhibir ciertas proteinas con actividad
tirosina-quinasa (Markovits et al., 1989; Fischer y Lane, 2000), en particular la
actividad de sobre enrollamiento de las girasas bacterianas (Plaper et al., 2003).
Para algunos de éstos, como el cumestrol, la floretina, o la naringenina, la accion
antibacteriana sobre P. putida DOT-T1E y su expulsion por parte de la bomba
TtgABC, solo han logrado ser evidenciados utilizando el inhibidor de bombas
MC207110 (Tabla 5). El efecto sinérgico obtenido por la utilizacion combinada de
inhibidores y agentes antimicrobianos esta lejos de ser una situacion artificial de
laboratorio, ya que es un recurso natural descubierto en plantas de la especie
Berberis, capaces de sintetizar tanto el componente antibacteriano (berberina),
como inhibidores de transportadores MFS que potencian su actividad (5'-
metoxihidnocarpina y feoforbida A) (Stermitz et al., 2000, a y b). La utilizacion
de inhibidores de bombas de expulsién se convierte, por tanto, en una
herramienta util para estudiar en el laboratorio el efecto antibacteriano de toda
una nueva clase de compuestos derivados de plantas con gran potencial para el
tratamiento de infecciones bacterianas (Hsieh et al., 1998; Renau et al., 1999;
Lomovskaya et al.,, 1999; Lewis, 2001; Tegos et al., 2002). La presencia en P.
putida DOT-T1E, de otros transportadores, ademas de TtgABC, capaces de
expulsar estos compuestos de origen vegetal, como lo sugiere la potenciacion de
su actividad por el inhibidor MCx710 en la cepa mutante DOT-T1E1S8, es

probablemente responsable del alto nivel de resistencia obtenido en los ensayos
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realizados en ausencia del inhibidor, tanto en la cepa silvestre como en la cepa
DOT-T1E18 (Tabla 5). Una hipotesis que es coherente con la reciente
secuenciacion del genoma de P. putida KT2440 (Nelson et al., 2002) que revela la
existencia de otros 9 transportadores de tipo RND, entre los cuales dos
ortologos no caracterizados de los sistemas MexCD-Opr] (PP2817-19) y MexEF-
OprN (PP3425-27), los demas sin funcidén conocida (PP0906, PP1517, PP2065,
PP3302, PP3456, PP3584, PP5173), alguno de ellos pudiendo participar en la
expulsidn de esta clase de compuestos vegetales. Este solapamiento en el perfil
de sustratos de los transportadores MDR de un mismo organismo, y su
funcionamiento de manera complementaria, se ha descrito para otros sistemas
MDR bacterianos, como las bombas Mex de P. aeruginosa, o Acr de E. coli
(Morita et al., 2001; Poole, 2003), siendo un fendmeno que dificulta el estudio de
la actividad individual de un transportador MDR en su cepa parental.

Por otro lado, podria pensarse que los altos valores de CIM (centenas de
ug/ml) obtenidos para estos compuestos vegetales en ausencia del inhibidor
(Tabla 5), fueran poco significativos desde el punto de vista ecoldgico o
fisiologico, ya que provienen de bioensayos realizados en el laboratorio en
condiciones que poco tienen que ver con las concentraciones naturales de estos
agentes antimicrobianos en medioambiente. No obstante, encontramos un
ejemplo de estudio de la actividad de estos compuestos in situ (Pierce et al.,
1996), en el que los autores logran determinar las concentraciones reales de una
fitoalexina con poder antibacteriano en células foliares de varias cepas de
algodonero. Los valores obtenidos en dicho trabajo, fueron incluso superiores a
las CIM obtenidas en los respectivos bioensayos de laboratorio con el microbio
patdgeno (Xanthomonas campestris). Con lo cual se logrd establecer una perfecta
correlacion entre proteccidn in situ contra este patdgeno, concentracion foliar en
fitoalexina y ensayos de determinacion de CIM en laboratorio. Ademas, otros
ensayos in situ con bacterias asociadas a plantas (patdégenas o no) como A.

tumefaciens, R. etli, o E. amylovora, demostraron la participaciéon de un
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transportador MDR, implicado en la resistencia a flavonoides y otras moléculas
sefial de plantas, en la colonizacion competitiva de raices o tejidos vegetales
(Palumbo et al., 1998; Gonzalez-Pasayo et al., 2000; Burse et al., 2004) v. Todo
esto da crédito a los bioensayos de resistencia/susceptibilidad obtenidos y
presentados en esta memoria, lo que permite otorgar un papel fisioldgico a la
bomba de disolventes organicos y antibioticos TtgABC, en la expulsion de
moléculas con actividad antibacteriana, derivadas de plantas y por tanto

presentes en el habitat natural de P. putida DOT-T1E.

Los genes de la bomba TtgABC forman un operdn y se inducen en
respuesta a compuestos aromaticos, incluyendo disolventes organicos,
antibidticos y metabolitos secundarios de plantas.

La expresion de los genes ttgABC y ttgR habia sido previamente
analizada en P. putida DOT-T1E y el mutante DOT-T1E13 (ttgR"), pero
Unicamente en respuesta a tolueno suministrado en fase de vapor durante el
crecimiento de las cepas (Duque et al., 2001). En esta Tesis Doctoral (Capitulo I,
seccidn 2), tras demostrar que los genes estructurales ttgABC forman un operon
(Figura 3), se confirma la regulacion negativa ejercida por TtgR sobre la
transcripcion de ttgABC y sobre su propia transcripcion (Figura 5). Sin
embargo, se debe destacar que contrariamente a lo sugerido por los anteriores
ensayos, la expresion del operdn ttgABC no es constitutiva, aunque exista un
cierto nivel basal responsable de la resistencia intrinseca a varios antibioticos no
inductores de la expresidon (p. ej. estreptomicina, norfloxacina, cefotaxima,
carbenicilina o ampicilina, figura 4 y tabla 5). En efecto, la expresion aumento
significativamente en presencia de numerosos compuestos aromaticos, que
incluyeron a disolventes como estireno, 1-naftol, butil parabeno o alcohol 4-
hidroxibencilico, antibidticos como cloramfenicol o tetraciclina, y varias
moléculas sefial de plantas (Figuras 4 y 10), muchos de ellos sustratos de la

bomba TtgABC. Se comprobd ademads que la induccion génica obtenida en
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respuesta a la mayoria de estos compuestos aromaticos, era dependiente del
regulador TtgR, tanto por los ensayos in vivo en un fondo tfgR-, en los cuales no
se obtuvo induccion (figuras 5 y 10), como por los ensayos in vitro que
demostraron que la mayoria de estos inductores de la expresion eran efectores
de TtgR (Figura 27). El perfil de expresion en presencia de estos inductores fue
idéntico para los genes estructurales ttgABC y el gen regulador ttgR,
probablemente debido al solapamiento de los promotores divergentes
involucrados, y a la localizacién del operador de TtgR (Figura 17) que cubre las
regiones promotoras involucradas (las regiones -10 de cada promotor y la

region -35 de Pugasc quedan completamente cubiertas).

Induccion de la expresion de la bomba TtgABC y estrés: evidencias de una
regulacion independiente de TtgR.

El caso particular de los disolventes organicos tolueno y estireno merece
ser discutido, ya que, aunque se obtuvo una induccion de los genes ttgABC y
ttgR en su presencia (Figura 4), los ensayos in vitro de retardo en gel (Figura 27)
y de ITC (Tabla 5) indicaron que estos dos disolventes aromaticos no eran
efectores de TtgR. Por tanto, la induccion obtenida en respuesta a estos
compuestos parece seguir una ruta reguladora independiente de TtgR, lo que
coincide con en el aumento de la expresiéon de los genes ttgABC y ttgR
observada en respuesta a estireno en la cepa DOT-T1E13, deficiente en el
regulador TtgR (Figura 5). La implicacion de un regulador distinto a TtgR, y
probablemente global habia sido propuesta previamente para los genes ttgABC
y ttgR (Duque et al., 2001). En el caso de la bomba AcrAB-TolC de E. coli, la
expresion estd controlada tanto a nivel local por el represor AcrR (homdlogo a
TtgR), como por varios reguladores globales de respuesta a estrés general (Mar,
Rob, Sox) o a densidad celular y senales de quorum sensing (SdiA) (Ma et al.,
1995 y 1996, Rahmati et al., 2002). Sin embargo la busqueda de homodlogos de

estos reguladores globales en el genoma de P. putida KT2440, no arrojé ningan
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resultado satisfactorio, sefialando una regulacion global en respuesta a estrés
diferente en P. putida. Ademas, la respuesta a estrés, en P. putida DOT-T1E, solo
revel6 un aumento de la expresion del operon ttgABC a un choque de etanol, y
no a otros tipos de estrés (Figura 9), como ocurre para los genes acrAB en E. coli.
Aunque el choque etanolico provoca alteraciones importantes en los lipidos de
membrana que modifican su fluidez (Heipieper et al., 1994), se acompana
generalmente de un choque oxidativo, activando en E. coli las respuesta SoxRS
(Storz y Imlay, 1999) y por tanto induciendo, entre otros muchos genes, los
genes acrAB (Lu et al., 2005). En P. putida DOT-T1E, la expresion del operon
ttgABC se mantuvo inalterada por un choque oxidativo (H20:), lo que sugiere
que la induccion de ttgABC obtenida tras el choque etandlico, no pasa por el
efecto oxidativo paralelo que genera, siguiendo por tanto una ruta reguladora
distinta. Las similitudes en algunas de las alteraciones de membrana causadas
por el etanol y los disolventes organicos (Heipieper et al., 1994; Jones, 1994;
Ramos et al, 2002), asociadas a la respuesta pleiotropica que provocan como
estrés, permiten proponer que el aumento de expresion del transportador
TtgABC observado en respuesta a tolueno, estireno o etanol, se inscribe mas en
una respuesta global a un estrés relacionado con los lipidos de membrana, que
en una respuesta especifica a estos compuestos. En este sentido TtgABC se
diferenciaria de las otras dos bombas de expulsion de tolueno en P. putida DOT-
T1E (TtgGHI y TtgDEF), cuya induccion y regulacion cruzada en respuesta a
numerosos disolventes orgdnicos forman parte de respuesta mas especifica
mediada por los reguladores locales de estos sistemas (TtgV y TtgT
respectivamente), cuyos efectores incluyen a toluenos y alcoholes alifaticos

(Guazzaroni et al., 2004 y 2005; Teran et al., 2005).
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Factores sigma implicados en la transcripciéon desde los promotores
PttgABC y PtigR.

Como se ha mencionado, la expresion basal del operon ttgABC es
responsable de la resistencia intrinseca de P. putida DOT-TIE a varios
compuestos antimicrobianos. El gen regulador ttgR también se transcribe a un
nivel basal detectable en ausencia de efectores (Figura 4), lo que indica que la
represion ejercida por TtgR es débil, y por tanto coherente con la baja afinidad
de unién al operador obtenida en los ensayos in vitro (Ko~1 uM, figura 15), muy
por debajo de la del represor TetR (Kp~0,01 nM, Orth et al., 2000), o de otros
represores de la familia como CamR (Kp~0,1 pM, Aramaki et al., 1995), EthR
(Kp~0,146 uM, Engohan-Ndong et al., 2004). La transcripcion basal observada en
ambos promotores, depende del factor 67 (Figura 7), el factor sigma principal
implicado en la transcripcion de méas de mil genes (Ishihama, 1999),
mayoritariamente con funcidon vegetativa y de mantenimiento (house keeping
genes). Ademads la transcripcion fue dependiente de o’ tanto en fase
exponencial como en fase estacionaria temprana (Figura 7), momento en que se
alcanza una actividad basal maxima de los promotores Pugasc y Pugr (Figura 6).
Lo cual hizo pensar que el factor sigma alternativo RpoS, responsable de la
induccion de un centenar de genes en fase estacionaria y también considerado
un regulador central de respuesta a estrés (Ishihama, 1999), podia estar
involucrado en la expresion de ttgABC y ttgR. Sin embargo, se demostré que
esta dependencia de la expresion transcripcional en funcion de la fase de
crecimiento era independiente de % (Figura 8). Un resultado similar ha sido
obtenido en E. coli, cuyos genes acrAB se inducen también en entrada de fase
estacionaria (Ma et al., 1995 y 1996), pero por un proceso independiente del

factor o° (Rand et al., 2002).
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Caracterizacidon bioquimica y funcional del regulador TtgR.

La purificacion hasta homogeneidad de la proteina TtgR desarrollada en
esta Tesis Doctoral abrié paso a numerosos estudios bioquimicos y moleculares
in vitro (Capitulo II), que permitieron caracterizar funcionalmente este
regulador local de la bomba MDR TtgABC. Dos de sus aspectos funcionales
constituyeron los dos ejes conductores de la caracterizacién de su modo de
accion: su capacidad de unién al ADN operador, responsable de la represion
transcripcional, y su particular capacidad de unién a maultiples efectores
estructuralmente distintos, causantes de la desrepresion transcripcional de los
genes ttgABC y ttgR, mediada por un amplio rango de efectores.

Dos caracteristicas funcionales que los miembros de la familia TetR
consiguen articular a través de sus dos dominios funcionales. Es interesante
anotar que aunque la familia de reguladores TetR se define a través de un perfil
limitado al dominio N-terminal, dominio que contiene el conservado motivo
HTH de unién al ADN (Aramaki et al., 1995; Ramos et al., 2005), importantes
caracteristicas comunes de sus miembros estan portadas por el resto de la
proteina (dominio C-terminal).

La primera es la composicion en estructura secundaria: todos los miembros
caracterizados estructuralmente (TetR, QacR, CprB y EthR), estan compuestos
por entre 9 y 10 a-hélices (Hinrichs et al, 1994; Kisker et al, 1995; Orth et al., 2000;
Schumacher et al., 2001 y 2002; Natsume et al., 2004, Dover et al., 2004), la
prediccion para TtgR es de 9 a-hélices (Figura 12).

La segunda es que todos los miembros parecen ser homodiméricos, como
también ha sido demostrado para TtgR (Figuras 15 y 20). Una propiedad que
segin los datos estructurales involucra, en cada mondémero, dos hélices a
antiparalelas del dominio C-terminal (a-hélices 8 y 9 0 8 y 10 segtin el caso) que
forman un motivo de interfase estructuralmente conservado, en asociacién con
las equivalentes en el otro monémero. No obstante, los residuos implicados en

ésta interaccion proteina-proteina no estan conservados entre los distintos

157



miembros de la familia, en términos de secuencia primaria, pero si en el tipo de
interaccion utilizando diferentes combinaciones de contactos hidrofdbicos y
electroestaticos (Schumacher et al., 2001; Natsume et al., 2004; Dover et al, 2004).
Aunque la evolucion de estos reguladores ha sido aparentemente mas
permisiva en el dominio C-terminal, como lo sugiere el poco grado de
conservacion en su secuencia primaria (Ramos et al., 2005), la conservacion
estructural del motivo de dimerizacion, asociada a la ausencia de formas
mondmericas o de mayor orden, sugiere que la dimerizacién es una
caracteristica relevante e imprescindible para el funcionamiento de estos
reguladores transcripcionales. Ademas, la reciente aparicion en la base de datos
de estructuras proteicas PDB, de otras 5 estructuras cristalinas de reguladores
miembros de la familia TetR (1RKT, 1VIO de Bacillus subtilis, 1T33 de Salmonella
tiphymirium, 1PCB de E. coli, y 1ZOX de Enterococcus faecalis), cuya funcion es
desconocida? pero con las mismas caracteristicas mencionadas, respalda este
andlisis. Es importante, por tanto, anadir a esta familia, estas nuevas
caracteristicas estructurales y funcionales que se escapan del andlisis de su
secuencia primaria, a saber su composicion exclusivamente helicoidal, con un
tamano limitado a 9-10 hélices o, y su capacidad para formar homodimeros
estables, a través de un motivo de hélices antiparalelas estructuralmente

conservado en su dominio C-terminal.

Caracterizacion funcional de la unién de TtgR a su operador de ADN

TtgR constituye, después de QacR (Schumacher et al., 2002), el segundo
ejemplo descrito para un miembro de la familia TetR en exhibir un modo de
union al ADN altamente cooperativo y con una estequiometria de dos dimeros
por operador (Capitulo II, seccion 4). Las similitudes entre estos dos
reguladores de la familia TetR han sido patentes en varios aspectos de su union

al operador: la cooperatividad positiva, el tamafio del operador de 28-30 pb que

? Estructuras tridimensionales derivadas de ensayos de cristalizacion a escala genémica.
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contiene un palindromo imperfecto de 28 pb con una secuencia espaciadora, la
estequiometria de union, y la imposibilidad de obtener la unién de un solo
dimero al operador. Similitudes que, por otro lado, se han encontrado también
en otros aspectos como el hecho que puedan tener el mismo niimero de hélices
a (9 predichas para TtgR, figura 12), la capacidad de reconocimiento de
multiples efectores con estructuras distintas, o la estequiometria de union de un
efector por dimero (Capitulo II, seccion 5), todo ello a pesar de que la similitud
en secuencia primaria entre esta dos proteinas sea baja (13% de identidad). Un
tercer regulador de la familia TetR en Mycobacterium tuberculosis, EthR se une
también de manera cooperativa al ADN, pero con una estequiometria de 4
dimeros por operador (Engohang-Ndong et al., 2004).

Este modo de union cooperativa al ADN ha sido descrito para varios
reguladores transcripcionales pertenecientes a otras familias, como los
reguladores Met] (Somers et al., 1992), y TrpR (Lawson y Carrey, 1993) de E. coli,
la proteina Arc del fago P22 (Raumann et al., 1994); y el represor DtxR (White et
al., 1998; Chen et al., 2000). No obstante, en el caso de Met] y Arc, la union de
dos dimeros al operador es diferente a la de QacR y TtgR, ya que cada dimero
se une a un semi-sitio, sin solapar con el otro, y la cooperatividad proviene de la
capacidad de estos para formar tetrdmeros que implican por tanto contactos
entre dimeros, independientemente de la presencia o no de ADN. EI caso mas
parecido al de TtgR y QacR seria el de DtxR, cuya unién cooperativa al
operador se hace sin contactos entre los dos dimeros) y con una unién al
operador en la que los sitios para cada dimero solapan entre si (White et al.,
1998; Chen et al., 2000). Tanto en el caso de DtxR como de QacR (Schumacher et
al., 2002), la cooperatividad de union entre los dos dimeros ocurre por una
deformacion del sitio de union (ADN) inducida por la misma proteina, lo que
es coherente con los resultados de footprint (hiperreactividad y cambio del
patron de corte en todo el fragmento de ADN intergénico obtenidos en algunos

ensayos de footprint, figura 17), y de ITC (reaccion ampliamente dominada por
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el término entrdpico, Tabla 6). Por tanto, el modo de unién al ADN, por parte
de TtgR merece seguir siendo explorado, particularmente desde el punto de
vista estructural, para poder asi obtener mds informacion sobre este tipo de
cooperatividad.

Si bien en la familia TetR, ya se han descrito hasta tres modos distintos
de unidn al operador, que se diferencian por la estequiometria de unién (1, 2 o
4 dimeros), ni la secuencia primaria, ni la estructura secundaria, ni siquiera la
estructura terciaria del conservado motivo HTH, permiten predecir
completamente el modo de unién de los miembros de esta familia, ya que esto
lo confiere sin duda alguna la naturaleza del operador (Meier et al., 1988; Orth et
al., 2000; Grkovic et al., 2001; Engohan-Ndong et al., 2004). La superposiciéon de
la estructura de los motivos HTH pertenecientes a los cuatro reguladores
caracterizados estructuralmente (TetR, QacR, CprB y EthR) va en este sentido,
ya que revela una desviacién cuadratica promedia de tan sélo 1,5 A, (Dover et
al., 2004), una conservacion tridimensional que parece extenderse a los otros

cinco cristales de la familia TetR mencionados, presentes en la base de datos

PDB.

Prediccion de contactos con el operador a partir de un modelo tridimensional
del dominio de union a ADN de la proteina TtgR.

Gracias al alto grado de conservacion en estructura y secuencia del HTH
se pudo realizar una modelizacion de la estructura tridimensional del dominio

de union al ADN de TtgR (residuos 1 a 59) con el programa SWISS-MODEL

(www.expasy.ch/swissmod/swiss-model.html) y utilizando como molde la
proteina CprB de Streptomyces coelicolor (46% de identidad y 66% de similitud
para este fragmento de 59 residuos, figura 27). El modelo tridimensional (Figura
28) revela las caracteristicas comunes de todas las estructuras de los miembros
de la familia TetR, cuyo dominio de union al ADN esta formado por las a-

hélices, H1, H2 H3 y parte de la a-hélice H4.
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10 20 30 40 50 60
| | | | | |
H1 H2 H3 H4
TtgR MVRRTKEHAQETRAQIIEAAERAFYRRGVARTTLADIAELAGVTRGAIYWHENNKAELVQ
CprB MARQLR--AEQTRATIIGAAADLEDRRGYESTTLSEIVAHAGYIKGALYFHFAAKEDLAH

TetR -—————- MARLNRESVIDAALELLNETGIDGLITRKLAQKLGIEQPT LYWHVRNKRALLD
QacR —-—-————————- MNLKDKILGVAKELFIKNGYNATTTGEIVKLSESSKGNLY YHFKTKENLEL

* . * . .k . . ok ek . * * .

Figura 27. Alineamiento del dominio N-terminal de TtgR con el de sus
homoélogos TetR y QacR.

El alineamiento de los residuos que conforman el dominio N-terminal de las proteinas TtgR,
CprB, TetR y QacR se hizo con el programa CLUSTALW (EMBL). Los asteriscos indican los
residuos idénticos y los puntos los residuos cuyas propiedades bioquimicas quedan
conservadas. Las a-hélices que conforman este dominio estan indicadas por cajas. En gris estan
resaltados los residuos implicados en contactos directos con las bases del operador segun los
datos cristalograficos de las proteinas TtgR (Orth et al., 2000) y QacR (Schumacher et al., 2002).

El HTH lo constituyen las dos cortas hélices H2 y H3, separadas por el
giro 2 de 3 residuos (GVT), obteniéndose un angulo practicamente recto entre
los ejes de cada hélice. H1 estd situada perpendicularmente al plano formado
por H2 y H3 (Figura 28A) y a una distancia que le permite contactar con ambas
por interacciones mayoritariamente hidrofdbicas, estabilizando de esta manera
la estructura del motivo HTH. A su vez, H1 forma un angulo recto con H4,
quedando encastrada entre H2 y el extremo N-terminal de H4 (figura 25A),
consiguiéndose al mismo tiempo la estabilizacion de un elemento movil, como
puede ser el extremo N-terminal de la proteina. Por tanto la hélice H1 y parte
de H4 parecen tener un papel fundamental en la estabilizaciéon de la
arquitectura del motivo HTH, arquitectura hecha también posible gracias a los
giros 1 (GVARTT) y 2 (FNN) cuyo primer residuo (G y F respectivamente)
estan ultraconservados en la familia (Ramos et al. 2005). Esta organizacion
permite la obtencion de una unidad funcional pequena y compacta, estabilizada
principalmente por interacciones hidrofdbicas entre hélices (Figura 28 B y C).

Por otro lado, los contactos proteina-ADN descritos para los dos tnicos
miembros co-cristalizados con su ADN operador (TetR, Orth et al., 2000; y

QacR, Schumacher et al., 2002) estan localizados principalmente en la hélice H3
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que alberga la mayoria de los contactos base-especificos. H2, el giro 2 y el
extremo amino terminal de H4, participan con contactos de tipo electroestatico

con los fosfatos de la molécula de ADN.

A

Figura 28. Modelizacion del dominio de union a ADNdel represor TtgR.

La modelizacion se realiz6 utilizando como molde la estructura de la proteina CprB (PDB 1UI6)
y el programa SWISS MODEL. Las a-hélices representadas por cintas y estan numeradas H1 a
H4. A, vista desde el extremo N-terminal de H1. B, vista desde el extremo N-terminal de H2
(ventana superior), y la correspondiente proyeccién planar de las cadenas laterales de sus
residuos (ventana inferior). C, vista desde el extremo N-terminal de H3 (ventana superior), y su
correspondiente proyeccion planar (ventana inferior).
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El alineamiento de los dominios de unién a ADN de TtgR, QcR, TetR y
CprB (Figura 27) revelo que algunos de los residuos involucrados en contactos
con ADN en TetR y QacR estaban también conservados en CprB y en TtgR
(Orth et al. 2000; Schumacher et al. 2002), lo que permitio, junto con el modelo
de TtgR obtenido, realizar una prediccion de algunos contactos potenciales para
este regulador (Figura 28 B y C). Tanto por su posicién y conservacion en el
alineamiento, como por la orientacion de las cadenas laterales en el modelo
estructural (Figura 28B), el residuo K55, ultraconservado en la familia (Ramos et
al., 2005), y los residuos T33, T44, Y49 y H51 establecerian contactos de tipo
electroestaticos con el esqueleto de fosfatos del ADN. R45, G46, A47, Y49, W50
y Hb51 serian los residuos mas proclives a establecer contactos base especificos.
No obstante las orientaciones respectivas de las cadenas laterales de los
residuos que conforman en particular H2 y el giro 3 (entre H3 y H4) reflejadas
en el modelo estructural (Figura 25B), permiten también proponer contactos
potenciales con el ADN para algunos residuos adicionales no descritos en las
estructuras disponibles: D36, E39, L40 y N53, claramente orientados hacia el
ADN. Algunas de estas predicciones parecen estar corroboradas por estudios
preliminares pertenecientes a otra tesis doctoral iniciada en nuestro grupo en
las que se han construido los siguientes mutantes de TtgR: R45A, G46A, A47T
con una marcada pérdida de actividad represora in vivo, y el aislamiento de dos
mutantes N53K y L40K que, de lo contrario, presentaron una mayor actividad
represora in vivo (Purswani J, comunicaidn personal). De igual manera, la hélice
H1 de largo tamano en TtgR y CprB, podria involucrar algunos de sus residuos
del extremo N-terminal (R3, R4 o K5) en un probable contacto de tipo
electroestatico con fosfatos del ADN, como ocurre para QacR (Schumacher et al.
2002). Por ultimo hay que anotar la importancia de los residuos hidrofobicos de
H2 y H3 (L34, 137, 148, F52 y H51), que mantienen la arquitectura del sitio de

unién al ADN, destacando en particular el residuo F52, cuyo anillo benceno
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parece “cerrar” y compactar el ndcleo hidrofobico existente entre las 4 hélices

de este dominio.

Caracterizacion funcional de la union de TtgR a sus efectores.

La otra propiedad relevante del represor TtgR puesta en evidencia en
esta Tesis Doctoral, es su amplio rango de efectores estructuralmente distintos,
lo que lo convierte en el segundo miembro de la familia TetR y el cuarto
regulador local de bombas MDR, descrito por su singular capacidad de
reconocimiento de multiples efectores (Teran et al. 2003), después de BmrR
(Markham et al. 1996), QacR (Grkovic et al. 2001, y EmrR (Lomovskaya et al.
1995). Ademas, la peculiaridad de los estudios llevados a cabo en esta Tesis
Doctoral fue la utilizacion de la técnica de ITC para analizar bioquimicamente
este fenomeno de reconocimiento multiple por una misma proteina.

Asi, se demostro que TtgR era capaz de unirse, con afinidades (Kp) que
van de 1 a 100 uM, a efectores tan diferentes en estructura como hidrocarburos
aromaticos de uno o dos ciclos aromaticos (alcohol 4-hidroxibencililico, butil
parabeno, 1-naftol, 1,3 dihidroxinaftaleno), antibidticos como tetraciclina o
chloramfenicol, y moléculas senal de plantas con actividad antibacteriana
(flavonoides, alcaloides o chalconas) y encontradas en el habitat natural de P.
putida DOT-T1E. Resultados que respaldan y quedan respaldados, a su vez, por
los similares ensayos in vivo de expresion y transporte. De los estudios
calorimétricos y las propiedades comunes de los efectores ensayados, dos
caracteristicas emergen como determinantes potenciales de la capacidad de
reconocimiento de tan amplio rango de efectores: (i) un bolsillo
predominantemente hidrofdbico que no genera grandes movimientos de
moléculas de agua al recibir al efector, y por tanto enterrado en el core de la
proteina, como ocurre para QacR (Schumacher et al., 2001) y TetR (Hinrichs et
al., 1994). En este bolsillo, la presencia de residuos apolares y aromaticos seria

entonces la responsable de recibir al correspondiente nticleo hidrofdbico de los
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efectores, formado a su vez por uno o varios anillos aromaticos. (ii) La presencia
en este mismo bolsillo de varios residuos polares aceptores o donantes de
puentes de hidrégeno que permitan estabilizar el efector dentro del bolsillo por
interacciones con los grupos polares (hidroxilos mayoritariamente) presentes en
los anillos aromaticos de los efectores. Varios andlisis estructurales que
describen este fendmeno de reconocimiento de multiples moléculas anfipaticas
por parte de una proteina, ya sea reguladora (QacR, BmrR) o transportadora
(AcrB), destacan la importancia de los residuos aromaticos del bolsillo por su
capacidad para inmovilizar los anillos de los efectores y formar al mismo
tiempo interacciones electroestaticas (Zheleznova et al., 1999, Schumacher y
Brennan, 2003;Yu et al., 2003 a y b; Murray et al., 2004). Estos grupos que
confieren a la molécula efector un cardcter anfipatico, asi como sus posiciones
en los anillos, han mostrado ser determinantes de la mayor o menor afinidad de
union por parte de TtgR.

También es importante sefialar la posibilidad que el bolsillo de union
pueda estar formado por dos sub-sitios: uno que acepte un ntcleo hidrofobico
pequeno (un solo anillo bencénico), y otro que reciba un nucleo hidrofdbico
mayor (naftaleno), cada uno con sus determinantes polares. Bajo esta hipdtesis,
se podria explicar la capacidad de TtgR para reconocer efectores que poseen
uno, dos o tres anillos aromaticos con afinidades compatibles con su
funcionalidad in vivo.

Por otro lado y como se ha mencionado previamente, la estequiometria
de union de un efector por dimero de TtgR es un elemento de similitud
funcional adicional entre TtgR y QacR (Schumacher et al, 2001)
diferenciandolos de TetR, cuya estequiometria de union es de un efector por
mondmero (Kisker et al., 1995). La diferencia fundamental entre TetR y la pareja
QacR -TtgR, es que TetR no es un regulador con capacidad de unién a
multiples farmacos o efectores, sino que es especifico de un solo antibidtico, la

tetraciclina. Ademds se diferencia por su altisima afinidad de unidn a este
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antibidtico, que, siendo del orden del nanomolar, estd muy por encima de la
afinidad de los represores QacR y TtgR por sus multiples efectores (0,2 a 100
uM), por lo que tal vez estos ultimos han logrado compensar esta pérdida de
sensibilidad de reconocimiento, debida a la ampliacion de su rango de
efectores, por un mecanismo de desrepresion que exige la mitad de la cantidad
de efectores, es decir que basta que un solo efector entre al bolsillo de uno de los
monomeros unidos al operador para que se produzca la desrepresion, como
ocurre efectivamente para QacR (Schumacher et al., 2001).

Pero sin duda, el aspecto mas novedoso de esta Tesis Doctoral respecto a
la caracterizacion funcional del represor TtgR, es el haberse puesto en el
contexto de la proteina unida al ADN, para estudiar la interaccion con efectores,
pues se trata realmente de la situacion modelo mas préxima a lo que ocurre
durante la desrepresién. La sorpresa fue haber encontrado diferencias
significativas para dos efectores, pero sobretodo ver que la afinidad de la
floretina, uno de los compuestos con relevancia bioldgica, por su presencia en el
habitat natural de P. putida DOT-T1E y su demostrada actividad antibacteriana
(Capitulo I, seccion 1), aumentaba en un factor 2. No fue casual que haya sido
también el efector que presento la mayor afinidad, el que tenga optimizada su
union al complejo TtgR-operador, ya que indica que ambos han evolucionado
juntos para optimizar una funciéon de desrepresion de la expresidén génica,
favoreciendo la union del efector al represor en su conformacién unida al ADN,
mas que en su conformacion en estado libre, algo fundamentado
bioldgicamente si se tiene en cuenta que la interaccidén con la forma unida, tiene
mas consecuencias bioldgicas (induccion de genes de resistencia de forma
inmediata) que con la forma libre, al menos en las primeras etapas de la
desrepresion. No obstante, los cambios en el sitio de union al efector, como
consecuencia de la unién del represor a su diana en el ADN, no “favorecieron”,
en términos de afinidad, a todos los efectores por igual: si para la floretina se

observd un aumento de afinidad de 2 veces, para el cloramfenicol fue lo
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inverso, mientras que para un tercer efector (naringenina) no se produjeron
cambios significativos. Esto sugiere que la evolucion de este sistema regulador
de genes de resistencia haya ido seleccionando un sistema optimizado para
aquellos efectores que mads participaron en su evolucion por su relevancia
bioldgica y su persistencia en el habitat natural de P. putida DOT-T1E, pero al
mismo tiempo, y dada la gran variedad de moléculas sefial secretadas por las
plantas, un sistema que mantuviera un perfil de reconocimiento amplio para
toda molécula potencialmente peligrosa, presente en el habitat natural o no.
Una doble prioridad evolutiva que habria condicionado conjuntamente
regulador y transportador, y probablemente contribuido a la capacidad de
reconocimiento multiple de moléculas por parte de estos sistemas MDR,
algunos sustratos o efectores fisioldgicamente relevantes reconocidos de
manera Optima (floretina), mientras que otros estarian reconocidos de manera
fortuita y por tanto de manera mucho menos dptima (cloramfenicol). Con este
resultado se puede proponer, por tanto, que la expulsion de disolventes
organicos, biocidas y antibidticos sintéticos mediada por la bomba TtgABC
ocurre de manera fortuita, habiéndose puesto en evidencia, tanto a través de
estudios in vivo como in vitro, al menos una de sus funciones fisiologicas
relacionada con la adaptacion al entorno natural de P. putida DOT-T1E.

Esta Tesis Doctoral, subraya la importancia de la regulacion de los genes
de bombas MDR, no so6lo desde el punto de vista conceptual o funcional de la
regulacion génica en procariotas, sino porque queda demostrado que puede
aportar elementos clave de respuesta acerca del papel fisioldgico de estos
transportadores MDR, al mismo tiempo que abre nuevas perspectivas de
investigacion en el campo de las interacciones proteina-fArmaco, con todo el

interés clinico y terapéutico que conlleva.
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Los resultados obtenidos y expuestos en esta memoria permitieron

establecer las siguientes conclusiones:

1. La bomba de disolventes orgdnicos TtgABC estd implicada en la
resistencia intrinseca de P. putida DOT-T1E a multiples antibioticos de
importancia clinica, como cloramfenicol, acido nalidixico, norfloxacina,
tetraciclina, cefotaxima, estreptomicina, ampicilina y carbenicilina, a
biocidas y agentes mutagénicos como triclosan y bromuro de etidio, y a
agentes antibacterianos naturales como flavonoides, chalconas vy

alcaloides todos de origen vegetal.

2. Los genes estructurales ttfgABC estan organizados en una unica unidad

transcripcional.

3. TtgR es el represor local del operon ttgABC y de su propio gen ttgR

4. La expresion basal de los genes ttgABC y ttgR aumenta en presencia de
disolventes organicos, antibidticos y compuestos polifenolicos naturales
sintetizados por plantas. Este aumento en la expresion transcripcional se
traduce en un aumento paralelo de la expulsién de los sustratos de la

bomba por parte del transportador TtgABC

5. La proteina TtgR es un homodimero estable de 50 kDa en solucion.

6. El operador de TtgR se encuentra localizado en la region intergénica
ttgABC-ttgR, y solapa con las regiones -35 y -10 de PttgABC y -10 de

PttgR. La secuencia del operador, con un tamano de 36 pb, se sitiia entre

las posiciones -7 y -39 de Pugasc.
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7.

10.

11.

12.

13.

El operador minimo necesario para la union de TtgR tiene un tamarno de
30 pb y esta formado por una secuencia palindromica imperfecta de 28

pb flanqueada por 1 pb en cada extremo, imprescindibles para la union.

La union de TtgR a su operador es cooperativa, con una afinidad global

de 0,7 uM y una estequiometria de dos dimeros de TtgR por operador.

TtgR es capaz de reconocer, con afinidades del orden del micromolar,
varios efectores con estructuras distintas que incluyen a los antibidticos
cloramfenicol y tetraciclina, los hidrocarburos aromaticos 1-naftol, y
butil-paraben, y las moléculas senales de plantas naringenina, apigenina,
luteolina, genisteina, quercetina, floretina y cumestrol. El efector con

mayor afinidad es la floretina.

La estequiometria de union de TtgR a efectores es de una molécula de

efector por dimero de proteina.

El mecanismo de represion de TtgR es por competicion con la ARN-
polimerasa, impidiendo el acceso de ésta a las regiones promotoras

solapantes de los genes ttgABC y ttgR.

La induccién de la expresion de los promotores Pugasc y Pugr es
consecuencia de la desrepresion de los mismos mediada por la union de
TtgR a la molécula efectora, lo que provoca la disociacion de TtgR de su

operador.

La union de TtgR a su operador produce cambios en su dominio de

union a efectores que aumentan la afinidad por el efector floretina.
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Apéndice 1: Protéinas homologas al transportador TtgB (BLAST)

Sequences producing significant alignments:
(bits) Value

v

NPSA sptr|]052248 (052248 PSEPU) TtgB
1944 0.0
|+

NPSA sptr| |Q9KJICZ2 (QI9KJIC2 PSEPU) Inner membrane transporter
protein 1942 .0

W
e NPSA sptr| |Q88N31 (Q88N31 PSEPK) Multidrug/solvent RND transporter
TtgB 1940 0.0

NPSA sptr]| |Q6V6X8 (Q6V6X8 PSEFL) Inner membrane pump protein
1692 0.0

~
NPSA sptr| |Q87X84 (Q87X84 PSESM) AcrB/AcrD/AcrF family protein
1617 0.0

[w
NPSA sw| |[P52002 (MEXB PSEAE) Multidrug resistance protein mexB
1565 0.0

[w
NPSA sptr| |Q7WJIG6 (Q7WJIG6 BORBR) Acriflavine resistance protein B
1365 0.0

v . . . .
NPSA sptr||Q7VZD3 (Q7VZD3 BORPE) Acriflavine resistance protein B
1364 0.0

v
NPSA sptr| |Q7WAC5 (Q7WAC5 BORPA) Acriflavine resistance protein B
1357 0.0

W

e NPSA sptr| |Q93K40 (Q93K40 KLEPN) AcrB protein
1316 0.0

[w

NPSA sptr]| |Q8ZRA7 (Q8ZRA7 SALTY) RND family, acridine efflux pump
1313 0.0

v
NPSA sptr]| |0Q8Z8T8 (Q8z8T8 SALTI) Acriflavin resistance protein B
1313 0.0

W
e NPSA sptr| Q57588 (Q57S88 SALET) RND family, acridine efflux pump
1312 0.0

NPSA sptr| |Q5PFL1 (Q5PFL1 SALPA) Acriflavin resistance protein B
1312 0.0

NPSA sptr| |Q9AEGl (Q9AEGl ENTAE) AcrB protein
1309 0.0

v
NPSA sptr| |Q8FK92 (Q8FK92 ECOL6) Acriflavine resistance protein B
1298 0.0

[w
NPSA sw| |P31224 (ACRB ECOLI) Acriflavine resistance protein B
1298 0.0

v
NPSA sptr| |Q8XD55 (Q8XD55 ECO057) Acridine efflux pump
1298 0.0

W
v NPSA sptr| |[Q7WTQY9 (Q7WTQ9 ERWAM) Multidrug efflux transporter
1294 0.0
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[w
NPSA sptr]| |Q7UDIO (Q7UDIO_ SHIFL) Acriflavine resistance protein
1294 0.0

v
NPSA sptr]| |Q83SF0 (Q83SFO SHIFL) Acridine efflux pump
1289 0.0

W
v NPSA sptr| |Q66DRO (Q66DRO_YERPS) RND family, acridine/multidrug
efflu... 1284 0.0

W
e NPSA sptr]| |Q82C87 (Q8zC87 YERPE) Multidrug efflux protein
(Acridine e... 1280 0.0

~
NPSA sptr| |[Q5PJW8 (Q5PJW8 SALPA) RND family, multidrug transport
prot... 1273 0.0

[w
NPSA sptr| |Q8ZLN4 (Q8ZLN4 SALTY) RND family multidrug transport
protein 1273 0.0

W
v NPSA sptr]| |Q6D806 (Q6D806 ERWCT) Acriflavin resistance protein B
1270 0.0

[w
NPSA sptr| |[Q57J78 (Q57J78 SALET) RND family, multidrug transport
prot... 1269 0.0

NPSA sptr| |Q7NONO (Q7NONO PHOLL) Acriflavin resistance protein B
1264 0.0

v
NPSA sptr| |Q71Uz6 (Q71UZ6 PSEST) Resistance nodulation cell
division ... 1261 .0

W
e NPSA sptr| |Q8FD25 (Q8FD25 ECOL6) Acriflavine resistance protein F
1258 0.0

[w
NPSA sw| |P24181 (ACRF ECOLI) Acriflavine resistance protein F
(Protei... 1255 .0

v
NPSA sptr| |Q7WSD5 (Q7WSD5 SERMA) Multidrug efflux pump SdeY
1251 0.0

v
NPSA sptr||031100 (031100 PSEPU) Inner membrane transporter
protein 1249 .0

[w
NPSA sptr| |Q93PU4 (Q93PU4 PSEPU) Inner membrane efflux pump
component... 1246 .0

d . . .
NPSA sptr|[Q727NS (Q727N9 DESVH) Multidrug resistance protein
1244 0.0

v
NPSA sptr| |Q5P649 (Q5P649 AZOSE) Acriflavine resistance protein B
1239 0.0

W
e NPSA sptr]| |Q8PIQ2 (Q8PIQ2 XANAC) Multidrug efflux transporter
1237 0.0

NPSA sptr| |Q849R0 (Q849R0O_PSEPU) Periplasmic efflux protein SepB
1237 0.0

NPSA sptr| |Q8P7C9 (Q8P7CY9 XANCP) Multidrug-efflux transporter
1236 0.0

|w
NPSA sptr]| |Q8XRL3 (Q8XRL3 RALSO) PROBABLE DRUG EFFLUX
TRANSMEMBRANE P... 1232 0.0
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[w
NPSA sptr| |Q9AA04

(Q9AR04 CAUCR)

1231 0.0
[w

NPSA sptr| |Q8E8H2 (Q8E8H2_SHEON)
1226 0.0
v

NPSA sptr| |Q9KWV4 (Q9KWV4_PSEPU)
1226 0.0
[w

NPSA sptr]||Q5IS02 (Q5ISOZ_MORMO)
1225 0.0
[w

NPSA sptr||Q8VPAS (Q8VPAS PROMI)
AcrB 1215 0.0
[w

NPSA sptr||Q63WS7 (Q63WS7 BURPS)
resi... 1202 0.0
v

NPSA sptr]| |Q6VV68 (Q6VV68_BURPS)
1199 0.0
[w

NPSA sptr]| |Q62MDO (Q62MDO_BURMA)
family 1197 0.0

NPSA sptr||Q749P6 (Q749P6 GEOSL)
1174 0.0
v

NPSA sptr]| |Q668H5S (Q668H5_YERPS)
multid... 1173 0.0
[w

NPSA sptr| |Q8ZCES8 (Q8ZCE8_YERPE)
(Putative e... 1173 0.0
[w

NPSA sptr||Q74SE6 (Q74SE6 YERPE)
1173 0.0
[w

NPSA sptr| |Q6KAZ6 (Q6KAZ67XANMA)
1172 0.0
v

NPSA sptr| |Q6KAZO (Q6KAZO_XANMA)
1170 0.0
[w

NPSA sptr| |Q6KAY1 (Q6KAY1_XANMA)
1170 0.0
[w

NPSA sptr| |Q9F240 (Q9F2407XANMA)
1169 0.0
v

NPSA sptr]| |Q6AMJIYS (Q6AMJ9_DESPS)
prot... 1159 0.0
[w

NPSA sptr]| |Q87QQ7 (Q87QQ7_VIBPA)
1157 0.0

NPSA sptr| |Q5R0E7 (Q5ROE7_IDILO)
prot... 1156 0.0

NPSA sw| |Q8X3J5 (MDTFiEC057)
1155 0.0
v

NPSA sw]| |P37637 (MDTF_ECOLI)
1153 0.0

AcrB/AcrD/AcrF family protein

AcrB/AcrD/AcrF family protein

Inner membrane transporter

AcrB

Inner membrane RND family protein

Putative RND family acriflavine

Inner membrane protein
Hydrophobe/amphiphile efflux
AcrB/AcrD/AcrF family protein
HAEl family (RND superfamily)
Multidrug efflux protein
Multidrug efflux protein

RND protein

RND protein

RND protein

Putative RND protein
Probable acriflavine
Acridine

efflux pump

Probable acriflavine

Multidrug resistance protein mdtF

Multidrug resistance protein mdtF

resistance

resistance
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[w
NPSA sw| |Q8FCI8 (MDTF ECOL6) Multidrug resistance protein mdtF
1152 0.0

[w
NPSA sptr| |[Q5FT29 (Q5FT29 GLUOX) Acriflavin resistance protein B
(Mul... 1147 0.0

v
NPSA sw| |P24177 (ACRD ECOLI) Probable aminoglycoside efflux pump
(Acr... 1144 0.0

[w
NPSA sptr| |Q8XEH2 (Q8XEH2 ECO57) Sensitivity to acriflavine,
integral... 1142 0.0

[w
NPSA sptr| |Q7ABQl (Q7ABQl ECO57) Aminoglycoside efflux pump
1142 0.0

v
NPSA sptr| |Q8FF84 (Q8FF84 ECOL6) Probable aminoglycoside efflux
pump 1141 0.0

v
NPSA sptr| |Q83Q0M5 (Q83QM5 SHIFL) Sensitivity to acriflavine,
integral... 1139 0.0

™
NPSA sptr| |Q8ZN77 (Q8ZN77_SALTY) RND family
aminoglycoside/multidrug ... 1138 0.0

NPSA sptr| |Q5NQU7 (Q5NQU7 ZYMMO) RND multidrug efflux transporter
1138 0.0

W
v NPSA sptr]| |Q5PCQ3 (Q5PCQ3 SALPA) Putative efflux pump
1138 0.0

W
e NPSA sptr]| 0872454 (Q8z4S4 SALTI) Putative efflux pump
1135 0.0

[w
NPSA sptr]| |Q6CZMO (Q6CZMO_ ERWCT) Probable aminoglycoside efflux
pump 1132 0.0

W

v NPSA sptr| |Q57LNO (Q57LNO_SALET) RND family,
aminoglycoside/multidrug... 1129 0.0

v

NPSA sptr| |Q6F8F6 (Q6F8F6 ACIAD) Acridine efflux pump (RND family)
1121 0.0

[w
NPSA sptr| |[Q6N787 (Q6N787 RHOPA) RND multidrug efflux transporter
Mex... 1117 0.0

v
NPSA sptr| |Q8PQJ5 (Q8PQJ5 XANAC) Multidrug efflux transporter
1089 0.0

W
v NPSA sptr| |Q66F48 (Q66F48 YERPS) Multidrug efflux protein, RND
family... 1046 0.0

[w
NPSA sptr| |Q8ZBD4 (Q8zBD4 YERPE) Multidrug efflux protein
(Acridine e... 1045 0.0

NPSA sptr]| |Q5G7J3 (Q5G7J3 RHIET) RmeB
1042 0.0

NPSA sptr| |Q8GC83 (Q8GC83 ENTAE) EefB inner membrane protein
1041 0.0

v
NPSA sptr]| |Q8UCE5 (Q8UCE5 AGRT5) Acriflavin resistance protein B
(AGR... 1035 0.0
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NPSA sptr| |Q9F8V7

fam... 1031 0.0
v

NPSA sptr| |Q88HA4
1027 0.0
v

NPSA sptr| |Q8Y3HO
TRANS... 1026 0.0
[w

NPSA sptr| |Q9RBY8
1021 0.0
[w

NPSA sptr]| |Q92T03
TRA... 1010 0.0
[w

NPSA sptr| |Q8GKU1L
1008 0.0
v

NPSA sptr||Q8UBL5
(AG... 1002 0.0
[w

NPSA sptr| |Q7NVV1
992 0.0

NPSA sptr]| 068441
989 0.0
v

NPSA sptr| |Q8FHTO
988 0.0
[w

NPSA sptr| |Q7WHG61
transmembrane. .. 964
[w

NPSA sptr| |Q7VWWI
transmembrane. .. 963
[w

NPSA sptr| |Q6D1J9
947 0.0
v

NPSA sptr||Q6N9P2
MexD 946 0.0
[w

NPSA sptr| |Q8XTE2
multi... 945 0.0
[w

NPSA sptr| |Q6N27Z4
Mex. .. 942 0.0
v

NPSA sptr||Q89UAL
940 0.0
[w

NPSA sptr]| |Q9HVIO
MexD 931 0.0

NPSA sptr]||087936
928 0.0

NPSA sptr| |Q63U14
transporter 926
v

NPSA sptr||Q82VH6
923 0.0

(Q9F8V7_O9RHIZ)

(088HA4 PSEPK)

(Q8Y3HO RALSO)

(Q9RBY8 XANMA)

(Q92T03 RHIME)

(Q8GKU1 ACIG3)

(Q8UB15 AGRTS)

(Q7NVV1_ CHRVO)

(068441 9RHIZ)

(Q8FHTO_ECOL6)

(Q7WH61 BORBR)

0.0

(Q7VWW1_ BORPE)
0.0
(Q6D1J9 ERWCT)
(Q6N9P2 RHOPA)
(Q8X7E2_ECO57)
(Q6N274 RHOPA)
(Q89UA1 BRAJA)
(Q9HVI9 PSEAE)
(087936 BURPS)
(Q63U14 BURPS)

0.0

(Q82VH6 NITEU)

Multidrug efflux transporter RND
Multidrug efflux RND transporter
PUTATIVE ACRIFLAVIN RESISTANCE
SmeB

PUTATIVE MULTIDRUG-EFFLUX SYSTEM
AdeE

RND multidrug efflux transporter
Acriflavin resistance protein B
Transmembrane efflux pump protein
Acriflavine resistance protein B
Putative efflux system

Putative efflux system

Multidrug resistance protein
RND multidrug efflux transporter
Putative efflux pump (Putative
RND multidrug efflux transporter
RND multidrug efflux transporter
RND multidrug efflux transporter
Putative transporter AmrB

Multidrug efflux system

RND multidrug efflux transporter
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NPSA sptr]| |Q9RG59

0.

(Q9RG59 PSEAE)
(Q88J31 PSEPK)
(Q882N4_PSESM)

(Q8RSM1_9BACT)
0

multid... 922 0.0
[w

NPSA sptr]||Q88J31
MexD 920 0.0
v

NPSA sptr| |Q882N4
920 0.0
[w

NPSA sptr| |Q8RSM1
protein) 920
[w

NPSA sptr| |Q87DA3
917 0.0
[w

NPSA sptr| |Q9PBP6
915 0.0
v

NPSA sptr| |Q6N682
Mex. .. 913 0.0
[w

NPSA sptr]| |Q8XT05
TRA. .. 913 0.0
[w

NPSA sptr| |Q8P875
913 0.0
v

NPSA sptr| |Q8PJIN1
912 0.0
[w

NPSA sptr||Q9JT51
910 0.0
[w

NPSA sptr]| |Q9JY67
SYS... 909 0.0
[w

NPSA sptr]| |Q05GZ12
909 0.0
v

NPSA sptr||Q9ZH24
906 0.0
[w

NPSA sptr]| |Q5F725
CO... 904 0.0
[w

NPSA sptr| Q51073
896 0.0
v

NPSA sptr||Q6F8PS8
880 0.0
[w

NPSA sptr]| |Q93E19
872 0.0
[w

NPSA sptr]| Q051396
872 0.0
[w

NPSA sptr]| |Q7M9I0
840 0.0
v

NPSA sptr||Q9ZNGS
828 0.0
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(087DA3 XYLFT)

(Q9PBP6_XYLFA)

(Q6N682 RHOPA)

(Q8XT05 RALSO)

(Q8P875 XANCP)

(Q8PJIN1 XANAC)

(Q9JT51 NEIMA)

(Q9JY67 NEIMB)

(Q5Gz12 XANOR)

(Q9ZH24 PSEAE)

(Q5F725 NEIG1)

(Q51073 NEIGO)

(Q6F8P8_ACIAD)

(Q93E19 ACIBA)

(051396 PSEAE)

(Q7M9I0_ WOLSU)

(Q9ZNG8_PSEAE)

Putative RND transporter

(RND

Multidrug efflux RND transporter

AcrB/AcrD/AcrF family protein

MexD protein

(Mexd protein

Multidrug-efflux transporter

Multidrug-efflux transporter

RND multidrug efflux transporter

PROBABLE MULTIDRUG EFFLUX SYSTEM

Multidrug-efflux transporter acrB

Multidrug efflux transporter

Probable drug efflux protein

Multiple transferable resistance

Multidrug efflux transporter

Transmembrane efflux pump protein

Antibiotic resistance efflux pump

RND protein

Putative multidrug efflux protein

AdeB RND protein

RND family exporter MexD

MULTIDRUG EFFLUX TRANSPORTER

MexY



Apéndice 2. Proteinas homologas a TtgR (BLAST).

)

(

-

Entries with sequence similar to sequence 743:

E
BLAST

2e-83
Se-46
S5e-45

Se-45
le-44
le-44

le-44
4e-43
4e-43

2e-42

2e-42

Se-40

Se-40

Id AN Long name

841 QYAIUO Regulatory protein TtgR
906 QI9KJIC4 ArpR

3553 Q88N29 Transcriptional regulator TtgR

597026988121 transcriptional regulator TtgR

582 Q6V6YOD TetR-like putative regulatory protein
3444 Q87X86 Transcriptional regulator, TetR family

93228871439 transcriptional regulator, TetR family
756 Q7WTRI Putative repressor for the acrAB genes
1105Q62MD2 Transcriptional regulator, TetR family

896053725068 transcriptional regulator, TetR family

587 Q6VV70 Repressor protein
1233Q63WS9 TetR family regulatory protein

903253718451 TetR family regulatory protein
4597Q6D804 Potential acrAB operon repressor
780550120110 potential acrAB operon repressor

PUTATIVE ACRAB OPERON
1722 Q8Y3G8 REPRESSOR TRANSCRIPTION
REGULATOR PROTEIN
PUTATIVE ACRAB OPERON
667717544731 REPRESSOR TRANSCRIPTION
REGULATOR PROTEIN

2742 Q7NON2 AcrAB operon repressor

35137527710 acrAB operon repressor

Organism

Pseudomonas putida
Pseudomonas putida

Pseudomonas putida
KT2440

Pseudomonas putida
KT2440

Pseudomonas fluorescens

Pseudomonas syringae pv.
tomato

Pseudomonas syringae pv.
tomato str. DC3000

Erwinia amylovora
Burkholderia mallei ATCC
23344

Burkholderia mallei ATCC
23344 chromosome 1

Burkholderia pseudomallei

Burkholderia pseudomallei
K96243

Burkholderia pseudomallei
K96243 chromosome 1

Pectobacterium atrosepticum

Erwinia carotovora subsp.
atroseptica SCRI1043

Ralstonia solanacearum

Ralstonia solanacearum
GMI1000

Photorhabdus luminescens
subsp. laumondii
Photorhabdus luminescens
subsp. laumondii TTO1
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6¢e-40
6e-40
6e-40

8e-40

8e-40

8e-40
8e-40
8e-40

8e-40

2e-39

2e-39

2e-39
2e-39
2e-39

2e-39

7e-39
7e-39
7e-39
7e-39

7e-39

7e-39

7e-39

2e-38
3e-37
5e-35

le-27
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4738 Q8X5D3 AcrAB operon repressor
517815800193 acrAB operon repressor

535815829771 acrAB operon repressor

HTH-type transcriptional regulator

2 P34000 acrR (Potential acrAB operon

repressor)

HTH-type transcriptional regulator
P34000 acrR (Potential acrAB operon

repressor)
481016128448 acrAB operon repressor
743924111847 acrAB operon repressor
756926246477 Potential acrAB operon repressor

818930061964 acrAB operon repressor

[o9)

Putative transcriptional repressor for
433 Q66DQ8 multidrug efflux pump (TetR/AcrR
family)
Putative tetR-family transcriptional
1842 Q8ZC89 regulatory protein (AcrAB operon
repressor)
634316123293 putative tetR—farpily transcriptional
regulatory protein
734522124958 acrAB operon repressor
850545440649 putative tetR—farpily transcriptional
regulatory protein

putative transcriptional repressor for
873851595335 multidrug efflux pump (TetR/AcrR
family)

Q6VGYS AcrR
Q6VGY96 AcrR

)]
W

8
8

1650 Q8XEW?7 Potential acrAB operon repressor

2665Q7CRI15 AcrAB operon repressor (TetR/AcrR
T family)

)
N

650616763857 acrAB operon repressor

[N

55516759457 potential acrAB operon repressor

801529142771 potential acrAB operon repressor

oe]
(O8]

Q9AEG3 Putative AcrR protein
Q8VPBO Regulatory protein AcrR
Q93K42 AcrR protein

HTH-type transcriptional regulator
mtrR

(98]
[\
(9]

[99)
AN
[98)

P39897

5|
[\

Escherichia coli O157:H7
Escherichia coli O157:H7
EDL933

Escherichia coli O157:H7

Escherichia coli O6

Shigella flexneri

Escherichia coli K12
Shigella flexneri 2a str. 301
Escherichia coli CFT073

Shigella flexneri 2a str.
2457T

Yersinia pseudotuberculosis
IP 32953

Yersinia pestis

Yersinia pestis strain CO92

Yersinia pestis KIM

Yersinia pestis biovar
Medievalis str. 91001

Yersinia pseudotuberculosis
IP 32953

Salmonella enteritidis

Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Dublin

Salmonella typhi
Salmonella typhimurium

Salmonella typhimurium
LT2

Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Typhi str.
CTI18

Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Typhi Ty2

Enterobacter aerogenes
Proteus mirabilis
Klebsiella pneumoniae

Neisseria gonorrhoeae



le-27
8e-27

8e-27

8e-27

Re-27

8e-27

8e-27

8e-27
le-26

le-26
2e-26
2e-26

3e-26

3e-26

3e-26

3e-26

2e-25

3e-25

3e-25

4e-25

4e-25

4e-25

Te-25
2e-24
2e-24

3e-24
2e-23

B
—
(8]

Q59608 MtrR protein
Q6RV06 MtrR

PUTATIVE TRANSCRIPTION
19391Q92T04 REGULATOR PROTEIN
PUTATIVE TRANSCRIPTION
REGULATOR PROTEIN

)]
N
—

617915963944
4311Q9JT49 Transcriptional regulato
6321 15794854 transcriptional regulato

4317Q9JY65 [Trancscriptional regulator MtrR

6314 15677564 trancscriptional regulator MtrR
2825Q7P0X9 Acrab operon repressor

825634495891 acrab operon repressor
4233 Q9HY46 Probable transcriptional regulator
509215598770 probable transcriptional regulator

17621Q8YFO1 TETR FAMILY

681817987914 TETR FAMILY

4081 Q8G2M8 Transcriptional regulator, TetR family

741223501197 transcriptional regulator, TetR family

480 Q6KAY3 Transcriptional repressor
1223Q63U12 TetR family regulatory protein
904253719418 TetR family regulatory protein
482 Q6KAZS Transcriptional repressor
1871 Q8ZLN6 (ActEF)

53516766684 transcriptional repressor

481 Q6KAZ2 Transcriptional repressor

‘-b

51Q9RG61 Probable transcriptional regulator
5056 15597216 probable transcriptional regulator

291 Q8KLP4 Repressor
41 P31676 Potential acrEF/envCD operon

TRANSCRIPTIONAL REGULATOR,

TRANSCRIPTIONAL REGULATOR,

Transcriptional repressor for envCD

Neisseria gonorrhoeae
Neisseria meningitidis

Sinorhizobium meliloti

Sinorhizobium meliloti 1021

Neisseria meningitidis
serogroup A

Neisseria meningitidis
serogroup A strain Z2491
Neisseria meningitidis
serogroup B

Neisseria meningitidis MC58
Chromobacterium violaceum

Chromobacterium violaceum
ATCC 12472

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa
PAO1

Brucella melitensis

Brucella melitensis 16M
chromosome |

Brucella melitensis biovar
Suis

Brucella suis 1330
chromosome I
Stenotrophomonas
maltophilia

Burkholderia pseudomallei
K96243

Burkholderia pseudomallei
K96243 chromosome 1

Stenotrophomonas
maltophilia

Salmonella typhimurium

Salmonella typhimurium
LT2

Stenotrophomonas
maltophilia
Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa
PAO1

Stenotrophomonas
maltophilia
Escherichia coli O157:H7
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2e-23
2e-23
2e-23
2e-23

2e-23
3e-23
3e-23
2e-20
2e-20

2e-20

2e-19

2e-19

2e-19

2e-19

le-17
2e-17
2e-17

2e-16

2e-16
le-15
9e-15

3e-14
3e-14
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repressor
483416131152 putative transcriptional regulator

520415803798 putative transcriptional regulator

538315833390 putative transcriptional regulator
4018 Q8FD26 Potential acrEF/envCD operon
— repressor

Potential acrEF/envCD operon
repressor

759326249856

2294 Q6N2F3 Transcriptional regulator, TetR family
846839937157 transcriptional regulator, TetR family

276 087934 Regulator AmrR

Probable transcriptional regulator,
2809IQ7NVES TetR family

Escherichia coli K12

Escherichia coli O157:H7
EDL933

Escherichia coli O157:H7
Escherichia coli O6

Escherichia coli CFT073

Rhodopseudomonas palustris

Rhodopseudomonas palustris
CGA009

Burkholderia pseudomallei

Chromobacterium violaceum

8272134497911 probable transcriptional regulator, TetR Chromobacterium violaceum

family
691 Q7CRV7 AGR L 3219p

625815891729 AGR_L_3219p

1617Q8UB16 Transcriptional regulator, TetR family

6763 17936912 transcriptional regulator, TetR family

890 Q9F939 Putative AcrR protein (Fragment)
263 068442 Regulatory protein

963 QY9RITY9 Efflux pump regulator SrpR

3352 Q82VH4 ]f3ac‘icler1al regulatory proteins, TetR
Bacterial regulatory proteins, TetR
family

373 Q93PU7 Putative regulatory protein TtgW

910 Q9KWD3Riorf51 protein

4013 Q8FC12 Hypothetical protein c4550
760126250370 Hypothetical protein

822330249103

ATCC 12472

Agrobacterium tumefaciens
str. C58

Agrobacterium tumefaciens
str. C58 chromosome linear

Agrobacterium tumefaciens
str. C58

Agrobacterium tumefaciens
str. C58 chromosome linear

Salmonella typhimurium
Agrobacterium tumefaciens
Pseudomonas putida

Nitrosomonas europaea

Nitrosomonas europaea
ATCC 19718

Pseudomonas putida
Agrobacterium rhizogenes
Plasmid pRi1724
Escherichia coli O6
Escherichia coli CFT073



