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RESUMEN

La biodegradacion bacteriana de compuestos aromaticos requiere que las células
ajusten sus programas celulares para hacer frente al cardcter dual de estos
compuestos, ya que, si bien son una fuente de carbono y energia para los
microorganismos, muchos de ellos son también un importante factor de estrés debido
a su caracter toxico. En esta tesis se ha utilizado como sistema modelo de estudio la -
proteobacteria Azoarcus sp. CIB, capaz de mineralizar tanto aerdbica como
anaerdbicamente numerosos compuestos aromaticos. El andlisis detallado de su ruta
periférica de degradacion anaerdbica de tolueno y m-xileno (genes bbs-bss), ha
revelado la presencia de un gen, denominado tol/R, que no tiene homodlogos en otros
organismos. Dicho gen codifica la proteina TolR que presenta una arquitectura
modular atipica, y que se corresponde con la de un nuevo miembro de los sistemas
reguladores de dos componentes hibridos (HTCSs), donde el componente histidin
guinasa sensora y el componente regulador de respuesta aparecen fusionados en un
Unico polipéptido.

Este trabajo ha demostrado que la proteina TolR es el primer HTCS que responde a
hidrocarburos aromaticos y cuyo dominio efector es una actividad enzimdtica. Su
mecanismo molecular de actuacion implica la deteccion, a través de su dominio sensor
PAS, de hidrocarburos aromdticos que actian como inductores, lo que activa una
cascada de autofosforilacion y transferencia intramolecular del grupo fosfato desde el
dominio autoquinasa al dominio receiver, logrando asi la activaciéon de la regién
efectora con actividad fosfodiesterasa de di-GMPc. La presumible disminucién de los
niveles de di-GMPc en Azoarcus sp. CIB favorece la quimiotaxis anaerdbica hacia los
hidrocarburos aromaticos, y participa en la respuesta de resistencia tras la exposicion a
concentraciones téxicas de dichos hidrocarburos, siendo la primera vez que se
demuestra la participacion del di-GMPc en la adaptacién bacteriana a los
hidrocarburos aromaticos. Los resultados de los analisis transcriptomicos realizados
comparando la cepa parental Azoarcus sp. CIB con la cepa mutante en el gen tolR,
Azoarcus sp. CIBdtolR, confirman que TolR estd implicado en una red de seializacién
celular que controla los programas morfolégico, metabdlico y de estrés implicados en
la adaptacidon anaerdbica a los hidrocarburos aromaticos y en otros procesos que

condicionan el normal crecimiento anaerdbico en fuentes de carbono no aromaticas.






SUMMARY

Biodegradation of aromatic compounds requires that bacteria adjust their cellular
programs to cope with the dual character of such compounds, i.e., on the one side
they are an important carbon and energy sources but, on the other side, they behave
as stressors due to their toxic nature. In this thesis, we have used Azoarcus sp. CIB, a [3-
proteobacterium that is able to mineralize both aerobically and anaerobically a wide
range of aromatic compounds, as model system. A detailed analysis of the bss-bbs
cluster, encoding the peripheral route for the anaerobic degradation of toluene, has
revealed the presence of a unique gene, tolR, that has no homologs in other
organisms. The TolR protein shows an atypical modular architecture which
corresponds to a new hybrid two-component system (HTCS), where the sensor
histidine-kinase and the response regulator components are fused together in a single
polypeptide.

This work has demonstrated that TolR is the first HTCS that responds to aromatic
hydrocarbons and whose response regulator has an enzymatic activity. The molecular
mechanism of action of TolR involves the detection of aromatic hydrocarbons
(inducers) through the PAS sensor domain. Then, an autophosphorylation and
intramolecular phosphotransfer from the autoquinase domain to the receiver domain
triggers the c-di-GMP phosphodiesterase activity of the efector domain. TolR
activation in anaerobic conditions involves decreased c-di-GMP levels, that lead to an
effective anaerobic chemotaxis towards aromatic hydrocarbons, and contribute to the
cell resistance response after exposure to toxic concentrations of aromatic
hydrocarbons. This is the first time that c-di GMP was shown to be involved in the
bacterial adaptation to aromatic hydrocarbons. Transcriptomic studies that compare
the wild-type Azoarcus sp. CIB strain and the to/lR mutant Azoarcus sp. CIBdtolR strain,
confirm that TolR is involved in a signaling network that controls the morphological,
metabolic and stress response programs involved in the anaerobic adaptation to
aromatic hydrocarbons, as well as other processes responsible for the normal growth

in non-aromatic carbon sources.
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Introduccion

1. Degradacion bacteriana de los compuestos aromaticos.

Los compuestos aromaticos, constituyen, después de los carbohidratos, la clase de
compuestos organicos mds abundante en la naturaleza (Adler, 1977). Las principales
fuentes naturales de compuestos aromdticos son los flavonoides, ligninas, taninos,
aminodcidos aromaticos y los combustibles fésiles (Gibson y Harwood, 2002). La
elevada estabilidad termodindmica del anillo bencénico ha permitido el uso de los
compuestos aromaticos en muchos campos de la industria (disolventes, insecticidas,
polimeros artificiales, etc.) (Swoboda-Colberg, 1995). Sin embargo, la elevada
estabilidad de los compuestos aromaticos conlleva una elevada persistencia de éstos
en el ambiente lo que, en muchos casos, supone un importante factor de
contaminaciéon medioambiental (MclLeod y Eltis, 2008). El caracter téxico de los
compuestos aromaticos sobre los organismos es debido a los dafios que producen en
la membrana celular, los acidos nucleicos y ciertas proteinas citoplasmaticas, pudiendo
ocasionar la muerte celular (de Smet y cols., 1978; Sikkema y cols., 1992). No obstante,
los compuestos aromaticos tienen un cardcter dual ya que si bien son una fuente de
estrés también representan una importante fuente de carbono y energia para ciertos
microorganismos especialmente bacterias, que son capaces de degradarlos. La
biodegradacién bacteriana de compuestos aromaticos, tales como los hidrocaburos
BTEX (mezcla de benceno, tolueno, etilbenceno y xilenos), requiere que las células
ajusten sus programas celulares para hacer frente tanto a la situacién de estrés que
generan dichos compuestos por su toxicidad intrinseca como al programa metabdlico
necesario para su mineralizacion (Ramos vy cols., 2002; Jiménez y cols., 2010). El ajuste
de los programas celulares para la degradaciéon de compuestos aromadticos implica
toda una compleja red de sistemas de deteccidon y transduccion de sefiales que estan
acoplados a las redes de regulacién global de la célula (Diaz y cols. 2013).

Los microorganismos han desarrollado dos estrategias principales para degradar
compuestos aromaticos dependiendo de la presencia o ausencia de oxigeno, a través
de una gran variedad de rutas periféricas que convergen en unas pocas rutas centrales,
lo que se conoce con el nombre de “embudo catabdlico” (Harayama y Timmis, 1989;
Heider y Fuchs, 1997; Fuchs, 2008; Diaz y cols., 2013). En el catabolismo aerdbico de
los compuestos aromaticos, ampliamente estudiado, el oxigeno no sélo actia como
aceptor final de electrones, sino que ademas es un co-sustrato en dos procesos
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esenciales como son la hidroxilacién y la rotura del anillo aromatico, llevados a cabo
por oxigenasas (Parales y Resnick, 2006; Vaillancourt y cols., 2006; Carmona y cols.,
2009; Vilches-Vargas et al., 2010; Pérez-Pantoja et al., 2012; Diaz y cols., 2013). En el
catabolismo anaerdbico, los compuestos aromaticos siguen una estrategia catabdlica
basada en reacciones de reduccién capaces de desaromatizar el anillo aromatico
(Gibson y Harwood, 2002; Fuchs, 2008), empleando aceptores finales de electrones
tales como el NO*~ (Spormann y Widdel, 2000), el Fe** o el SO4*~ (Morasch vy cols.,
2004; Peters y cols., 2004) o algunos otros menos comunes como el Mn?*, ClO* o el
selenato (Coates y cols., 2002; Gibson y Harwood, 2002; Lovley, 2003; Coates y
Achenbach, 2004) siendo también posible la degradacion anaerdbica en condiciones
de fermentacion o en organismos fotdtrofos (Gibson y Harwood, 2002).

La identificacion de cepas bacterianas presentes en los ambientes andxicos
contaminados por compuestos aromadticos, revela la presencia frecuente de
microorganismos pertenecientes al género Azoarcus (Lin y cols., 2002). Entre sus
miembros se encuentran bacterias desnitrificantes anaerobias estrictas, tales como A.
anaerobius (Springer y cols., 1998), y anaerobias facultativas, tales como A. evansii
(Anders y cols., 1995), A. tolulyticus (Zhou y cols., 1995), A. toluvorans (Fries y cols.,
1994), A. toluclasticus (Song y cols., 1999), A. buckelii (Mechichi y cols., 2002) y la cepa
EbN1, inicialmente identificada como miembro del género Azoarcus pero que se
clasifica actualmente como “Aromatoleum aromaticum” (Rabus y Widdel, 1995; Rabus
y cols., 2005; Wohlbrand, 2007), todas ellas capaces de degradar anaerébicamente
compuestos aromaticos. Todos los miembros del actual género Azoarcus son moviles,
debido en la mayoria de los casos a un flagelo polar (Anders et al., 1995; Song et al.,
1999), y casi todos ellos presentan morfologia de diplobacilo, si bien algunas cepas
cultivadas en m-xileno en condiciones desnitrificantes presentan morfologia de tipo
coco (Hess et al., 1997).

Para la realizacion de esta tesis doctoral, se ha utilizado la cepa Azoarcus sp. CIB
(CECT 5669) (Lopez-Barragan y cols., 2004). Esta cepa es capaz de degradar una amplia
variedad de compuestos aromaticos, entre los que se encuentran los hidrocarburos
tolueno y m-xileno, tanto aerdbica como anaerdbicamente (Lopez-Barragan y cols.,
2004; Carmona y cols., 2009; Blazquez, 2009). Durante los ultimos afios nuestro grupo
ha identificado y caracterizado varios de los sistemas de regulacidon que controlan el
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catabolismo anaerdbico de los compuestos aromaticos en Azoarcus sp. CIB (Durante-
Rodriguez y cols., 2006, 2008, 2010; Valderrama y cols., 2012, 2014; Juarez y cols.,
2013), por lo que esta bacteria constituye actualmente uno de los microorganismos
modelo empleados para ampliar los estudios sobre la genética y regulaciéon de las rutas

anaerdbicas de degradacidon de compuestos aromaticos.

2. Laimplicacion de los sistemas reguladores de dos componentes (TCS) en la
transduccion de senales.

La adaptacién al medio es un proceso esencial para la superviviencia de los
microorganismos, por lo que éstos han desarrollado una compleja red de mecanismos
de control y regulaciéon que desencadena una respuesta global en base al estado
fisioldgico y metabdlico de la célula. Los sistemas que permiten a las células detectar y
responder a una nueva situacién se denominan sistemas de transduccion de sefiales.
Estos sistemas funcionan percibiendo la llegada de un estimulo externo vy
transmitiendo la informacién recibida al interior de la célula generando asi respuestas
adaptativas especificas (Stock y cols., 2000; West y Stock, 2001; Gao y Stock, 2009;
Casino y cols., 2010; Krell y cols., 2010; Capra y cols., 2010, 2012).

Los sistemas reguladores de dos componentes (TCS) son los principales sistemas de
transduccion de sefiales en procariotas (Stock y cols., 2000; Ulrich y cols., 2005; Krell y
cols., 2010). Han sido descritos sistemas de dos componentes que regulan diversas
respuestas entre las que se incluyen una amplia variedad de procesos esenciales para
la célula como la adquisiciéon de nutrientes (carbono, nitrégeno, fosforo), actividad
metabdlica (sistema de transporte de electrones y catabolismo), virulencia, adaptacion
fisica y quimica al medio (pH, osmolaridad, quimiotaxis), desarrollo (esporulacién, ciclo
celular) y resistencia a antibidticos (Grebe y Stock, 1999; Hoch, 2000; Parkinson y
Kofoid, 1992; Stock y cols., 2000; Krell y cols., 2010).

Los TCS estan generalmente compuestos por dos proteinas, una proteina histidina
quinasa sensora (HK) que al percibir un estimulo se fosforila en un residuo de His
conservado vy realiza la transferencia de fosfato a un residuo Asp conservado de una
proteina reguladora de la respuesta (RR), provocando la activacion de ésta ultima. Si
bien esta es la definicidn cldsica de TCS, la cascada de fosforilacion puede presentar
distintos grados de complejidad incluyendo proteinas reguladoras y dominios
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fosfotransferasa y fosfatasa adicionales (Stock y cols., 2000; Mascher y cols. 2006;

Buelow y Raivio, 2010)

2.1. Distribucion de los TCS.

Los TCSs estan presentes en los organismos procariotas, e.g., en la mayoria de las
bacterias, y en algunas arqueas. Sin embargo, en los ultimos afos, se han encontrado
TCS similares en algunos eucariotas (plantas, hongos y protozoos) que podrian haber
sido adquiridos de procariotas mediante transferencia horizontal de genes (West y
Stock, 2001; Alm y cols., 2006; Wuichet y cols., 2010). El nimero de TCSs en bacterias
es dependiente de la fisiologia, capacidad de adaptacién a diferentes habitats y
complejidad del genoma de cada microorganismo, de manera que cuanto mayor sea
cualquiera de estos parametros, mayor serd la necesidad del microorganismo de
regular las actividades celulares (Ashby, 2004, 2006) y por tanto mayor nimero de
TCSs presentara (Galperin, 2005). Por ejemplo, en un extremo se incluyen Myxococcus
xanthus o Nostoc puntiforme con mas de 130 TCS, mientras que especies del género
Mycoplasma, parasitos intracelulares obligados, se encuentran en el otro extremo,
entre las escasas excepciones de organismos que no poseen ningln gen que codifica
para TCS (Mizuno, 1998; Stock y cols., 2000; Capra y Laub, 2012). En los organismos
eucariotas, las HKs son menos abundantes, encontrandose por ejemplo entre una y
ocho en organismos como Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans o Arabidopsis
thaliana. No existen genes de HK o RR en los genomas secuenciados de Caenorhabditis
elegans, Drosophila melanogaster u Homo sapiens, de modo que muy probablemente

los TCSs estan ausentes en el reino animal (Wolanin y cols., 2002; Capra y Laub, 2012).

2.2. Reacciones de transferencia del grupo fosfato.

Los TCS realizan la transduccién de la sefal por medio de un mecanismo de
fosforilacién/desfosforilacion (Fig. 1) (Kleerebezem vy cols., 1997; Laub y cols., 2007).
Por lo tanto, el control en un TCS esta ligado a la habilidad de la HK de regular el
estado de fosforilacion de su RR y controlar el equilibrio de éste ultimo hacia la forma
activa. Ademas de dirigir la reaccién de autofosforilacion y transferencia, muchas HK

poseen actividad fosfatasa, lo que les permite defosforilar a sus respectivos RR (Fig. 1).
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La intensidad y duracién de la respuesta, por tanto, depende en gran medida de la
vida media del estado fosforilado del RR, la cual a su vez es dependiente de la propia
actividad autofosfatasa intrinseca del RR, y/o de la actividad fosfatasa de la

correspondiente HK (Gao y Stock, 2009; Galperin, 2010).

1.- Autofosforilacion @ + ATP —> @

2.- Transfosforilacion @+ -—b@ + ﬂ
3.- Defosforilacion f+ (H_K) —>- +@

Figura 1. Esquema de las reacciones de transferencia del grupo fosfato en los sistemas
reguladores de dos componentes (TCS) clasicos. La deteccidn de la sefial por el dominio
sensor de la histidina quinasa (HK) genera una cascada de reacciones que comienzan con la
transferencia del grupo fosfato (P) en posiciéon y del ATP a la His conservada del dominio
catalitico de la HK (autofosforilacién). Posteriormente, la HK cataliza la transferencia del grupo
fosfato de la His al residuo de Asp conservado presente en el componente regulador de
respuesta (RR) (transfosforilacién). Finalmente, el grupo fosfato es transferido desde el Asp
fosforilado al agua en una reaccion de hidrdlisis que estd catalizada por el propio RR y/o la HK
correspondiente (defosforilacion). Las tres reacciones requieren la presencia de iones
metalicos divalentes, siendo el Mg2+ el cation relevante in vivo.

2.3. Histidina quinasas sensoras (HKs).

Las HK son proteinas implicadas en detectar diferentes estimulos ambientales
mediante su capacidad de autofosforilarse, y generar una respuesta celular mediante
su capacidad para transferir la sefial al correspondiente RR. Las HKs tienen una
arquitectura modular con dos regiones funcionales y estructurales diferenciadas: una
region variable sensora, generalmente extracelular y localizada en el extremo N-
terminal de la proteina, responsable de percibir la sefial o estimulo, y una region
conservada catalitica citoplasmatica, y generalmente localizada en el extremo C-
terminal de la proteina, responsable de las reacciones de fosforilacion (Fig. 2) (Laub y
cols., 2007; Krell y cols., 2010; Capra y Laub, 2012).

El dominio sensor de la regién N-terminal de las HK varia mucho en tamaiio,
secuencia, composicion y disposicién (Mascher y cols., 2006). Esta diversidad
probablemente refleja el amplio espectro de estimulos ambientales que activan
respuestas reguladoras especificas en las bacterias. Un tipo de motivo sensor muy

frecuente son los motivos PAS (Per-ARNT-Sim) asociados con interacciones proteina-
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proteina y con la unién a un amplio rango de ligandos en muchas proteinas, mas de la
mitad de estas proteinas son HKs (Taylor y Zhulin, 1999; Mascher y cols., 2006; Krell y
cols., 2010; Henry y Crosson, 2011). Muchas HKs contienen un dominio HAMP (Inouye,
2006), localizado inmediatamente tras la regién transmembrana, que actia como
region conectora con la region C-terminal citoplasmatica. Otros dominios sensores
frecuentes en HKs son PAC, GAF, CACHE y CHASE, el dominio Reg_prop, y otros como
MHYT, MASE o 7TMR-DISM (Mascher y cols., 2006; Cheung y Hendrickson, 2011). Los
dominios sensores de las HKs se pueden encontrar solos, en multiples copias, en
tdndem o combinados entre ellos, lo que sugiere que éstas pueden estar implicadas en
el reconocimiento de mas de una senal y refleja la complejidad de la percepcién de

sefiales en bacterias (Galperin, 2001; Mascher y cols., 2006; Gao y Stock, 2009).

Cascada de fosforilacion

Estimulo Respuesta
> >(H_NDGIFG)

Sensor DHp REC Efector
HK cIa5|ca RR

Cascada de fosforilacion

— 00— O Oy

Estlmulo Hl51 Asp, His; Asp; Respuesta
Sensor DHp CA HPt REC Efector
HK hibrida RR

Figura 2. Esquema de la cascada de fosforilacion entre distintos tipos de HKs y el
correspondiente RR. La llegada de una sefial al dominio sensor provoca la autofosforilacion de
la HK y la posterior transferencia del grupo fosfato al RR, el cual controla diversos procesos
celulares. DHp: dominio de dimerizacién que incluye la His que se fosforila; CA: dominio
catalitico que incluye los residuos cataliticos y estructurales conservados N, D, G1, F y G2; HPt:
Histidina fosfotransferasa; REC: dominio receiver. En algunas HK hibridas, el dominio HPt se
sustituye por un segundo dominio AK (DHp-CA).

La region C-terminal catalitica (dominio AK) esta formada por dos dominios: un
dominio de dimerizaciéon y de transferencia del grupo fosfato (DHp; Dimerization
Histidine phosphotransfer), que permite que las HKs se estructuren como

homodimeros y que incluye, en la parte central de la caja H, al residuo His aceptor del
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grupo fosfato, y un dominio catalitico que une el ATP/Mg** (CA; Catalytic ATP-binding)
y que contiene grupos de residuos altamente conservados, denominados cajas N, D,
G1, Fy G2, que juegan un papel importante en la unién del ligando y en la catalisis y/o
la estructura (Stock y cols., 1989; Galperin, 2001; Gao y Stock, 2009) (Fig. 2). La caja N
estd implicada en la unidén del i6n de Mg2+ necesario para la catdlisis; la caja D
interacciona con el anillo de adenina del ATP; la caja G1 actua como bisagra de la
tapadera del sitio de reconocimiento del ATP, confiriéndole flexibilidad; la caja G2,
permite mantener la integridad estructural del sitio de unién del ATP; y la caja F
afianza la base del loop que constituye la tapadera del sitio de unién del ATP (Gao y
Stock, 2009).

La superfamilia de HKs se ha clasificado en base a su mddulo catalitico intracelular
altamente conservado. La clasificacion mas detallada agrupa las HKs en once
subfamilias en base a las cajas H-, N-, D-, F- y G (Grebe y Stock, 1999). Sin embargo,
esta clasificacidn no tiene en cuenta aspectos funcionales del proceso de transduccién
de la sefal. Por ello, Mascher y cols. publicaron posteriormente una clasificacion de las
HKs basada no solamente en alineamiento de secuencias sino también en la funcién y
la identificaciéon del dominio periplasmico, las hélices transmembrana (TM), y la
prediccién de su disposicion topoldgica (Mascher y cols., 2006). Atendiendo a estos
criterios, las HKs pueden clasificarse en tres grupos segun la arquitectura de su
dominio sensor: el grupo mayoritario de HKs contienen un dominio sensor
peripldsmico o extracelular con al menos dos hélices TM, e.g., EnvZ (Mizuno y cols.,
1982); HKs con mecanismos sensores asociados a hélices (de 2 a 20) TM densamente
empaquetadas en la membrana, e.g., FixL (de Philip y cols., 1990); y HKs
citoplasmaticas solubles o ancladas a la membrana con dominio sensor en el
citoplasma, e.g., CheA o NtrB (Armstrong y Adler, 1969; McFarland y cols., 1981).

Asimismo, y atendiendo a la mayor complejidad de los dominios estructurales y
funcionales presentes, las HKs se pueden clasificar en clasicas u ortodoxas e hibridas
(Gao y Stock, 2009). Mientras que las HKs clasicas tienen un dominio sensor y un
dominio AK, las HKs hibridas contienen varios dominios donadores (mddulo AK) y/o
receptores (receiver, REC) de grupos fosfato, y utilizan una cascada de fosforilacion
(phosphorelay) que implica a Hisl (mddulo autoquinasa)-Aspl (dominio REC)-His2
(localizada en el dominio HPt de transferencia de grupo fosfato o en un segundo
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modulo AK; ambos transfieren el fosfato al residuo Asp2 del regulador de respuesta)
(Fig. 2). Como ejemplo de HK hibrida con dominio HPt, podemos citar a ArcB de E. coli
(Ishige y cols., 1994; Ikegami y cols., 2001) y como ejemplo de HK hibrida con un
segundo moddulo autoquinasa podemos citar a TodS de P. putida (Lau y cols., 1997;
Lacal y cols., 2006). Generalmente, las HKs hibridas poseen varios dominios sensores
gue reconocen distintos tipos de estimulos. Se ha sugerido que la mayor complejidad
de las HKs hibridas respecto de las HKs clasicas podria ser el resultado de la necesidad
de integrar en una misma ruta de regulacion las sefiales positivas y negativas del

sistema (Djordjevic y Stock, 1998).

2.4. Reguladores de respuesta (RRs).

Los RRs constituyen el segundo elemento de los TCS, se activan por fosforilacién y
son responsables de la respuesta final del sistema. Los RRs suelen contener dos
dominios funcionales: un dominio aceptor o receiver (REC) que es una unidad
estructural compacta con un plegamiento auténomo altamente conservado, y un
dominio efector variable (Laub y cols., 2007; Gao y Stock, 2009; Krell y cols., 2010;
Capray Laub, 2012) (Fig. 2).

El dominio aceptor (REC) contiene un residuo Asp conservado que recibe el grupo
fosfato desde la HK. La fosforilaciéon del dominio REC permite regular el dominio
efector C-terminal de los RR. El dominio REC también puede presentar actividad de
autodesfosforilacion (Gao y Stock, 2009). De forma mayoritaria, los dominios efectores
son dominios de unién a DNA por lo que activan o reprimen la trascripcidon de genes
especificos. El mecanismo de regulacién y la disposicion en la unién al DNA, asi como
las secuencias de DNA que reconocen, difieren de un RR a otro. Otros RR presentan
dominios efectores con actividad enzimatica o con capacidad de unién a RNA o a
proteinas, por lo que estan implicados en procesos de control a nivel post-
transcripcional (Gao y cols., 2007; Galperin, 2010).

La clasificaciéon de los RRs se realiza principalmente segln la arquitectura del
dominio efector variable (Gao y cols., 2007; Galperin, 2006, 2010). Asi, podemos
diferenciar un primer grupo de RR, e.g., CheY (Stock y cols., 1985), con un dominio
aceptor auténomo que no contienen dominio efector y que representan un 18% del
total de RRs. Otro grupo de RRs contienen un dominio efector de unién a DNA
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mayoritariamente del tipo HTH similar a NarL o del tipo HTH alada similar a OmpR, vy
representan el 64% de los RRs (Stewart, 1982; Mizuno y cols., 1982). Un ultimo grupo
de RRs, que representan un 18% del total, son aquellos que contienen otros dominios
efectores que no wunen DNA tales como dominios enzimaticos (13.5%)
mayoritariamente metilesterasa, diguanilato ciclasas (GGDEF), o fosfodiesterasas de
di-GMPc (EAL y HD-GYP); dominios de unidn a proteinas (3%) o dominios de unidn a
RNA (1%) (Galperin, 2010).

2.5. Evolucion de los TCSs.

Todas las evidencias apuntan a que los sistemas reguladores de un componente
(OCSs, One Component Systems), son precursores evolutivos de los TCSs. Los OCSs
presentan un disefio modular mucho mas simple que los TCSs, con un dominio sensor
fusionado a un dominio efector pero sin el médulo autoquinasa y el dominio aceptor
de fosfato presentes en los TCSs. El repertorio de dominios de los reguladores OCS es
considerablemente mas diverso que el de los reguladores del tipo TCS, y ademas estos
sistemas estdn mds ampliamente distribuidos entre organismos procariotas, mientras
gue los TCSs estan ausentes en algunas especies, particularmente entre arqueas. Asi,
una de las hipdtesis que se maneja actualmente es que los TCSs aparecieron como
resultado de la insercién de dominios HK y REC en sistemas reguladores de un
componente seguido de una diferenciacion en dos proteinas individuales (Ulrich y
cols., 2005; Krell y cols., 2009; Wuichet y cols., 2010).

La diferencia fundamental entre los OCSs y los TCSs reside en la deteccion vy
transmisién del estimulo. En los OCSs, la deteccién es mayoritariamente intracelular,
produciéndose en el citosol en el 97 % de los casos y conlleva una respuesta
independiente de cascadas de fosforilacion (al carecer de los dominios implicados en la
auto/transfosforilacion), mientras que en los TCS la deteccidon es mayoritariamente
extracelular, ya que en un 73 % de los casos el dominio sensor de la HK esta asociado a
la membrana, e implica una cascada de fosforilacion (Ulrich y cols., 2005).

Por tanto, los TCSs podrian ser una innovacidn bacteriana para regular el
metabolismo celular en funcién de sefiales extracitoplasmaticas. Los TCSs clasicos
(CTCSs) han evolucionado y se han diversificado para expandir el repertorio y
aumentar su capacidad de responder a multiples sefales (Capra y Laub, 2012).
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Ademas, han surgido modificaciones a los CTCSs como son la aparicién de HKs hibridas
o los recientemente descritos sistemas reguladores de dos componentes hibridos
(HTCS, Hybrid Two Component Systems), que poseen una arquitectura novedosa
donde el componente HK estd fusionado al componente RR formando una Unica

proteina (Sonnenburg y cols., 2006).

3. Sistemas reguladores de dos componentes hibridos (HTCSs).

Los HTCSs son sistemas de transduccién de sefiales que incorporan los dos
componentes presentes en los CTCSs, i.e., HK y RR, fusionados en un unico polipéptido
(Sonnenburg y cols., 2006).

Los HTCSs se identificaron por primera vez en la bacteria Porphyromonas gingivalis
(Hasegawa y cols., 2003), aunque se describieron y estudiaron en la bacteria
Bacteroides thetaiotamicron (B. thetaiotamicron) del mismo grupo, Bacteroidetes,
afios después (Sonnenburg y cols., 2006, 2010; Townsend y cols., 2013). Esta bacteria,
miembro prominente de la comunidad microbiana intestinal humana, se caracteriza
por su capacidad para degradar una amplia variedad de polisacdridos empleando su
extensa maquinaria sacarolitica controlada por un amplio repertorio de reguladores
(Sonnenburg y cols., 2006; Ravcheev y cols., 2013). En el genoma de B. thetaiotamicron
se ha identificado una numerosa coleccién de genes implicados en detectar cambios
ambientales, que incluye 54 HKs, 29 RRs que forman parte de CTCSs, asi como 32
HTCSs, todos ellos implicados en la regulacion del metabolismo de carbohidratos
(Sonnenburg y cols., 2006, 2010; Lowe y cols., 2012; Ravcheev y cols., 2013).

Desde su identificacion inicial en el genoma de P. gingivalis, se han identificado
miembros de la familia HTCS en otros Bacteroidetes, Proteobacterias, y Chloroflexi
(Sonnenburg, 2006). Algunos ejemplos de esta familia son las proteinas BT3172 de B.
thetaiotaomicron implicada en la regulacion de los genes responsables de la
degradacion de mandsidos (Sonnenburg y cols., 2006), GppX de P. gingivalis implicada
en la maduracién y localizacién de proteasas (Hasegawa y cols., 2003; Hirano y cols.,
2012) o la proteina TF0022 de Tannerella forsythia implicada en la expresién del
cluster de genes relacionados con glicosilacion, modificaciéon post-traduccional y
autoagregacion (Niwa y cols., 2011).

El HTCS prototipico, ejemplificado por cualquiera de los 32 HTCS presentes en B.

16



Introduccion

thetaiotamicron, consiste en una region N-terminal constituida por un dominio sensor
periplasmico de unién a ligando poco conservado, seguido por hasta cinco segmentos
transmembrana, unido a tres dominios citoplasmaticos conservados: un dominio AK,
un dominio aceptor de grupo fosforilo REC y un dominio efector de respuesta,

regulador transcripcional (de la clase HTH_AraC) (Fig. 3).

Cascada de fosforilacidn
intramolecular

409 Sensor azucar . - AraC HTH

™M1 SS TM?2 AK REC Efector

Figura 3. Esquema de los HTCS descritos en Bacteroidetes. En los HTCSs, la HK y el RR estan
fusionados en un unico polipéptido, por tanto, la transferencia de fosfato ocurre en la misma
molécula. En B. thetaiotamicron los HTCSs se localizan en membrana y presentan los
siguientes dominios: SS: dominio sensor de azlcares; TM: dominio transmembrana; AK:
dominio autoquinasa; REC: dominio receiver; AraC-HTH: dominio efector de unién a DNA.

El dominio sensor de los HTCSs esta menos conservado entre los miembros de esta
familia que sus dominios de sefializacion intracelular, lo que sugiere que estas
proteinas se han diversificado para responder a distintas sefales pero conservan el
mecanismo de transduccién de la seiial dentro de la célula, tipico de los TCSs. Aunque
los componentes HK y RR presenten una similitud significativa con los de los CTCSs,
posiblemente las reglas que rigen la transduccién de la sefial en los CTCSs no sean del
todo aplicables a los HTCSs (Gao y Stock, 2009; Capra y cols., 2010; Casino y cols.,
2010; Raghavan y Groisman, 2010; Townsend y cols., 2012). Poco se sabe sobre la
aparicién y las ventajas de los HTCSs frente a CTCSs, aunque se manejan una serie de
hipotesis. (Whitworth y Cock, 2009). Por un lado, la aparicion de estos sistemas
multifuncionales impone una serie de restricciones, pues fuerzan a los HTCSs a una
sola localizacién celular o compartimentalizacion. Por otro lado, la fusiéon de los dos
componentes reducird la difusién y facilitard la formacidn del complejo HK:RR, un paso
limitante en los sistemas de transduccion de sefiales. Asi, mientras que en los CTCSs
suele haber un exceso del numero de moléculas de RR sobre el numero de moléculas

de la HK (en el caso de PhoQ:PhoP se ha descrito que es de 1:50) en los HTCSs el ratio
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es 1 (asumiendo que no hay separacidn proteolitica o degradacién diferencial de uno
de los componentes) (Raghavan y Groisman, 2010). Ademds, en los HTCSs se evita la
interaccion inespecifica (cross-talk) entre HK y RR, ya que se favorece la transferencia
de fosfato intramolecular frente a las interacciones intermoleculares de la HK con
otros RR. Dado que generalmente la propia HK es la responsable de la defosforilacién
del RR, la fusidon de los dos componentes en los HTCSs podria facilitar una répida
defosforilacién, lo que supone una ventaja cuando se necesita una rapida inactivacién
del sistema (Lynch y cols., 2012). De esta forma, los HTCSs exhibirian una mayor
eficiencia y rapidez en la transduccion de la sefial que los CTCSs (Cock y Whitworth,
2007; Whitworth y Cock, 2009; Raghavan y Groisman, 2010; Townsend y cols., 2012).
Finalmente, presentar los dos componentes unidos en HTCSs facilita la duplicaciéon o
eventos de transferencia lateral sin que se necesite una constante co-evolucién que
impida perder los residuos determinantes de especificidad tan importantes para evitar
la interaccién cruzada inespecifica (Townsend y cols., 2012).

En este sentido, los HTCSs podrian ser considerados un paso en la evolucion de los
CTCSs hacia los OCSs, conservando el mecanismo de transferencia de fosfato, lo que
proporcionaria oportunidades adicionales para la modulacion de la transduccion de
sefiales por quinasas y fosfatasas externas permitiendo una mejor regulacién y

adaptacidén a una situacidon ambiental dada (Cock y Whitworth, 2007).

4. El segundo mensajero celular di-GMPc.

El (3'=>5’) di-GMP ciclico (di-GMPc) es una pequefia molécula descrita por primera
vez por el grupo de Benziman en 1987 como un activador alostérico de la enzima
celulosa sintasa en la bacteria Gluconacetobacter xylinus (Ross y cols., 1987). Desde
entonces el di-GMPc ha emergido como un segundo mensajero central y ubicuo o
universal en procariotas que se ha demostrado implicado en orquestar el cambio de
vida de muchas bacterias incluyendo la transicidn entre el estado plancténico mdvil a
un estado sésil que ayuda en el establecimiento de comunidades multicelulares
(biopeliculas), y desde el estado virulento en infecciones agudas a un estado menos
virulento caracteristico de enfermedades crdnicas (Krasteva y cols., 2012; Romling y
cols., 2013).

Poco después del descubrimiento del di-GMPc, el mismo grupo identifico vy
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secuencié los genes que codificaban las enzimas responsables de su sintesis,
diguanilato ciclasa (Diguanylate ciclase, DGC), y su ruptura, fosfodiesterasa
(Phosphodiesterase, PDE) (Tal y cols., 1998). El analisis del gran nimero de genomas
secuenciados ha revelado que frecuentemente las proteinas que contienen uno o los
dos dominios DGC y/o PDE aparecen, directa o indirectamente, ligadas a un dominio
sensor (PAS, GAF, etc.) en sistemas reguladores TCS, lo que implica que numerosas
sefiales pueden ser integradas en la red del di-GMPc (Ryan y cols., 2006; Schirmer y
Jenal, 2009; Romling y cols., 2013; Ryan, 2013).

Desde un punto de vista practico, la modulacién de las vias de sefializacion de di-
GMPc en bacterias podria representar una nueva forma de controlar la formacion y
dispersion de las biopeliculas en escenarios tanto médicos como industriales.
Asimismo, estudios recientes han puesto de manifiesto que el di-GMPc es un efectivo
inmunomodulador pues es reconocido por el sistema inmune de mamiferos como una
molécula especifica de bacterias, y por tanto, se considera un prometedor adyuvante

de vacunas (Karaolis y cols., 2007; Krasteva y cols., 2012).

5953& Diguanilato . Fosfodiesterasa ﬁeﬁal
di-GMPc

ciclasa

EAL
; pGpG
GGDEF | —>
26TP —> %&‘V
‘ L— 26mp

HD-GYP
Receptores 1

Factoresde Riboswitch Dominios Dominios GGDEF
transcripcion Pilz yEAL degenerados

Funciones

T A N

Formacionde Ciclo

. , Virulencia Movilidad
biopeliculas  celular

Figura 4. Diagrama de la sintesis y degradacion de di-GMPc, su mecanismo de accion y sus
funciones. El di-GMPc se sintetiza por DGC que contienen el motivo GGDEF, y se degrada por
PDE que contienen los motivos EAL o HD-GYP. Estas actividades estan moduladas por distintas
sefiales ambientales. El di-GMPc es detectado por proteinas receptoras (factores de
transcripcion, proteinas con dominios PilZ, proteinas con motivos GGDEF y EAL degenerados o
DGCs con I-site) o RNAs (riboswitch) que interaccionan con su diana, alterando una funcién
celular particular. Un aumento en los niveles de di-GMPc conlleva un aumento en la formacion
de biopeliculas y/o progresion en el ciclo celular (flechas rojas), y una disminucién en la
movilidad y/o virulencia (lineas negras).
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4.1. Metabolismo del di-GMPc.

La sintesis de di-GMPc a partir de dos moléculas de GTP estd catalizada por el
dominio DGC (Fig. 4). Aunque la identidad en secuencia primaria de estos dominios
DGC suele ser baja, todos presentan el motivo GGDEF altamente conservado, y su
estructura secundaria y terciaria también suele presentar un elevado grado de
conservacion. Los dominios DGC generalmente forman parte de una proteina de
mayor tamafio que contiene dominios y motivos accesorios que regulan la sintesis de
di-GMPc (Ross y cols., 1987; Romling y cols., 2005, 2013; Schirmer y Jenal, 2009).

La cristalizacién de la sintasa PleD de Caulobacter crescentus permitié ahondar en el
conocimiento sobre las conformaciones activa e inactiva de DGC, asi como en el
mecanismo catalitico de estas enzimas (Chan y cols., 2004; Wassmann y cols., 2007).
Los dominios DGC funcionan como homodimeros donde el sitio activo (A-site),
localizado en la interfase del dimero, estd implicado en la unién de GTP y en la
catdlisis. Los dos primeros residuos (G) del motivo GGDEF estan implicados en la unién
del GTP, el tercero (D/E) es indispensable para la catalisis y el cuarto (E) esta implicado
en la coordinacién con iones metalicos Mgz"/Mn2+ necesarios para la formacién del
enlace fosfoéster. Asimismo, se identific6 un mecanismo que afectaba Ia
activacion/inactivacion de las DGCs y que implicaba inhibicién por retroalimentacion.
De esta forma se definié un segundo sitio, el sitio de inhibicién (/-site), constituido por
cuatro residuos aminoacidicos generando el motivo RxxD, donde “x” es cualquier
residuo, y que aparece cinco aminodcidos aguas arriba del motivo GG(D/E)EF. Este
segundo motivo se encuentra en aproximadamente la mitad de los dominios DGC
(Romling y cols., 2013) y contribuye a limitar el tiempo de la activacion, evitando la
acumulacién indeseada de elevados niveles de di-GMPc. El principal mecanismo
implicado en la activacidn de las DGC es el que regula el cambio conformacional que se
tiene que producir para que interaccionen los dos mondmeros de DGC. Este cambio
conformacional se produce en respuesta a cambios en los dominios sensores (PAS,
etc.) o receptores de seial (REC), activados por sefales ambientales, que estan unidos
al dominio DGC (Wassmann y cols., 2007).

Por otro lado, la degradacion del di-GMPc estd catalizada por el dominio
fosfodiesterasa (PDE) a través de los motivos EAL, genera el dinucleétido linear 5’'-
fosfoguanilil-(3'=>5’)-guanosina (5’-pGpG), o HD-GYP, genera 2 moléculas de GMP (Fig.
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4). A continuacién, todo lo comentado se referird a las proteinas PDE con motivo EAL,
gue es el mas abundante y mejor caracterizado (Rémling y cols, 2013).

Las PDE que contienen motivos EAL son altamente especificas de sustrato,
presentando unas constantes de afinidad en el rango de micromolar, lo que es
consistente con la baja concentracion de di-GMPc celular (uM). Esta actividad requiere
de iones metalicos Mg?/Mn**, y se encuentra altamente inhibida por Ca** (Christen vy
cols., 2005; Schmidt y cols., 2005).

A diferencia de las DGCs, algunas PDEs mantienen parte de su actividad como
mondmeros, sin embargo la gran mayoria necesita oligomerizar, y la dimerizacién
parece clave en la activacion de PDEs por estimulos ambientales (Wassmann vy cols.,
2007; Schirmer y Jenal, 2009; Romling y cols., 2013; Sundriyal y cols., 2014).

La cristalizacion de la proteina BIrP1 de Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae), un
OCS cuya actividad PDE se ve activada por la luz azul, permitid obtener mucha
informacidn sobre el mecanismo catalitico, dependencia del pH y los cationes asi como
de los mecanismos de activacion por estimulos ambientales (Barends y cols., 2009). Las
PDEs emplean generalmente un mecanismo catalitico basado en dos metales, es decir,
unen di-GMPc a través de dos cationes, los cuales coordinan dos moléculas de agua
necesarias para la hidrélisis del enlace fosfoéster. Asimismo, un alto pH vy Mn?*
promueven longitudes de enlaces dptimos, mientras que el Ca?* distorsiona estas
distancias, explicando su fuerte efecto inhibidor. Por otro lado, trabajos de
mutagénesis dirigida demuestran que los aminodcidos EAL conservados estan
implicados en la unidn al di-GMPc y en la catélisis, y se sabe que el residuo Glu estd
directamente implicado en la unién de uno de los metales, lo que explica su elevada

conservacion en todas las enzimas PDE activas (Tchigvintsev y cols., 2010).

4.2. Proteinas que contienen tanto dominios DGC como PDE.

Andlisis gendmicos revelan que en muchas ocasiones los dominios DGC y PDE
aparecen en el mismo polipéptido como parte de proteinas multidominio. Esto ocurre
con aproximadamente un tercio de los dominios DGCs y dos tercios de los PDEs
analizados. En raras ocasiones puede tratarse de enzimas bifuncionales en las que los
dos dominios sean enzimaticamente activos y se regulen por distintas sefiales internas
o externas de forma que en un momento dado una actividad sea predominante sobre
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la otra, e.g., la proteina de Mycobacterium smegmatis DcpA (Bharati y cols., 2012). Sin
embargo, lo que ocurre con mas frecuencia es que uno de los dominios (o a veces los
dos dominios) es inactivo enzimaticamente y adquiere nuevas funciones, como la de
regulador alostérico, o juega un papel a nivel estructural. Este es el caso de la proteina
CC3396 de C. crescentus, que presenta un motivo GGDEF degenerado pero capaz de
unir GTP, lo que aumenta drasticamente la afinidad del dominio PDE por su sustrato,

funcionando por tanto como un regulador alostérico (Christen y cols., 2005, 2006).

4.3. Tipos de receptores de di-GMPc.

Para ejercer su papel, el segundo mensajero di-GMPc debe unirse a una molécula
efectora. Aunque se ha demostrado la actuacion del di-GMPc tanto a nivel
transcripcional, post-transcripcional y post-traduccional (Hickman y Harwood, 2008;
Krasteva y cols., 2012; Sondermann y cols., 2012; Rémling y cols., 2013), hasta la fecha
se han descrito sélo algunos motivos que reconocen e interaccionan especificamente
con este segundo mensajero celular (Fig. 4). Asi, el dominio PilZ fue el primer tipo de
receptor identificado, esta presente en un gran nimero de bacterias y posee una alta
afinidad por el di-GMPc en ensayos in vitro como se ha puesto de manifiesto en un
buen nimero de proteinas tales como BcsA o YcgR de E. coli (Ryjenkov y cols., 2006),
DgrA de C. crescentus (Christen y cols., 2007), FlgZ de P. fluorescens F113 (Martinez-
Granero y cols., 2014) o PIzC y PlzD de Vibrio cholerae (Pratt y cols., 2007). El di-GMPc
puede unirse a los dominios PilZ de diferentes maneras, y se han podido establecer dos
motivos consenso, RxxxRx y (D/N)x(S/A)xxG. Otros receptores de di-GMPc son, el I-site
de algunas DGC (ver mas arriba) o las proteinas que poseen dominios GGDEF y EAL
degenerados y que unen di-GMPc para inhibir alostéricamente su actividad, como por
ejemplo las proteinas FimX, que gobierna el cambio a un estado mavil (Navarro y cols.,
2009), PelD, que controla la produccién de exopolisacarido, de P.aeruginosa (Lee y
cols., 2007) o FilP, que controla los genes de virulencia en Xanthomonas oryzae (Yang y
cols., 2014). En los ultimos afios se han incluido como receptores de di-GMPc algunos
miembros de la familia de reguladores de transcripcién, como el regulador
transcripcional FleQ perteneciente a la familia NtrC/DctD que controla la expresion de
los genes de biosintesis de exopolisacarido y adhesinas, o BrIR de la familia MerR que
controla la expresién de bombas de extrusién, ambas en P. aeruginosa (Hickman y
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Harwood, 2008; Chambers y cols., 2014), o el activador transcripcional de la familia
CRP/FNR descrito en Xanthomonas (Clp) y Burkholderia (Bcam1349) (Leduc y Roberts,
2009; Chin y cols., 2010). Ademads de los motivos proteicos de reconocimiento de di-
GMPc se han identificado dos tipos de “riboswitch” con capacidad de unir di-GMPc y
que controlan la expresion de algunos mRNA que codifican proteinas DGC/EAL o
proteinas implicadas en virulencia, biosintesis de flagelos y pili, etc (Sudarsan y cols.,
2008; Navarro y cols., 2011; Luo y cols., 2014). La deteccién de nuevos receptores y
dianas regulados por di-GMPc deberd ser abordado en profundidad en los préximos
anos, ya que indudablemente habrd muchos mas de los identificados hasta el

momento.

4.4. Fenotipos regulados por el di-GMPc.

La enorme diversidad de proteinas con motivos DGC o PDE que se encuentran
codificadas en los genomas bacterianos, asi como la variedad de receptores que
responden a di-GMPc, sugieren que los procesos celulares controlados por este
segundo mensajero puedan ser muy diferentes y de gran importancia en la célula,
como de hecho confirman las alteraciones observadas en los fenotipos de los
mutantes descritos hasta la fecha (Fig. 4) (Romling y cols., 2013). Asi, podemos citar la
implicacion del di-GMPc en la biosintesis de adhesinas y exopolisacdridos, movilidad,
respuesta a estrés y supervivencia a largo plazo, sintesis de metabolitos secundarios,
control de protedlisis y progresién de ciclo celular o en la virulencia bacteriana
(Schirmer y Jenal, 2009; Ryan, 2013). En términos generales, niveles elevados de di-
GMPc en la célula promueven la formacion de exopolisacaridos (EPS) (Lee y cols.,
2007; Bobrov y cols., 2008) y biopeliculas (Hickman y cols., 2005; Kuchma vy cols.,
2007), confieren morfologia de colonia rugosa (Simm y cols., 2004; Lim y cols., 2006;
Givener y Harwood, 2007), e inhiben la movilidad celular (Kazmierczak y cols., 2006;
Kim y McCarter, 2007) y la virulencia (Tischler y Camilli, 2005; Ryan y cols., 2006; Ryan,
2013). El di-GMPc regula, por tanto, la reprogramacion de la expresiéon genética
cuando la bacteria cambia de un estilo de vida plancténico (mévil) a otro que supone la
formacion de biopeliculas (sésil) (Simm y cols., 2004; Rémling y Amikam, 2006).

Tras mas de 25 afos de estudio de este segundo mensajero bacteriano incluido en
el grupo de las alarmonas todavia queda mucho por descubrir. Asi, tan sélo han sido

23



Introduccion

descritos unos pocos circuitos de sefializacion por di-GMPc completos (ROmling y cols.,
2013). De la mayoria de ellos, se conocen componentes aislados, enzimas o receptores
implicados, pero no el mecanismo molecular de regulacidn o las sefales que afectan a
estos circuitos de regulacién, ni las implicaciones que pueda tener la distinta
distibucién espacio-temporal o los gradientes de concentracién de di-GMPc en Ia
célula, o la flexibilidad conformacional de la propia molécula de di-GMPc (Romling y
cols., 2009, 2013; Krasteva y cols.,, 2012). Ademads, no se puede olvidar su
interconexion con otros sistemas de regulacién que implican a otros segundos
mensajeros nucleotidicos como di-AMPc, GMPc, AMPc, ppGpp y Ap4A, u otros
reguladores globales, asi como los mecanismos de quorum sensing, los cuales
controlan también varios procesos clave en la respuesta bacteriana a la adaptacion a
nuevos ambientes y estilos de vida (Galperin, 2004; Camilli y Bassler, 2006; Pesavento

y Hengge, 2009; Kalia y cols., 2013).

5. TolR es un sistema regulador de dos componentes hibrido (HTCS) de
Azoarcus sp. CIB.

Como se ha indicado en el apartado 1 de esta Introduccién, la biodegradacion
bacteriana de compuestos aromaticos requiere que las células ajusten sus programas
para hacer frente a la situacidon de estrés que generan dichos compuestos por su
toxicidad intrinseca y a la respuesta metabdlica necesaria para su mineralizacién
(Ramos y cols., 2002; Jiménez y cols., 2010). El ajuste de dichos programas celulares
implica a toda una compleja red de sistemas de deteccidn y transduccion de sefiales las
cuales, a su vez, estan acoplados a las redes de regulacion global de la célula y a la
regulacidon especifica de cada una de las rutas metabdlicas involucradas (Diaz y cols.
2013). Como también se comentd anteriormente, nuestro grupo ha identificado y
caracterizado varios de los sistemas de regulacion que controlan el catabolismo
anaerdbico de los compuestos aromaticos en Azoarcus sp. CIB (Durante-Rodriguez y
cols., 2006, 2008, 2010; Blazquez, 2009; Valderrama y cols., 2012, 2014; Juarez y cols.,
2013). Entre los estudios previos del grupo, cabe destacar aqui la caracterizacién de los
genes bbs-bss responsables de la ruta periférica de degradacion anaerébica de tolueno
y m-xileno, con la formacidon de los intermediarios centrales benzoil-CoA y 3-
metilbenzoil-CoA, respectivamente, en Azoarcus sp. CIB (Blazquez, 2009; Carmona y
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cols., 2009). El analisis detallado del cluster bbs-bss (nimero de acceso: DQ988527),
reveld la presencia de un gen presuntamente regulador y localizado entre los operones
bbs y bss, en posicién 3’ al ultimo gen del operdn bbs (bbsl), que no tiene homdlogos
en los clusters bbs-bss de otros organismos, y que se denomind tolR (Blazquez, 2009).
Dicho gen codifica la proteina TolR (1049 aa; 115 KDa) que presenta una arquitectura
modular compleja y peculiar (Fig. 5) y cuya funcién es desconocida hasta la fecha. La
inactivacion del gen tolR no impide el crecimiento anaerdbico de la cepa Azoarcus sp.
CIBdtolR en tolueno/m-xileno, aunque lo ralentiza un poco, por lo que no parece estar
implicado directamente en la ruta catabdlica de degradacién de tolueno/m-xileno. Por
el contrario, estudios preliminares revelaron que el mutante Azoarcus sp. CIBdtolR
mostraba una disminucion significativa en su respuesta quimiotactica frente a tolueno
respecto a la mostrada por la cepa parental CIB (Blazquez, 2009).

El andlisis de la estructura primaria de TolR revelé un supradominio N-terminal que
posee un dominio sensor PAS, seguido de un dominio autoquinasa (AK), y un
supradominio C-terminal compuesto por un dominio receiver (REC), y por dominios
diguanilato ciclasa (DGC) y fosfodiesterasa (PDE) implicados en la sintesis y

degradacion, respectivamente, del di-GMPc (Fig. 5).

genes bbs genes bss tdiSR
Iy e )
[N o | TR
PbbsA PbssD PtdiS
1 1049
— Fs (Haso GDREFes;
45

155 183 410 450 563 620 772 793 1032
PAS AK REC DGC PDE

Fig. 5. Localizacion del gen tolR en el cluster bbs-bss de Azoarcus sp. CIB y esquema de la
arquitectura modular de la proteina TolR. El gen tolR (flecha roja) esta localizado entre los
operones convergentes bbs (flechas negras) y bss (flechas grises) y se co-transcribe con los
genes bbs. Los genes tdiSR codifican un TCS que controla la expresidn de los genes bbs-bss. En
el esquema de la proteina TolR se indica la localizaciéon de los dominios PAS (sensor), AK
(autoquinasa), REC (receiver), DGC (diguanilato ciclasa) y PDE (fosfodiesterasa), asi como la
posicion de los aminodacidos clave de cada dominio (se indica la posicion del primer
aminodcido). Los residuos de His y Asp implicados en la transferencia del grupo fosfato se
sefialan en rojo.

La regidon N-terminal (dominios PAS, AK) y el dominio REC de TolR muestran

similitud significativa con los correspondientes dominios de HK hibridas sensoras de
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hidrocarburos aromaticos tales como StyS (51 % de identidad), TutC (54 % de
identidad) y TodS (47 % de identidad) que regulan la degradacién aerdbica de estireno
en Pseudomonas (Velasco y cols., 1998), el catabolismo aerdbico de tolueno en
Thauera aromatica T1 (Coschigano y Young, 1997) y el catabolismo aerdbico de
tolueno en Pseudomonas putida (Lau y cols.,, 1997; Mosqueda y cols., 1999)
respectivamente. Estos andlisis sugieren, por lo tanto, que TolR podria estar
detectando hidrocarburos aromaticos y respondiendo a éstos mediante una cascada
de fosforilacién.

Los dominios DGC y PDE de TolR muestran alta identidad de secuencia
(aproximadamente 50-60% de identidad) con dominios equivalentes de reguladores de
respuesta codificados en el genoma de otros Azoarcus tales como las cepas KH32C
BH72 y EbN1, asi como con presuntas PDE de cepas de Burkholderia (44% de
identidad). Mientras que el dominio PDE de la proteina TolR estd perfectamente
conservado en su motivo catalitico EAL, el dominio DGC posee un motivo catalitico
(GDREF) que difiere en varias posiciones de la secuencia consenso GGDEF, lo que
sugiere que si bien TolR podria hidrolizar di-GMPc, la actividad de sintesis de di-GMPc
estard ausente en esta proteina (Blazquez, 2009).

La estructura de la proteina TolR se corresponde, por tanto, con la de un nuevo
miembro de los sistemas reguladores de dos componentes hibridos (HTCSs), donde el
componente Histidina quinasa sensor, y el componente regulador de respuesta,
aparecen fusionados en un unico polipéptido (Fig. 5). La proteina TolR representaria,
ademas, el primer HTCS que responde a hidrocarburos aromaticos y cuyo mecanismo
de accion no implicaria una interaccién directa con el DNA diana sino una actividad
enzimatica que modula los niveles del segundo mensajero celular di-GMPc. Por todo
ello, en esta tesis se ha procedido al estudio y caracterizacién de la proteina TolR y su
mecanismo de accion, asi como a la identificacion inicial de sus posibles dianas

celulares y su papel en la fisiologia de Azoarcus sp. CIB.
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Objetivos

Como se ha comentado en la Introduccidn, Azoarcus sp. CIB es un microorganismo
modelo para el estudio del catabolismo anaerdbico de compuestos aromaticos. La
existencia de herramientas para su manipulacion genética y la reciente secuenciacién y
anotacién de su genoma facilitan la realizacidon de estudios genéticos y bioquimicos en
este microorganismo biodegradador. Por otro lado, la versatilidad metabdlica de esta
cepa que le permite degradar una gran variedad de compuestos aromaticos, muchos
de ellos importantes toéxicos, presupone, ademads, la existencia de complejos
mecanismos de regulacién todavia desconocidos y que controlan tanto la utilizacién de
dichos compuestos como fuente de carbono como la respuesta de estrés frente al
efecto toxico causado por dichos compuestos en la célula.

Al inicio de esta Tesis Doctoral se habian realizado algunos experimentos
preliminares sobre el gen to/lR que se localiza en el cluster bss-bbs responsable de la
ruta periférica de degradacién anaerdbica del tolueno y m-xileno en Azoarcus sp. CIB.
La compleja arquitectura modular de la proteina TolR y su implicacion en la
guimiotaxis hacia tolueno, sugeria que se trataba de un novedoso HTCS que regula los
mecanismos de adaptacion de Azoarcus sp. CIB al consumo de hidrocarburos
aromaticos. No obstante, no se disponia de ninguna confirmacidén experimental sobre
la actividad y mecanismo de acciéon de la proteina TolR, ni tampoco sobre los genes
implicados en la respuesta celular mediada por dicha proteina. Por ello, en este trabajo
de Tesis, se propuso profundizar en el estudio de la proteina TolR de Azoarcus sp. CIB.

y se definieron los siguientes objetivos:

e Objetivo 1: Estudio del papel del gen tolR en la adaptaciéon de Azoarcus sp.

CIB a los hidrocarburos aromaticos.

e Objetivo 2: Caracterizacién del mecanismo de accién de la proteina TolR, un

nuevo HTCS.

e Objetivo 3: Identificacion de genes implicados en la cascada de sefializacidon

controlada por la proteina TolR en Azoarcus sp. CIB.
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1. Cepas bacterianas y plasmidos.
La Tabla 1 muestra las diferentes cepas de E. coli, P. aeruginosa y Azoarcus sp. CIB
empleadas en este trabajo, junto con sus genotipos y caracteristicas mas relevantes.
Los plasmidos utilizados en este trabajo se describen en la Tabla 2, donde se
muestra el nombre de cada plasmido y sus caracteristicas mas relevantes.

Tabla 1. Cepas bacterianas utilizadas en este trabajo.

Cepa Genotipo/Fenotipo Referencia
E. coli

DH10B F’, mcrA A(mrr hsdRMS-mcrBC) @80dlacAM15 Life Technologies
AlacX74 deoR recAl araD139 A(ara-leu)7697 galU
galK rpsL (Sm") endA1 nupG

BL21 (DE3) F-ompT gal dcm lon hsdSB(rB- mB-) A(DE3 [lacl Novagen

lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5])

TRMG MG1655 csrA::km" Romeo y cols., 1993

ER 2566 F- A- fhuA2 [lon] ompT lacZ::T7 gene 1 gal sulA11 New England Biolabs

A(mcrC-mrr)114::1S10 R(mcr-73::miniTn10-TetS)2
R(zgb-210::Tn10)(TetS) endA1 [dcm]

P. aeruginosa
PAO1AwspF AwspF Baraquet y cols., 2012

PAO1pel ApelApslAwspF PpelA:lacZ Baraquet y cols., 2012

Azoarcus sp. CIB

CiB Cepa silvestre degradadora de compuestos Lépez-Barragan, 2004
aromaticos
CIBdtolR KmR, cepa CIB mutante por insercidn en el gen tolR Blazquez, 2009
CIBT Cepa CIB que carece del elemento genético movil Laboratorio Eduardo
ICEXTD (isla metabdlica que contiene las rutas de Diaz

degradacién anaerdbica de tolueno, m-xileno y 3-
metilbenzoato)

Tabla 2. Plasmidos empleados en este trabajo.

Plasmido Descripcién Referencia
pET29a KmR, orifl, oriColE1, promotor T7, operador lac, C-terminal Novagen
Hisg
pETtolR KmR, derivado de pET29a que expresa la fusién génica tolR- Este trabajo
Hisg
pETtoIRngOV KmR, derivado de pET29a que expresa la fusién génica Este trabajo
H190V .
tOIR _HISG
pETtolRs Km", derivado de pET29a que expresa la fusidn génica tolRs..  Este trabajo
HiSG
pTYB12 Ap", 0riM13, oripBR322, operador lac, N-terminal inteina New England Biolabs
pTYBtolRgx Ap”, derivado de pTYB12 que expresa la fusién génica int- Este trabajo
tolRgg
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plZ1016 Gm?", derivado del vector de clonacién y expresion de amplio  Moreno-Ruiz, 2003
espectro de huésped pBBR1MCS-5 con el promotor Ptacy el
gen lacl® de pMM40

plZtolR Gm", derivado de plZ1016 que contiene el gen tolR bajo el Blazquez, 2009
control del promotor Ptac

plZ2133 GmR, derivado de plZ1016 que contiene el gen PA2133 de P. Este trabajo
aeruginosa PAO1 bajo el control del promotor Ptac

H190V H190vV

plZtolR GmR, derivado de plZ1016 que contiene el gen tolR bajo el Este trabajo
control del promotor Ptac

pIZtoIRmA GmR, derivado de plZ1016 que contiene el gen tolR7*A bajo el Este trabajo
control del promotor Ptac

plZtolRsy.rr GmR, derivado de plZ1016 que contiene los genes tolRs y Este trabajo

tolRgz bajo el control del promotor Ptac

plZtolRgg GmR, derivado de plZ1016 que contiene el gen tolRgx bajo el Este trabajo
control del promotor Ptac

2. Medios y condiciones de cultivo.

Todas las soluciones y medios de cultivo utilizados en este trabajo se esterilizaron
por calor hiumedo en autoclave a 121 °C y 1 atmodsfera de presion, o mediante
filtracion utilizando filtros estériles Millipore de 0,2 um de tamafio de poro. Para los
crecimientos de E. coli, P. aeruginosa y Azoarcus sp. CIB se utilizaron diferentes medios

de cultivo cuya composicion se detalla a continuacion.

2.1. Medios de cultivo empleados para Escherichia coli y Pseudomonas
aeruginosa.

El medio rico empleado fue Lysogeny Broth (LB) (Sambrook y Rusell, 2001). Los
cultivos de E. coli y P. aeruginosa en medio sélido se realizaron con medio LB
complementado con agar al 1,5% (peso/volumen). Para los cultivos en condiciones
anoxicas, se afiadid KNO3 10 mM como aceptor final de electrones. Cuando fueron
requeridos, los antibidticos se utilizaron a las concentraciones que se indican de
ampicilina (Ap) 100 pg/ml, kanamicina (Km) 50 pg/ml y gentamicina (Gm) 10 ug/ml.
Los antibidticos se prepararon en soluciones 1000 veces concentradas en agua. Estas
soluciones se esterilizaron por filtracidon y se almacenaron a -20 °C hasta su utilizacion.

Para algunos cultivos de hiperproduccion de proteinas el medio rico empleado fue

Terrific Broth (TB) (Cold Spring Harb Protoc, 2006) y contiene 12 g de triptona, 24 g de
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extracto de levadura, 0,4% de glicerol, 16,4 g de K;HPO,4.3H,0 y 2,31 g de KH,PO,4 por
litro, pH7,5.

El medio de cultivo CFA (Colony Forming Antigen) (Jackson y cols., 2002) fue
empleado para la formacién de biopeliculas en E. coli, y contiene 10 g de
casaminodcidos, 1,5 g de extracto de levadura, 50 mg de MgSO,y 5 mg de MnCl, por
litro, pH 7,4.

2.2. Medios de cultivo empleados para Azoarcus sp. CIB.
El medio minimo empleado en este trabajo para cultivar las cepas de Azoarcus sp.
CIB estd basado en el medio basal MA (pH 7,5), cuya composicidon se detalla a

continuacion:

KH PO, 0,33g

Na HPO 12¢g
2 4

NH4CI 0,11g

MgSO4-7HZO 01lg

CaCI2 0,04g

HZO destilada Hasta 11

Este medio basal fue suplementado con una solucion de elementos traza (pH 6.5),

cuya composicién (1000x) se detalla a continuacién:

Acido nitrilotriacético (NTA) 1,5g ZnSO4-7H20 0,18 ¢g
MgSO4-7H20 30¢g CuSO4-5HZO 0,01g
MnSO4-2H20 05¢g KAI(SO4)2-12HZO 0,02g
NacCl 10g H3803 0,01g
FeSO4-7H20 01g NazMoO-ZHZO 0,01g
CoSO4-7H20 0,18 g NiC|2-6H20 0,025g
NaSeOa-SHZO 03¢g HZO destilada Hasta 1 |

También se suplementé el medio MA con una solucién de vitaminas cuya

composicidn (1000x) es la siguiente:

Biotina 20 mg Acido félico 20 mg
Piridoxina-HClI 10 mg Tiamina.HCI-ZHZO 50 mg
Riboflavina 50 mg Acido nicotinico 50 mg
D-Pantotenato calcico 50 mg Vitamina B12 50 mg
Acido p-aminobenzoico 50 mg H O destilada Hasta 1|
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Para el crecimiento anaerdbico de Azoarcus sp. CIB se afiadié KNO310 mM, como
aceptor final de electrones, al medio MC (medio basal complementado con vitaminasy
elementos traza). Ademas, para asegurar el ambiente reductor, se afiadié al medio MC
una solucidon de sulfuro ferroso a una concentracion final de 0,044 mg/ml. Para
Azoarcus sp. CIB las concentraciones finales de antibidticos utilizadas fueron

kanamicina (Km) 30 ug/ml y gentamicina (Gm) 7 pg/ml

2.3. Obtencion de condiciones anaerdbicas en los medios de cultivo.

Para obtener condiciones de anaerobiosis, el medio de cultivo asi como las
soluciones de elementos traza, nitrato potasico, sulfuro ferroso y todos los
compuestos que fueron utilizados como fuente de carbono, se dispensaron en frascos
de vidrio, los cuales se taparon con tapones de goma y se sellaron con arandelas de
aluminio. A través del tapdn de goma se inyecté una aguja conectada a un depédsito de
nitrégeno (Air Liquide), permitiendo pasar un flujo de este gas al medio liquido durante
varios minutos con el objeto de eliminar el oxigeno. Finalmente, todos los frascos
fueron autoclavados. Para obtener una solucion anaerdébica y estéril de vitaminas (las
cuales son sensibles al calor) se realizd la misma operacién descrita anteriormente
pero con frascos de vidrio vacios en los que, después de ser esterilizados por
autoclave, se inyectd la solucidon de vitaminas mediante una jeringa conectada a un
filtro estéril Millipore (de 0,2 um de diametro de poro). Una vez preparadas estas
soluciones, fueron afiadidas al medio basal MA para obtener asi el medio MC
complementado con las correspondientes fuentes de carbono. Tanto la filtracidon de las
soluciones de vitaminas como la inoculacién de los medios de cultivo con las distintas

cepas bacterianas, se realizaron en una cdmara de anaerobiosis (Forma Scientific).

2.4. Condiciones de cultivo.

Para los cultivos aerébicos, las cepas de E. coli se cultivaron a 37 o 30°C, y P.
aeruginosa y Azoarcus sp. CIB se cultivaron a 30°C, con una agitacidon de 250 rpm.
Todas las estirpes bacterianas fueron incubadas a 30°C sin agitacién para su
crecimiento anaerdbico utilizando KNO3 10 mM como aceptor final de electrones.
Cuando se utilizé benzoato como fuente de carbono, éste se afiadié al medio MC a una
concentracion de 3 mM. Para el empleo de tolueno, como fuente de carbono éste se
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afiadid a una concentracion de 250 mM en 2 ml de una fase orgdnica de 2,2,4,4,6,8,8-
heptametilnonano (HMN) que fue afiadida al medio de cultivo (15 ml). Atendiendo al
log Po/w del tolueno (2.8), la concentracidon de este compuesto en la fase acuosa
cuando se afiade a una concentracion de 250 mM en HMN es de 0,4 mM. Las fuentes
de carbono no aromadticas, como por ejemplo sales de acidos organicos (piruvato,
succinato, glutarato, etc) fueron afiadidos a los medios de cultivo en una relacién 0,2%
(m/v) salvo que se indique lo contrario.

El crecimiento de los cultivos fue monitorizado midiendo la absorbancia a 600 nm
(Asoo) empleando un espectrofotometro Shimadzu UV-260. La morfologia celular se
analizd con un microscopio de contraste de fase Nikon OPTIPHOT-2. La desnitrificacion
en cultivos anaerdbicos fue monitorizada midiendo los niveles de NOs- y NO,- con el

Test Nitrates (Merck).

2.5. Conservacion de las cepas bacterianas.

Durante cortos periodos de tiempo (inferiores a un mes) E. coli se conservd a 4°C
en placas de medio LB. Los cultivos anaerdbicos de Azoarcus sp. CIB se conservaron
adecuadamente durante un periodo aproximado de un mes a 4°C en viales de vidrio.
Para su conservacién a largo plazo, las bacterias se congelaron en el medio de cultivo

correspondiente con glicerol al 15 % (v/v) y se mantuvieron a -80°C.

3. Técnicas de manipulacion de DNA y RNA.

La manipulacion del DNA asi como la mayor parte de las técnicas de biologia
molecular utilizadas en este trabajo fueron aplicadas esencialmente tal y como
describen Sambrook y Rusell (2001). Las endonucleasas de restriccion fueron
suministradas por New England Biolabs y Takara. La DNA ligasa T4 fue suministrada
por USB y New England Biolabs. La DNA polimerasa | y la Pfu polimerasa fueron
suministradas por Biotools B. M. Labs. Todas las enzimas se emplearon atendiendo a
las especificaciones de las diferentes casas comerciales. Los fragmentos de DNA se
purificaron mediante los productos GeneClean Turbo (Q-BlOgene), lllustra™ PCR DNA
and Gel Band Purification kit (GE Healthcare) o High Pure PCR Product Purication Kit
(Roche).
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3.1. Extraccion y purificacion de DNA.

La purificacion de DNA plasmidico se realiz6 mediante el uso de High Pure Plasmid
Purification Kit (Roche). Para obtener mayores voliumenes de preparaciones
plasmidicas, se utilizé el Plasmid Midi Kit (Qiagen). EIl DNA cromosdmico se extrajo
empleando el procedimiento descrito por Wilson (1997). La concentracién y pureza del
DNA obtenido se analizé6 mediante un analisis espectrofotométrico de A,s y del ratio
Azso/Azso respectivamente, (Nanophotometer Pearl, IMPLEN) y visualizacién en geles

de agarosa.

3.2. Reaccion de amplificacion en cadena con DNA polimerasa termorresistente
(PCR).

La amplificacion del DNA se realizd en un equipo Mastercycler Gradient
(Eppendorf) y las enzimas que se emplearon fueron la DNA polimerasa |
termorresistente Tag, y la polimerasa Pfu. Las mezclas de reaccién contenian MgCl, 1,5
mM, oligonucleétidos 0,5 uM y dNTPs 0,25 mM. Los distintos oligonucledtidos
empleados en las reacciones de PCR se indican en la Tabla 3, en la que se detallan la
secuencia de nucledtidos y la finalidad del producto de PCR. Las condiciones estandar
de PCR fueron las siguientes: un primer ciclo de 95°C 5 min, seguido de 30 ciclos de
95°C 1 min, 60°C 1 min (o la temperatura adecuada, optimizada por gradiente segun
los oligonucledtidos utilizados), 72°C 1 min por cada 1000 pb segun el fragmento a
amplificar, y un ciclo final de 72°C 3 min. Los oligonucleétidos empleados en este
trabajo se muestran en la Tabla 3. Todos los oligonucledtidos fueron adquiridos a

Sigma-Aldrich.

Tabla 3. Oligonucleétidos utilizados. Las regiones subrayadas pertenecen a la diana de
restriccion que se indica al final de la secuencia.

Nombre Secuencia (5'->3') (Diana restriccion) Utilizacién
pETToIR 5' GGAATTCCATATGTCGACGTTCGATCGTCAG (Ndel) Clonacién de tolR en pET29a
y sus derivados
pETToIR 3' CCCAAGCTTCTGCCCGTTCGCCCTGAGC (Hindlll) Clonacién de tolR en pET29a

y sus derivados
plZ2133 5' CGCAAGCTTTGACCTAAGGAGGTAAATAGTGAACGGTTCC Subclonacion de PA2133 en

CCACAGG (Hindlll) plZ1016
plz21333'  CGCTCTAGATCACCCCTGGCGGCTCGC (Xbal) Subclonacién de PA2133 en
plZ1016
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gTolSR 5'

gTolSR 3'

TolR int Val 3'

TolR int Val 5'

TolR 1380 3'

TolR 1380 5'

TolR 2420 3'

TolR 2420 5'

TolR int F79A
3

TolR int F79A
5

TutC 3'

3T3.5

pETrec 5'
3T3.6

TolR int 2
PETPASHK 3'

pTYBREC 5'

pTYBREC 3'

Intein
forward

plZPASHK 5'

plZPASHK 3'

pIZREC 5'

pIZREC 5'

H190V

CCCAAGCTTTGACCTAAGGAGGTAAGCGATGTCGACGTTC Clonacién de tolR y

GATCGTCAGTTATTCTCC (HindllI)

GCTCTAGAGGGGCCATACGGGAACCGCGC (Xbal)

TGCGCAACTCGACGCTCAGGTT

CAACCTGAGCGTCGAGTTGCGC

CCGAGCACCTCGACGATGTATTGCCGCATG

CATGCGGCAATACATCGTCGAGGTGCTCGG

GTATTGAGATCGAGCTTGGGCTGGCAGTAG

CTACTGCCAGCCCAAGCTCGATCTCAATAC

GCGCTTCCCATGCAGGCTTGCCC

GGGCAAGCCTGCATGGGAAGCGC

GCTCTAGATCTTTTCGGAATCCGCTGCGGC
GCCTTCAAATTCACGCCGATCGG
CATATGCCCGCGGCGGACGACCTGCC
GCCGAATCGGTGCAGGACTATG
GTCATCCATCGCAACGCGG
CCCAAGCTTCGCATCGATGTCCCGC (HindllI)

CCCCATATGCCCGCGGCGGACGAC (Ndel)

CCGTCGACCTACTGCCCGTTCGCCCTG (Sall)

GAGTGCACGTTTTCGTCGCCGCCC

CCAAGCTTTGACCTAAGGAGGTAAATAATGTCGACGTTCG

ATC (Hindlll)
CCACTAGTCTACGCATCGATGTCCCG (Spel)

CCACTAGTTGACCTAAGGAGGTAAATAATGTCGCTCGTCA

TCGTCGCCGA (Spel)

CCTCTAGACTACTGCCCGTTCGCCCTGAGC (Xbal)

F79A

tolR" " en plZ1016

Clonacién de tolRngoVy

tolR”* en plz1016
Clonacién de tolR™* en

pET29a vy plZ1016

.z H190
Clonacién de tolR en

pET29a vy plZ1016

Clonacién de tolR™ en
pET29ay plz1016y tolR™” en

plZ1016
Clonacién de tolR"* en
pET29ay plz1016 y tolR™” en

plZ1016
Clonacién de tolR™ en
pET29a vy plZ1016 y tolR™” en

plZz1016
Clonacién de tolR™en
pET29ay plZ1016 y tolR™” en

plZ1016

Clonacién de tolR™” en

plZ1016
F79

Clonacién de to/lR ~ en
plZ1016

Secuenciacion de tolR
Secuenciacién de tolR
Secuenciacion de tolR
Secuenciacién de tolR
Secuenciacion de tolR

Clonacién de tolRsc en
pET29a

Clonacidn de tolRgzz en
pTYB12

Clonacién de tolRgzz en
pTYB12

Secuenciacion fragmentos de
DNA clonados en plasmidos
que contienen la proteina
inteina

Clonacién de tolRs en
plZ1016

Clonacidn de tolRs en
plZ1016

Clonacidén de tolRgzz en
plZ1016

Clonacidn de tolRgzz en
plZ1016
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F24 CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC Secuenciacion fragmentos de
DNA clonados en plasmidos
que portan el gen lacZa
(plZz1016)

R24 AGCGGATAACAATTTCACACAGGA Secuenciacion fragmentos
DNA clonados en plasmidos
que portan el promotor Plac
o derivados

T7 TAATACGACTCACTATAGGG Secuenciacion fragmentos de
DNA clonados en plasmidos
gue contienen el promotor
T7

TT7 GCTAGTTATTGCTCAGCGG Secuenciacion fragmentos de
DNA clonados en plasmidos
que contienen el terminador
transcripcional TT7

cdrA F TCAACCCCAACGAGATCAAGA Extremo 5° de un fragmento
interno de 100 pb del gen
cdrA que codifica una
adhesina de matriz
extracelular en P.ageruginosa
PAO1

cdrAR CGAAGCCCTTCCAGTTGATG Extremo 3 de un fragmento
interno de 100 pb del gen
cdrA que codifica una
adhesina de matriz
extracelular en P.aeruginosa
PAO1

ampRF GCGCCATCCCTTCATCG Extremo 5° de un fragmento
interno de 50 pb del gen
housekeeping ampR que
codifica un regulador de los
genes de resistencia a
ampicilina en P.aeruginosa
PAO1

ampR R GATGTCGACGCGGTTGTTG Extremo 3" de un fragmento
interno de 50 pb del gen
housekeeping ampR que
codifica un regulador de los
genes de resistencia a
ampicilina en P.aeruginosa
PAO1

3.3. Secuenciacion automatica de DNA.

La secuenciacion se llevo a cabo utilizando un secuenciador automatico modelo ABI
Prism 37 automated DNA sequencer (Applied Biosystems Inc), en el Servicio de
Secuenciacién Automatica de DNA gestionado por la empresa Secugen S. L. en el
Centro de Investigaciones Bioldgicas. Para la reaccion de secuenciacion se utilizé el Dye

Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems), y la DNA

40



Materiales y métodos

polimerasa AmpliTag FS, siguiendo las recomendaciones de los proveedores. Las
reacciones se llevaron a cabo con un termociclador Gene Amp PCR System 2400

(Perkin-Elmer).

3.4. Extraccion y purificacion de RNA.

La purificacion del RNA se realizé partiendo de las células bacterianas
resuspendidas en una solucién de lisozima 50 mg/ml (Sigma) en tampdn TE (Tris-HCI 10
mM pH 8,0, EDTA 1 mM). A continuacién el RNA total del cultivo se aislé mediante el
RNeasy Mini kit (Qiagen), siguiendo las indicaciones del proveedor o bien mediante el
High Pure RNA Isolation kit (Roche).

Para la eliminacion del DNA contaminante se empled el DNAse and Removal
treatment kit (Ambion), siguiendo las especificaciones del fabricante. La concentracién
y pureza del RNA obtenido se analizd mediante un andlisis espectrofotométrico de A,sp
y del ratio Ays/Ass0 respectivamente, manteniéndose siempre entre 1,8 y 2

(Nanophotometer Pearl, IMPLEN), y visualizacion en geles de agarosa.

3.5. Ensayos de retrotranscripcion (RT-PCR) y RT-PCR en tiempo real.

Una vez purificado el RNA y eliminado el DNA contaminante, se obtuvo el DNA
complementario (cDNA) mediante una reaccidn de retrotranscripcién mediada por la
transcriptasa reversa del Transcriptor First Strand cDNA Synthesis kit (Roche). Cada
reaccidon de retrotranscripcion (20 pl) contenia 1 pg de RNA, 10 U de transcriptasa
reversa, 20 U de inhibidor de RNasas, dNTPs 1 mM y 60 uM random hexamer primer
del kit. Los hexdmeros se emplearon como cebadores para poder utilizar las mismas
alicuotas de cDNA como molde para reacciones de PCR en las que se emplean diversos
pares de oligonucledtidos. El RNA y los hexdmeros se incubaron a 65°C durante 10 min
para la hibridacion, y tras enfriar en hielo se afiadieron los restantes componentes de
la reaccion, que se incubd 10 min a 25°C seguido de un ciclo de 30 min a 55°C. La
reaccion se finalizé con una incubacién de 5 min a 85°C. Se empled 1 ul del cDNA asi
obtenido como molde para la PCR de comprobacién posterior. EIl cDNA se amplifico
utilizando los oligonucleétidos requeridos en cada caso a concentracién final 0,5 uM y
1 U de la DNA polimerasa | (Biotools). En cada una de las reacciones de PCR se incluyd

un control con 1 pl de la reaccion de retrotranscripcion en la que no se empled la
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transcriptasa reversa. Con este control se corrobord que no existia ninguna banda de
amplificacién indicativa de que la preparacién de RNA contuviera DNA contaminante.
El volumen total de la reaccidon de PCR fue de 50 pl, y 40 los ciclos de amplificacién.

Para la PCR a tiempo real, se utilizé un termociclador LightCycler®480 Il Real-Time
PCR Instrument (Roche). El volumen de cada reaccion fue de 20 pl, que contenian 1 pl
de cDNA de la mezcla de la reaccién de la retrotranscripcion, 0,25 uM de los
oligonucleétidos 5’ y 3’, 10 pl de SYBR Green Master Mix (Roche). Las parejas de
oligonucledtidos utilizadas para amplificar los mRNA del gen cdrA, fueron cdrA F / cdrA
R (Tabla 3). El gen ampR, que codifica el regulador transcripcional de los genes
implicados en la resistencia a ampicilina cuya expresion se ha demostrado constitutiva
en P. aeruginosa (Borlee y cols., 2010), fue utilizado como control interno en las
reacciones de PCR a tiempo real, empleando la pareja de oligonucledtidos ampR F /
ampR R (Tabla 3).

Las amplificaciones por PCR se llevaron a cabo de la siguiente forma: un ciclo inicial
de desnaturalizacion (95°C, 5 min), seguido de 55 ciclos de amplificacion
(desnaturalizacion, 95°C, 10 seg; hibridacién, 60°C, 10 seg; elongacién y medida de la
sefial, 72°C, 10 seg) y un ciclo final de desnaturalizacién. Para la cuantificacién relativa
de los valores de fluorescencia obtenidos, se realizd una curva de calibrado con las
mismas parejas de oligonucledtidos y con diluciones seriadas de DNA gendmico de P.
aeruginosa PAO1. El analisis relativo de los datos se realizé relativizando a la expresion

a la muestra en ausencia de inductor.

3.6. Mutagénesis dirigida del gen tolR: construccion de los plasmidos
plztolR"°% y plIztolRF?A,

La construccién del gen to/lR mutante en la His*® (to/lR"°?"), y del gen tolR mutante
en la Phe” (tolR”7?") (Fig. 6) se llevé a cabo en los dos casos mediante mutagénesis
dirigida en dos etapas sucesivas de PCR. En una primera etapa, se amplificé el gen en
cuatro fragmentos (A-D), utilizando DNA gendmico de Azoarcus sp. CIB como molde y
los oligonucleétidos que se indican a continuacidon, y cuya secuencia se detalla en la
Tabla 3 y en el Anexo |.

Para generar el gen mutante tolR™, el primer fragmento comprende desde la

secuencia que hibrida con el oligonucledtido gTolSR 5’, hasta la secuencia que contiene
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el codén localizado en la posicion 190 que se sustituye en el oligonucleétido TolRintVal

3’. Y para generar el mutante to/lR"**

, el primer fragmento comprende desde la
secuencia que hibrida con el oligonucledtido gTolSR 5’, hasta la secuencia que contiene
el coddn localizado en posicién 79 que se sustituye en el oligonucleétido TolRintF79A
3’. Los otros tres fragmentos son comunes para ambas construcciones. El segundo
fragmento comprende desde la secuencia que incluye la mutacién donde hibrida el

ngov, y TolRintF79A 5’ en el caso de

oligonucleétido TolRintVal 5’ en el caso de tolR
tolR"*, hasta el codén localizado en posicién 460 que hibrida con el oligonucledtido
TolR 1380 3’. El tercer fragmento comprende desde la secuencia donde hibrida el
oligonucleétido TolR 1380 5’ hasta la secuencia donde hibrida el oligonucledtido TolR
2420 3’. El dltimo fragmento comprende desde la secuencia donde hibrida el
oligonucleétido TolR 2420 5’ hasta el coddn stop del gen tolR, que hibrida con el
oligonucledtido gTolSR 3’. Todos los fragmentos se amplificaron usando unas
condiciones de PCR estandar y polimerasa Pfu.

En la segunda etapa de PCR (PCR solapante), se utilizaron como molde los cuatro
fragmentos obtenidos anteriormente, que solapan en la regién de la mutacién y en la
region de los oligonucledtidos empleados para amplificarlos, sin anadir
oligonucleétidos y usando una mezcla de polimerasas Taq y Pfu. Las condiciones de
PCR fueron 45 ciclos cada uno de los cuales consistia en una desnaturalizacién a 95°C 3
min, seguida de una polimerizaciéon a 72°C 6 min. Finalmente, se amplificaron los
fragmentos procedentes de la PCR solapante con los oligonucledtidos gTolSR 5’ vy
gTolSR 3’, los cuales hibridan al inicio y al final del gen tolR, regenerando asi, un gen
completo que incluye la sustitucién His por Val en el residuo numero 190 de la

H190V

proteina TolR en el caso de TolR , 0 la sustitucion Phe por Ala en el residuo numero

F79A

79 de la proteina TolR en el caso de TolR" ™", empleando unas condiciones de PCR

estandar y usando polimerasa Pfu, con una etapa de amplificacion a 72°C de 8 min. Los

productos de PCR obtenidos fueron purificados.

H190vV F79A

Los genes tolR y tolR""”" se clonaron en el vector plZ1016 (Tabla 2) empleando

las dianas de restriccion Hindlll/Xbal y Ndel/Hindlll, generando el plasmido pIZtoIRngOV

F79A

y plZtolR™™", respectivamente. La incorporacién de las mutaciones fue comprobada

mediante secuenciacion.
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Cromosomade
Azoarcus sp.CIB

bbsl tolR bssL

por PCR

(1)
Ensamblaje por PCR l

Hindlll/Ndel Xbal/HindlIll
tolRF79A /tolRH190V

3150 pb
F79

Figura 6. Representacion esquematica de la construccion de los genes tolR"" y tolR ™.
Las parejas de oligonucleétidos usadas para amplificar los 4 fragmentos A-D, quedan
representados de manera general del 1 al 8, y se detallan en el texto.

H190

3.7. Construccion de las fusiones génicas tolR-Hiss, tolR"°°Y-Hise, tolRs-His6 e
Int-toIRRR.

ngo-His.s, tolRsk-Hisg e Int-

La construccion de las fusiones génicas tolR-Hisg, tolR
tolRgg se llevd a cabo mediante amplificacion por PCR de los fragmentos de DNA que
codifican la proteina completa, la proteina completa con la sustitucién His'*°Vval, el
supradominio N-terminal de TolR (dominio sensor PAS y AK) y el supradominio C-
terminal de TolR (dominios REC, DGC y PDE), respectivamente, utilizando DNA
genomico de Azoarcus sp. CIB como molde. Para la amplificacién de tolR se empled la
pareja de oligonucledtidos pETTolIR 5'/pETTolR 3’ (Tabla 3). Para la amplificacion de
tolR™% se emplearon las parejas de oligonucledtidos pETTolR 5’/TolRintVal 3,
TolRintVal 5’/TolR 1380 3’, TolR 1380 5’/TolR 2420 3’ y TolR 2420 5’/pETTolR 3’ como
se detalla en el apartado 3.6 (Tabla 3). Para la amplificacion de tolRsx se empled la
pareja de oligonucledtidos pETTolR 5'/pETPASHK 3’ (Tabla 3). Finalmente, para la
amplificacidn de tolRgrr se empled la pareja de oligonucledtidos pTYBREC 5’/pTYBREC 3’

(Tabla 3). Los fragmentos amplificados de tolR, tolR™°Y

y tolRs¢ fueron clonados en el
pldasmido de hiperexpresién pET29a (Tabla 2) empleando las enzimas de restriccién
Ndel y Hindlll, con un tag que codifica 6 His en su extremo 3’, generdndose los

plasmidos pETToIR, pETTolR"®y pETTolRs (Tabla 2). El fragmento amplificado de
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tolRgr fue clonado en el plasmido de hiperexpresion pTYB12 (Tabla 2), como fusién con
una inteina en su extremo 5’, generandose el plasmido pTYBtolRgrr (Tabla 2). Las
construcciones resultantes clonadas en el vector pET29a fueron transferidas a la cepa
E. coli BL21 (DE3) (Tabla 1). La construccidon pTYBTolgr fue transferida a la cepa E. coli
ER2566 (Tabla 1).

3.8. Construccion de los plasmidos plZtolRgg y plZtolRskrgr.

La construccion del plasmido plZtolRgr se llevd a cabo mediante amplificacién por
PCR del fragmento de DNA que codifica el supradominio C-terminal de TolR (dominios
REC, DGC y PDE), utilizando DNA gendmico de Azoarcus sp. CIB como molde. Para la
amplificacidon de tolRzr se empled la pareja de oligonucledtidos plIZREC 5’/plZREC 3’
(Tabla 3) usando condiciones estandar de PCR. El fragmento amplificado de tolRgg fue
clonado en el plasmido plZ1016 usando las dianas Spel y Xbal, generandose el
pladsmido plZtolRgg (Tabla 2).

La construccion del plasmido plZtolRskrr Se llevd a cabo mediante amplificacidon
por PCR del fragmento de DNA que codifica el supradominio N-terminal de TolR
(dominio sensor PAS y AK), utilizando DNA gendmico de Azoarcus sp. CIB como molde.
Para la amplificacion de tolRzrz se empled la pareja de oligonucledtidos plZPASHK
5’'/plZPASHK 3’ (Tabla 3) usando condiciones estandar de PCR. El fragmento
amplificado de tolRsk fue clonado en el plasmido plZtolRgrr usando las dianas Hindlll y

Spel, generandose el plasmido plZtolRsy.grr (Tabla 2).

4. Procedimientos de transferencia genética.
4.1. Transformacion de células de E. coli y P. aeruginosa mediante choque
térmico o electroporacion.

Las células de E. coli se transformaron utilizando dos procedimientos distintos:
choque térmico y electroporacion. Las células de P. aeruginosa se transformaron
exclusivamente por electroporacién. La transformacién por choque térmico requiere la
preparacion previa de células competentes con RbCl (Sambrook y Rusell, 2001). La
transformacion por electroporacién (Wirth y cols., 1989) se llevé a cabo en un equipo
Gene Pulser/Pulse Controller (Bio-Rad), segin las recomendaciones del fabricante,
utilizando las siguientes condiciones: 2,5 kV, 25 uF, 200 Q.

45



Materiales y métodos

4.2. Transformacion de células de Azoarcus sp. CIB mediante electroporacion.

Empleando como preindculo un cultivo anaerdbico de Azoarcus sp. CIB en
benzoato, se prepara un cultivo aerébico (200 ml) en medio MC complementado con
glutarato 0,2 % (m/v) en un matraz Erlenmeyer de 500 ml. El cultivo se incuba 16 h en
agitacién a 30°C hasta que alcanza una absorbancia a 600 nm de en torno a 0,2, y las
células se recogen por centrifugacién (1500g, 25 min) a 4°C. A continuacién, las células
se resuspenden en 10 ml de glicerol 10 % y se lavan 2 veces centrifugandolas a 4°C
(1300g, 15 min). Finalmente, las células se resuspenden en 50 pl de glicerol 10% vy se
electroporan con 1 pg de DNA plasmidico en un electroporador Gene Pulser/Pulse
Controller (Bio-Rad) a 2,5 kV, 200 Q y 25 pFa. Las células se traspasan a medio MC
complementado con glutarato 10 mM y se incuban 1 h a 30°C en agitacidn. Finalmente
las bacterias transformantes se seleccionan en medio sdlido MC complementado con

glutarato 10 mM mas el antibidtico correspondiente.

5. Ensayos de choque de tolueno.

Las cepas Azoarcus sp. CIB, Azoarcus sp. CIBdtolR(plZtolR), Azoarcus sp.
CIBdtolR(plz2133), Azoarcus sp. CIBdtolR (plZtolR"®), Azoarcus sp. CIBdtolR (plZtolRsk.
rr) Y Azoarcus sp. CIBdtolR (plZtolRsk) (Tabla 1) se emplearon en el ensayo de choque
de tolueno.

Las cepas de Azoarcus sp. CIB se crecieron anaerdbicamente en medio liquido MC
con piruvato 0.2% como fuente de carbono y KNO3 10 mM como aceptor final de
electrones e IPTG 1 mM a los cultivos que expresan el gen tolR en el plasmido plZTolR
o sus derivados y se incubaron durante 16 h a 30°C. Una vez el cultivo alcanzé una Agsgo
de 0,3-0,4, se dividié en dos alicuotas y a una de ellas se le afiadié tolueno 20 mM. Se
incubaron durante 2 h mas en agitacion a 30°C y se tomaron muestras para la
deteminacién de la viabilidad celular. Diluciones seriadas de las muestras se
plaguearon en medio sélido MC conteniendo succinato 0,2% como fuente de carbono
y se incubaron durante 2 dias a 30°C procediéndose finalmente al recuento de las

células viables.
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6. Ensayos de quimiotaxis.
6.1. Ensayo de quimiotaxis a tiempos cortos (Agarose Plug Assay).

Para el ensayo de quimiotaxis a tiempos cortos se realizé el protocolo de Parales y
Harwood, 2002 con modificaciones. Los cultivos celulares de Azoarcus sp. CIB,
Azoarcus sp. CIBdtolR y Azoarcus sp. CIBdtolR (plZtolR) se realizaron anaerébicamente
en medio minimo MC con piruvato 0,2 % como fuente de carbono (e IPTG 5 mM como
inductor de la expresidon del gen tolR en la cepa portadora del plasmido plZTolR), hasta
alcanzar la fase exponencial. Se tomaron 150 pl del cultivo y, en condiciones aerdbicas
0 anaerdbicas, se depositaran en un portaobjetos que contiene una gota (10 ul) de
agarosa low melting (Ambion) al 2 % en solucion MA 1x y 1 mM del compuesto a
ensayar (atrayente) si no se especifica lo contrario, entre dos topes de una mezcla de
parafina-vaselina (9:1 v/v) y el correspondiente cubreobjetos (Fig. 7).

Para conservar la anaerobiosis, se sellaron los bordes con laca de ufias antes de
sacarlo fuera de la cdmara de anaerobiosis. La preparacion se observé al microscopio
de contraste de fases (Nikon Optiphot-2) y se tomaron fotografias con una camara

Leica DFC345 FX del borde de la gota a los 5, 10 y 20 minutos con el objetivo de 10

aumentos.

A

B Portaobjetos
Tolueno
1mM Tope parafina-vaselina
_—
Gota Células en
B Agarosa suspensién

4—— Cubreobjetos
) 4— Portaobjetos

Figura 7. Esquema de la preparacion microscdépica utilizada para el ensayo de
quimiotaxis(Agarose Plug Asay). A) En un portaobjetos se afiade una gota de agarosa low
melting al 2% en solucion MA 1X y con tolueno 1 mM. Las células se depositan en el espacio
localizado entre la gota de agarosa y los topes de parafina en el portaobjetos. Se sellan los
bordes con laca para conservar la anaerobiosis. B) Seccidn transversal de la preparacion.
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6.2. Ensayo de quimiotaxis en placa de cultivo.

Para ensayar quimiotaxis en medio sélido se utilizan células de las cepas Azoarcus
sp. CIB, Azoarcus sp. CIBdtolR y Azoarcus sp. CIBdtolR (plZTolR) cultivadas en piruvato
0,2 % hasta alcanzar la fase exponencial. Dichas células se inoculan con 3 pl en placas
anaerobias con agar al 0.3%. Se utilizé medio minimo MC suplementado con KNO3 10
mM, IPTG 5 mM, y, como fuente de carbono, una mezcla de piruvato 0,02 % mas los
distintos compuestos probados a 1 mM si no se especifica lo contrario. Se midio el
diametro del halo de crecimiento a lo largo de varios dias hasta un maximo de 17 dias
de incubacion en condiciones anaerdbicas, es decir haciendo e incubando las placas

fuera o dentro de la cdmara de anaerobiosis.

7. Ensayo de formacidn de biopeliculas en placas multipocillo.

Para el ensayo de formacion de biopeliculas, se cultivaron anaerébicamente las
células de E. coli TRMG recombinantes durante 16 h en medio CFA con los antibioticos
correspondientes. Se realizaron diluciones de estos cultivos hasta alcanzar una Aggo de
0,05 en un volumen de 200 ul de medio CFA con IPTG 1 mM en placas de poliestireno
estériles de 96 pocillos, incubandose 16 h a 30°C en la cdmara de anaerobios o
aerdbicamente. Posteriormente, se afiadieran a cada pocillo 50 ul de cristal violeta 1%,
incubandose durante 15 min a temperatura ambiente para después lavar con agua
destilada tres veces dejando secar al aire los pocillos. Para la cuantificacién de la
biopelicula, se solubilizaron las células pegadas a las paredes y la base del pocillo con
etanol, y se mididé su absorbancia a 595 nm (O’Toole y Kolter, 1998). Al valor de Asgsse

le restd la absorbancia basal Asq; debida al medio CFA sin células.

8. Técnicas de manipulacion de proteinas.
8.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE).

Las electroforesis analiticas de proteinas se realizaron en todos los casos en
condiciones desnaturalizantes en presencia de dodecilsulfato sédico (SDS). La técnica
utilizada fue la descrita por Laemmli (1970) utilizando geles de poliacrilamida (PAGE) a
diferentes concentraciones (7.5-12.5%). Las muestras se hirvieron a 100 °C durante 10
min en presencia del tampdén de ruptura (Tris-HCl 62,5 mM pH 6,8, SDS 2 %, B-
mercaptoetanol 5 %, glicerol 10 % y azul de bromofenol 0,005%). Las electroforesis se
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realizaron a temperatura ambiente y a 150 V (corriente constante), utilizando un
electrolito que contenia Tris-HCI 25 mM pH 8,8, glicina 192 mM y SDS 0,1 %. Las
proteinas de los geles se tifieron con azul brillante de Coomassie R-250 (Swank vy
Munkres, 1971). Las proteinas empleadas como marcadores de masa molecular
(miosina, 200 KDa; -galactosidasa E. coli, 116.3 KDa; fosforilasa B, 97.4 KDa; BSA, 66.2
KDa; ovoalbumina, 45 KDa; anhidrasa carbdnica, 31 KDa; inhibidor de tripsina, 21.5

KDa; lisozima, 14.4 KDa y aprotinina, 6.5 KDa) se adquirieron en Bio-Rad.

8.2. Sobreproduccidn y purificacion de proteinas.
8.2.1. Sobreproduccién y purificacién de TolR y TolR"°%.
Las cepas E. coli BL21 (DE3) (pETtolR) y E. coli BL21 (DE3) (pETtolR"%) se

H190V | ;.
-Hiseg,

emplearon para la sobreproduccion de las proteinas TolR-Hisg y TolR
respectivamente. Todos los cultivos se realizaron en medio LB con Km (50 pg/ml)
incubados en agitacion a 37°C. A partir de un preindculo de células, se inocularon 10
ml de medio. Una vez el cultivo alcanzd una Agp de 1, se utilizé para inocular 1 | de
medio a una Agg inicial de 0,05 y se incubd en agitacion a 37°C. Una vez el cultivo
alcanzod una Agge de 0,4, la temperatura de incubacién se redujo a 30°C y cuando el
cultivo alcanzd Agp de 0,6, se adiciond el inductor IPTG 0,1 mM vy se continud la
incubaciéon durante 16 h en agitaciéon a 20°C. Las células se recogieron por
centrifugacién. En los casos en los que no se realizé directamente la purificacidn, las
células se conservaron a -20°C.

Para la purificacién se empled el siguiente tampdn de trabajo: Tris-HClI 20 mM, NaCl
500 mM, EDTA 0,1 mM, B-mercaptoetanol 5 mM, glicerol 5 %, imidazol (diferentes
concentraciones), pH 8.

Las células se resuspendieron en 25 ml de tampodn de trabajo al que se afiadié una
mezcla de inhibidores de proteasas ((Protease Inhibitor Cocktail Tablets Complete Mini
EDTA-free, Roche), segun las especificaciones del fabricante, e imidazol 10 mM, y se
procedio a la rotura de las mismas mediante tres pases sucesivos a través de la prensa
de French (Aminco Corp.) a una presién de 20000 psi. El extracto obtenido se

centrifugé a 4°C y 15000 rpm durante 1 h recuperandose el sobrenadante como la
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fraccion de extracto celular. El sobrenadante fue filtrado a través de un filtro de
tamafo de poro 0,2 um.

La purificacidén de las proteinas TolR-Hisg vy TolRM

-Hisg se realizé empleando una
columna de afinidad que contenia niquel (Ni-NTA, QIAGEN). Una vez equilibrada la
columna con el tampdn de resuspension, se hizo pasar el extracto celular a través de la
misma y se lavé con 15 volimenes del mismo tampdn. Finalmente, las proteinas
fueron eluidas con el tampdn de trabajo, conteniendo imidazol a una concentracién de
100 mM. Se recogieron fracciones de 1 ml, y la concentracidon de proteina se estimé
mediante espectrofotometria a 280 nm, teniendo en cuenta el coeficiente de extincidon
molar tedrico de las proteinas (84840 M ecm™). Las alicuotas gue presentaban una
mayor absorbancia a 280 nm se analizaron mediante SDS-PAGE. Las fracciones que
contenian proteinas del tamafio esperado se dializaron a 4°C en el tampdn de analisis
(Tris-HCI 50 mM, pH 7,5, KCl 200 mM, MgCl, 2 mM, EDTA 0,1 mM, glicerol 10 % y DTT

2 mM). Posteriormente, las proteinas fueron repartidas en alicuotas y almacenadas a —

20°C durante al menos 3 meses sin observar pérdida de su actividad.

8.2.2. Sobreproduccidn y purificacion de TolRs.

La cepa E. coli BL21 (DE3) (pETtolRsk) fue empleada para la sobreexpresion de la
proteina TolRsk-Hisg. En el proceso, se siguid el mismo procedimiento descrito en el
apartado 8.2.1 de esta seccion, salvo que la induccion se realizé empleando IPTG a una
concentracion de 0,5 mM vy el cultivo se incubd 5 h en agitacion a 30°C.

Para la purificaciéon y posterior almacenaje de la proteina se siguid el mismo

procedimiento descrito en el apartado 8.2.1 de esta seccion.

8.2.3. Sobreproduccidon y purificacion de TolRgg.

La cepa E. coli ER2566 (pTYBtolRgrr) fue empleada para la sobreexpresién de la
proteina TolRgrg. Todos los cultivos se realizaron en medio TB con Ap (100 pg/ml)
incubados en agitaciéon a 30°C. A partir de un preindculo de células, se inocularon 10
ml de medio. Una vez el cultivo alcanzd una Agyp de 1, se utilizé para inocular 1 | de
medio a una Agg inicial de 0,05 y se incubd en agitacion a 30°C. Una vez el cultivo
alcanzé una Agpp de 0,5, la temperatura de incubacion se redujo a 18°C durante 30 min.
Cuando el cultivo alcanzd Agp de 0,6, se adiciond el inductor IPTG 0,3 mM y se
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continud la incubacion durante 16 h en agitacién a 18°C. Las células se recogieron por
centrifugacién. En los casos en los que no se realizé directamente la purificacidn, las
células se conservaron a -20°C.

Para la purificacién se empled el siguiente tampdn de trabajo: Tris-HCl 20 mM, KCl
250 mM, EDTA 0,1 mM, pH 8.

Las células se resuspendieron en 20 ml de tampdn y se sometieron al mismo
tratamiento descrito en el apartado 8.2.1 de esta seccidon hasta obtener el
sobrenadante, considerado la fraccion de extracto celular filtrado. A continuacion,
para la purificacién de TolRgr se hizo pasar el extracto celular a través de una columna
de cromatografia de afinidad (Chitin binding tag, IMPACT SYSTEM, New England
Biolabs) y se lavé con 10 voliumenes de tampodn de resuspension. Posteriormente, se
afadieron 15 ml del mismo tampdn conteniendo DTT a una concentracién de 50 mM y
se incubd durante 16 h a 20°C. Finalmente, las proteinas fueron eluidas recogiéndose
alicuotas de 1 ml. La concentracidon de proteina se estimé mediante el método de
Bradford (1976) usando seroalbumina bovina como estandar. Se analizaron mediante
geles de SDS-PAGE, y las fracciones que contenian proteinas del tamafio esperado en
SDS-PAGE vy se dializaron a 4°C en el tampodn de andlisis (Tris-HCl 50 mM, pH 7,5, KCI
200 mM, MgCl, 2 mM, EDTA 0,1 mM, glicerol 10 % y DTT 2 mM). Posteriormente, las
proteinas fueron repartidas en alicuotas y almacenadas a -20°C durante al menos 3

meses sin observar pérdida de su actividad.

9. Ensayos de actividad enzimatica.
9.1. Ensayos de actividad B-galactosidasa.

Para los ensayos de actividad P-galactosidasa se emplearon células de P.
aeruginosa PAO1lpel portadoras de la fusion transcripcional PpelA::lacZ (Tabla 1) y
conteniendo distintos plasmidos recombinantes. Las células se cultivaron a 30°C en
medio LB con IPTG 1 mM, y cuando se indica, el hidrocarburo aromatico
correspondiente hasta alcanzar la densidad éptica deseada en cada caso (mitad de la
fase exponencial de crecimiento). La actividad p-galactosidasa se analizd
permeabilizando las células, y las unidades de actividad enzimatica (Unidades Miller)

se determinaron segun el método descrito por Miller (1972).
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9.2. Ensayos de actividad autoquinasa.

H190Vy TolRs, se

Los ensayos de actividad autoquinasa de las proteinas TolR, TolR
llevaron a cabo siguiendo el protocolo descrito por Lacal et al., 2006, con algunas
modificaciones en el tampdn de andlisis (Tris-HClI 50 mM, pH 7,5, KCI 200 mM, MgCl, 2
mM, EDTA 0,1 mM, glicerol 10 % (v/v) y DTT 10 mM). El ensayo de autofosforilacion se
realizd a 24°C en un volumen final de 100 pl de reaccién en presencia de 1 uM de las
proteinas purificadas y tras la adicién de 10 pCi [y-32P] ATP (3000 Ci/mmol, Perkin-
Elmer Life Sciences) y 50 uM de ATP frio. En los casos en los que se especifica la adicidn
de hidrocarburos aromaticos, éstos se afiadieron a la concentracion indicada (100 ¢
500 puM) al inicio de la reaccion de autofosforilacién. Se tomaron muestras (20 pl) a
diferentes tiempos de incubacién y se paro la reaccion mediante la adicion de tampdn
TR. Las muestras fueron refrigeradas a 4°C y finalmente analizadas en SDS-PAGE al 7,5,
10 6 12,5 %. Los geles se lavaron con H,0 destilada y se secaron sobre papel Whatman
3MM. Las proteinas fosforiladas se detectaron tras la exposicion de los geles a una

pantalla Imagine Plate BAS-MS 2340 (FUJIFILM), y fueron analizadas y cuantificadas
con el Phosphorimager FUJIFILM FLA-3000 y el programa MultiGauge V3.0.

9.3. Ensayos de transferencia intramolecular del fosfato en TolR.

Los ensayos de transferencia de fosfato en la proteina TolR se llevaron a cabo en
las condiciones descritas en el apartado 9.2. modificando los volimenes. Se tomaron
muestras (60 pl) a diferentes tiempos de incubacion (0, 5, 15 y 45 min) y se parod la
reaccion mediante la adiciéon de tampdn TR. Las muestras se cargaron en tres geles
idénticos SDS-PAGE del 7,5 %. Tras separar las proteinas, los geles se lavaron durante
30 min en una solucién de isopropanol al 40 % antes de sumergirlos durante 30 min a
55°C en una de las siguientes soluciones: HCl 0,1 M, NaOH 0,2 M o Tampén HEPES 0,1
M pH 7,0. Los geles se lavaron nuevamente durante 30 min en una solucién de
isopropanol al 40 % y se secaron sobre papel Whatman 3MM. Los productos de la
reaccion se detectaron, analizaron y cuantificaron como se describe en el apartado 9.2

de esta seccion.

52



Materiales y métodos

9.4. Ensayos de transferencia intermolecular del fosfato o transfosforilacion in
vitro.

La proteina purificada TolRsk y la proteina purificada TolRggr, se mezclaron en la
misma concentracién molar (2,5 pM) y se realizé el ensayo como se describe en el
apartado 9.2 de esta seccidn, en presencia de tolueno 100 uM. Se tomaron muestras a
diferentes tiempos de ensayo (0, 5, 15 30 y 45 min) y se detectaron, analizaron y

cuantificaron de la misma manera que se describe en el apartado 8.2.

9.5. Ensayos de consumo de ATP.

Los ensayos fueron llevados a cabo siguiendo el protocolo descrito en el apartados
9.2 de esta secciéon con modificaciones. El ensayo fue llevado a cabo a 24°C en
presencia de 1 pM de las proteinas purificadas (TolR o la mezcla TolRsx/TolRgr) Y
tolueno 100 uM en un volumen final de 100 pl de reaccion tras la adicidon de 10 pCi [y-
32P] ATP (3000 Ci/mmol, Perkin-Elmer Life Sciences) y en ausencia de ATP frio. Se
tomaron muestras (10 pl) a diferentes tiempos de incubacién y se paré la reaccidn
mediante la adicion de 2 ul de EDTA 0,5 M. Las muestras fueron analizadas por
cromatografia en capa fina (TLC) sobre placas de Polietilenimina-celulosa (TLC PEI-
cellulose F, Merck-Millipore Corp.), cargando 2 pl de cada muestra y revelando con
tampdn de analisis (KH,PO4 0,75 M, pH 3,75). Las placas se dejaron secar al aire y los
productos de la reaccion (Pi y ADP) se detectaron, analizaron y cuantificaron como se

describe en el apartado 9.2 de esta seccién.

9.6. Ensayo enzimatico de actividad fosfodiesterasa (PDE).
Para la obtencion de extractos crudos de E. coli DH10B conteniendo los plasmidos
plZ1016, plZTolR o plZ2133, se cultivaron las células anaerébicamente en medio LB con
IPTG 1 mM vy nitrato 10 mM como aceptor final de electrones, hasta alcanzar la mitad
de la fase exponencial de crecimiento. Los cultivos se concentraron 50 veces, tras
centrifugar y resuspender en el tampdn PBS pH 7,3 al que se afiadié PMSF 0,2 M como
inhibidor de proteasas. Las células se lisaron por sonicacién (3 pulsos de 10 segundos
en un sonicador Branson) y los restos celulares se eliminaron por centrifugacion. Los
sobrenadantes fueron utilizados como extractos crudos en los ensayos de actividad

fosfodiesterasa de di-GMPc. La concentracién de proteina total en los extractos se
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determind por el método de Bradford (Bradford, 1976), utilizando BSA como patrdn.
La mezcla estdandar de ensayo (200 ul) se realizé en tampon Tris-HCI 60 mM pH 7,5,
conteniendo MgCl, 20 mM, como sustrato bis-p-nitrofenilfosfato (bis-pNPP) 5 mM y un
volumen variable de extracto crudo celular. La actividad se determiné mediante la
monitorizacion de la absorbancia a 405 nm con un espectrofotdmetro Multiskan
Ascent (Thermo Scientific) para detectar el producto de la reaccién, p-nitrofenilfosfato
(pNPP, amarillo), que se genera debido a la ruptura del compuesto andlogo de di-
GMPc bis-pNPP (incoloro) usado como sustrato, incubando a 30°C (Bobrov y cols.,

2005).

10. Analisis transcriptémicos.
10.1. Construccion de librerias de cDNA para andlisis transcriptémicos.

Para la construccidn de las librerias de DNA se cultivaron las cepas Azoarcus sp. CIB
y Azoarcus sp. CIBdtolR anaerdbicamente en medio liquido MC usando piruvato 0,2%
como fuente de carbono y KNO3 10 mM como aceptor final de electrones, hasta que
alcanzaron la fase exponencial media (Aspo ~ 0.35). En ese momento se dividié el
cultivo y a una de las dos muestras se le anadié tolueno 20 mM. Al cabo de 2 h de
agitacion a 30°C se recogieron los cultivos, se centrifugaron y se almacenaron las
células a -80°C. Se procesan dos réplicas bioldgicas de cada condicidon. Se realizd la
extraccion y purificacion del RNA como se detalla en el apartado 3.4 de esta seccién. A
continuacion se procedié a la construccidn de las librerias de DNA mediante el Encore
Complete Prokaryotic RNA-Seq DR Multiplex System 1-8 kit (NuGen) cuyo protocolo se
resume en la figura 8.

En primer lugar se sintetiza la primera hebra de DNA usando como cebadores
hexameros al azar en los que se han eliminado aquellos hexdmeros que se unen
preferentemente a secuencias de RNA ribosomal (rRNA). A continuacion se sintetiza la
segunda hebra usando un andlogo de nucledtido. Posteriormente se fragmenta el
cDNA usando el sistema Covaris (Covaris E-series, E210) para generar fragmentos de
DNA con tamafio medio de 150 pb cuyos extremos se reparan para unir los
adaptadores, que contienen el cddigo de barras para diferenciar las muestras cuando

se secuencien.
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Figura 8. Esquema resumen del protocolo seguido para la generacion de librerias de

A continuacidn se produce una reaccion de seleccion de hebra por reconocimiento y
degradacidn de la hebra con el analogo del nucledtido, y finalmente se procede a la
amplificacién final de la libreria. De esta forma se genera una libreria de cDNA
compuesta mayoritariamente por mRNA y que es hebra-especifica, donde las lecturas
resultantes alineardn en la hebra de la que se origind el RNA permitiendo la deteccion
de la expresion tanto sentido como antisentido. Esta libreria se secuencié mediante el
sistema lllumina. Al procesarse dos réplicas bioldgicas de cada condicion, en total se

llevan en paralelo en una misma carrera y en una Unica calle las 8 muestras.
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10.2. Analisis bioinformdtico de las secuencias: mapeo de lecturas y
cuantificacion de los transcritos.

El andlisis de la calidad de las secuencias se realizd con el programa FastQC version
0.11.2 de Babraham Institute (http://bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/).
Los programas empleados a continuacién usaron los lenguajes de programacion Perl y
R. En primer lugar, las lecturas generadas se alinearon frente a la ultima version del
genoma de referencia de Azoarcus sp. CIB del que disponemos en el laboratorio
utilizando el software de alineamiento de secuencias cortas Bowtie version 0.12.8

(http://bowtie-bio.sourceforge.net/index.shtml), utilizando sdlo las secuencias sin

errores y que asigna al azar las lecturas que alinean en varios puntos del genoma. Asi,
se pueden visualizar las lecturas ya alineadas en un navegador de genomas tipo IGV
(Integrative Genome Viewer; Robinson y cols., 2011).

La cuantificacién y normalizacién de las lecturas se realizdé con el programa EDGE-
pro (Estimated Degree of Gene Expression in Prokaryotic Genomes)(Magoc y cols.,
2013) disefiado para transcriptomica de bacterias, que utiliza la anotacién
proporcionada para cuantificar las CDSs (CoDing Sequence) y eliminar los rRNAs vy
tRNAs en el calculo de los niveles de RPKM (Reads Per Kb of transcript per Million

mapped reads).

10.3.  Cuantificacion de la expresion diferencial.

Para llevar a cabo el estudio de expresidon diferencial entre grupos de muestras, se
utilizaron diferentes programas estadisticos disefiados en R. El cdlculo de la
significacidon estadistica de un determinado test se realizd con el programa Bio-SAGE
(http://search.cpan.org/~scottzed/Bio-SAGE-Comparison-
1.00/lib/Bio/SAGE//Comparison.pm) empleando el método descrito por Audic y
Claverie (Audic y Claverie, 1997). Asi, se consideré como un gen diferencialmente
expresado aquel que presentd un valor de Fold Change inferior a 0,5 o superiora 2y
con un p-value ajustado mediante un valor de FDR (False Discovery Rate) de < 0,05,
calculo que se realizdé empleando el método descrito por Benjamini y Yekutieli
(Banjamini y Yekutieli, 2001) en la versién implementada en el programa R versién

3.1.0 (http://www.R-project.org/).

56



Materiales y métodos

11. Recursos informaticos.

11.1. Anilisis bioinformaticos.

El andlisis de las secuencias nucleotidicas se realizd con los siguientes programas y
servidores: Chromas 2.01 (Technelysium Pty Ltd.), andlisis cromatogramas procedentes
de reacciones rutinarias de secuenciacién; Bioedit Sequence Alignment Editor v7.0.3
(Hall, 1999), analisis de cromatogramas procedentes de reacciones rutinarias de
secuenciacion; Biosupport (http://bioinfo.hku.hk/), obtencion de secuencias reversas y
complementarias de DNA, traduccién de secuencias de DNA a proteina; Expasy
(http://www.expasy.ch/tools/dna.html), traduccion de secuencias de DNA en los seis
marcos de lectura simultaneamente. Las secuencias de nucleétidos y las secuencias
deducidas de aminodcidos se compararon con las existentes en las bases de datos
mediante el uso de los algoritmos BlastN y BlastP, respectivamente (Altschul et al.,
1990). El servidor seleccionado para ejecutar estos algoritmos fue el del National
Center for Biotechnology Information (NCBI;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/BLAST.cgi). La comparacién de secuencias
proteicas y los alineamientos multiples de secuencias se realizé con el programa
ClustalWwW  (Thompson y cols.,, 1994) mediante el servidor EMBL-EBI

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html). La prediccion de localizacion

subcelular de la proteina TolR se ha realizado con la aplicacion PSLPred

(http://www.imtech.res.in/raghava/pslpred/) y PSORTb

(http://www.psort.org/psortb/).

Como genoma de referencia de Azoarcus sp. CIB se empled la secuencia
ensamblada y anotada en el laboratorio. Para el andlisis de genes se utilizé la base de
datos KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) (Kanehisa y Goto, 2000). Para
la identificacidn de la funcion de los genes diferencialmente expresados, se empleé el
servidor KAAS (KEGG Automatic Annotation Server) que consulta las KEGG Pathways.

Los oligonucledtidos se disefiaron empleando el programa Gene Runner 3.05
(Hastings Software Inc.).

Las propiedades tedricas de los productos proteicos se determinaron con la
aplicacién ProtParam tool (ExPASy Proteomics Server, Swiss Institute of Bioinformatics)

a través del servidor http://expasy.org/tools/protparam.html.
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El modelo de la estructura tridimensional del dominio sensor PAS de TolR se realizd
con el programa |-TASSER Suite version 4.1 (Zhang, 2008). Para el docking automatico
de las moléculas efectoras en el bolsillo de reconocimiento del inductor se empled el
programa Autodock version 4.2 con ayuda de Autodock Tools (Morris y cols., 2009).

El andlisis de la longitud de las células bacterianas en las fotos tomadas al
microscopio Optico se realizd con el software Imagel (http://imagej.nih.gov/ij/;

Schneider y cols., 2012).

11.2.  Analisis estadisticos.

Todos los datos se analizaron con el programa SigmaPlot (versidon 12.0). Todos los
resultados fueron sometidos a un analisis de varianza de una via (One-way ANOVA)
para determinar las diferencias significativas entre medias de los ensayos. El test
Student—Newman—Keuls (SNK) se empled para asegurar las diferencias significativas
entre las distintas condiciones. Las diferencias estadisticas se representan como

P<0,001 (***), P<0,01 (**) y P<0,05 (*).
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Resultados

1. El gen tolR esta implicado en la adaptacion anaerdbica de Azoarcus sp. CIB a

los hidrocarburos aromaticos.

Como se ha indicado en la Introduccién, de todos los genes presentes en el cluster
bss-bbs para la degradacion anaerdbica de tolueno/m-xileno en Azoarcus sp. CIB (Fig.
5), el Unico que no se ha identificado en ninguno de los clusters equivalentes descritos
hasta la fecha en otros microorganismos anaerébicos degradadores de hidrocarburos
aromaticos es el gen tolR (Blazquez, 2009). Al abordar su posible papel en la
degradacidn anaerdbica de tolueno, se demostré que la cepa mutante Azoarcus sp.
CIBdtolR portadora de un gen tolR inactivado por insercién era capaz de crecer con
tolueno o m-xileno como Unicas fuentes de carbono, y por ello, el gen to/lR no parecia
ser imprescindible para el crecimiento anaerdbico en estos hidrocarburos aromaticos.
Por otro lado, el gen tolR tampoco parece estar implicado en la regulacién
transcripcional especifica del cluster bss-bbs ya que ésta depende del sistema
regulador de dos componentes TdiS-TdiR, que controla la expresién de los operones
bss y bbs activando los promotores PbssD y PbbsA respectivamente (Blazquez, 2009)
(Fig. 5).

Dado que la proteina TolR posee dominios presuntamente implicados en el
metabolismo del di-GMPc (Fig. 5), y que este segundo mensajero bacteriano esta
involucrado en el control de diferentes procesos fisioldgicos tales como movilidad,
formacion de biopeliculas, virulencia, diferenciacién, etc. (Romling y cols., 2013), se
decidid iniciar los estudios para demostrar el papel del gen tolR en el control de alguno
de estos procesos en Azoarcus sp. CIB, y su posible implicacién en la adaptacién de la

bacteria a la presencia de hidrocarburos aromaticos.

1.1. El gen tolR esta implicado en la quimiotaxis de Azoarcus sp. CIB a tolueno en

anaerobiosis.

Estudios preliminares sugerian que Azoarcus sp. CIB es una bacteria movil que
posee quimiotaxis positiva a tolueno, la cual se reduce en Azoarcus sp. CIBdtolR, una
cepa mutante que posee una interrupcion insercional del gen tolR (Tabla 1) (Blazquez,
2009). Para estudiar con mas detalle el papel del gen tolR en la respuesta
guimiotdctica de Azoarcus sp. CIB, se analizd en primer lugar la respuesta de la cepa

parental a la presencia de tolueno.
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Cuando se realizaron ensayos de quimiotaxis a tiempos cortos utilizando la técnica
de la gota de agarosa (Agarose Plug Assay), se observé que las células de Azoarcus sp.
CIB cultivadas anaerébicamente en piruvato se aproximaban rapidamente a la gota de
agarosa que contiene tolueno generando un halo refringente alrededor de dicha gota
visible al microscopio de contraste de fases (Fig. 9A). Sin embargo, las células
procedentes de un cultivo usando tolueno como fuente de carbono no generaron el
halo refringente alrededor de la gota de agarosa conteniendo tolueno (Fig. 9B), lo que
sugiere que la respuesta quimiotactica es una respuesta de adaptacién temporal a la
aparicién del compuesto aromatico en el medio y requiere la generaciéon de un

gradiente de concentracién de tolueno en el medio.

5 min 10 min 20 min

Figura 9. Quimiotaxis a tolueno de la cepa Azoarcus sp. CIB cultivada en piruvato o
tolueno. Las células se cultivaron anaerdbicamente en medio MC con piruvato 0,2 % (A) o
tolueno 1 mM (B) como fuente de carbono, y se sometieron al ensayo de Agarose Plug Assay
con tolueno 1 mM como atrayente en la gota de agarosa segun se detalla en el apartado 6.1 de
Materiales y Métodos. Las fotografias se tomaron al microscopio de contraste de fases (x100
aumentos) al borde de la gota de agarosa a los 5, 10 y 20 min de ensayo. Se muestran los
resultados de un experimento; resultados similares se obtuvieron en tres experimentos
independientes.

Para determinar si la quimiotaxis era dependiente de la concentracién de tolueno
en la gota, se repitié el ensayo de quimiotaxis usando tolueno como atrayente a tres
concentraciones, 1, 10 y 100 mM. Como se muestra en la figura 10, cuando la gota de
agarosa contiene 1 mM de tolueno, las células rdpidamente, tras 5 min, forman el halo

refringente, mientras que cuando la concentracidon de tolueno utilizada es 10 veces
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mayor, se necesita el doble de tiempo para empezar a ver el halo alrededor de la gota.
Finalmente, cuando la gota de agarosa contiene una concentracion de 100 mM de
tolueno, se observa la formacién del halo refringente, pero éste nunca llega al borde
de la gota, probablemente debido a que se genera una zona en la que la alta

concentracion de tolueno es téxica para las bacterias.

5 min 10 min

Tol1 mM

Tol 10 mM

Tol 100 MM

Figura 10. Quimiotaxis de Azoarcus sp. CIB a distintas concentraciones de tolueno. Las
células se cultivaron anaerdbicamente en medio MC con piruvato 0,2 % como fuente de
carbono y se sometieron al ensayo de Agarose Plug Assay con distintas concentraciones de
tolueno (Tol) como atrayente en la gota de agarosa segun se detalla en el apartado 6.1 de
Materiales y Métodos. Las fotografias se tomaron al microscopio de contraste de fases (x100
aumentos) al borde de la gota de agarosa a los 5, 10 y 20 min de ensayo. Se muestran los
resultados de un experimento; resultados similares se obtuvieron en tres experimentos
independientes.

Para investigar si la quimiotaxis de Azoarcus sp. CIB a tolueno observada en
anaerobiosis también tenia lugar en condiciones aerdbicas, se realizd un experimento
en presencia de oxigeno. Como se muestra en la figura 11, no se observé la formacién

del halo refringente alrededor de la gota de agarosa con tolueno en presencia de
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oxigeno. Estos resultados indican que la respuesta quimiotdctica de Azoarcus sp. CIB a

tolueno a tiempos cortos sélo ocurre en anaerobiosis.

5 min 10 min 20 min

Figura 11. Respuesta quimiotactica de Azoarcus sp. CIB a tolueno en presencia de
oxigeno. Las células se cultivaron anaerébicamente en medio MC con piruvato 0,2 % como
fuente de carbono y se sometieron al ensayo de Agarose Plug Assay con tolueno 1 mM como
atrayente en la gota de agarosa segun se detalla en el apartado 6.1 de Materiales y Métodos.
Las fotografias se tomaron al microscopio de contraste de fases (x100 aumentos) al borde de la
gota de agarosa a los 5, 10 y 20 min de ensayo. Se muestran los resultados de un experimento;
resultados similares se obtuvieron en tres experimentos independientes.

Para confirmar el papel del gen tolR en la respuesta quimiotactica de Azoarcus sp.
CIB, se realizaron ensayos de quimiotaxis en condiciones anaerdbicas frente a tolueno
a distintos tiempos con la cepa parental Azoarcus sp. CIB, la cepa mutante tolR
Azoarcus sp. CIBdtolR y la cepa mutante complementada con el plasmido plZTolR que
expresa el gen tolR parental bajo el control del sistema regulador lacl?/Ptac, Azoarcus

sp. CIBdtolR (plZTolR) (Tabla 1).

Cuando se realizaron ensayos de quimiotaxis a tiempos cortos, y a diferencia de la
cepa parental, la cepa mutante Azoarcus sp. CIBdto/R no mostré la formacién de
ninglin halo refringente alrededor de la gota de agarosa con tolueno ni siquiera
después de 20 min de contacto con el hidrocarburo (Fig. 12). Por el contrario, la cepa
mutante complementada Azoarcus sp. CIBdtolR(plZTolR), revirtié el efecto de la
mutacion generando un halo refringente alrededor de la gota de agarosa que contiene

tolueno incluso mas rapidamente que la cepa parental CIB (Fig. 12).
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5 min 10 min 20 min

Azoarcus sp.
CiB

Azoarcus sp.
CIBdtolR

Azoarcus sp.
CiBdtolR
(plZTolR)

Figura 12. Quimiotaxis en medio liquido de las cepas Azoarcus sp. CIB, Azoarcus sp.
CIBdtolR y Azoarcus sp. CIBdtolR(plZTolR). Las células se cultivaron anaerdbicamente en
medio MC con piruvato 0,2 % como fuente de carbono y se sometieron al ensayo de Agarose
Plug Assay con tolueno 1 mM como atrayente en la gota de agarosa segun se indica en el
apartado 6.1 de Materiales y Métodos. Las fotografias se tomaron al microscopio de contraste
de fases (x100 aumentos) al borde de la gota de agarosa a los 5, 10 y 20 min de ensayo. Se
muestran los resultados de un experimento; resultados similares se obtuvieron en tres
experimentos independientes.

En ensayos de quimiotaxis a tiempos largos en placas de agar al 0,3 % con tolueno,
se observaron halos de crecimiento significativamente mayores para la cepa parental
Azoarcus sp. CIB que para la cepa mutante Azoarcus sp. CIBdtolR (Fig. 13), resultados
que concuerdan con los obtenidos en el ensayo de la gota de agarosa. De nuevo, se
confirmé que el defecto en quimiotaxis al tolueno del mutante Azoarcus sp. CIBdtolR
podia ser revertido al introducir el gen to/lR nativo como lo demuestra el
comportamiento de la cepa mutante complementada Azoarcus sp. CIBdtolR(plZTolR)
(Fig. 13).

En conjunto, estos resultados demuestran que la inactivacién del gen tolR afecta a

la respuesta quimiotdactica de Azoarcus sp. CIB al tolueno en anaerobiosis.
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Figura 13. Quimiotaxis en placa de las cepas Azoarcus sp. CIB, Azoarcus sp. CIBdtolR y
Azoarcus sp. CIBdtolR(plZTolR). A) Imdagenes de las placas de crecimiento anaerdbico tras 17
dias de incubacién en medio sélido MC con agar 0,3 % conteniendo piruvato 0,02 % y tolueno
1 mM como fuente de carbono, nitrato 10 mM e IPTG 5 mM, como se indica en el apartado 6.2
de Materiales y Métodos. B) Representacién de las medidas de los didmetros de los halos de
crecimiento tras 17 dias de incubacién anaerdbica. Las barras muestran la desviacién estandar
de los resultados de tres experimentos independientes.

1.2. El gen tolR no afecta a la movilidad general de Azoarcus sp. CIB en
anaerobiosis.

La reducida quimiotaxis de la cepa mutante Azoarcus sp. CIBdtolR frente al tolueno
planteaba la duda de si el efecto observado podria deberse a que la mutacién en el gen
tolR pudiera afectar a la movilidad general de la cepa CIB en anaerobiosis. Para
descartar esta hipotesis, se comprobd la respuesta quimiotdctica de las cepas Azoarcus
sp. CIB y Azoarcus sp. CIBdtolR frente a otros compuestos tanto no aromaticos, e.g.
piruvato (Fig. 14A), como aromaticos, e.g., benzoato (Fig. 14B). Como se deduce de los
resultados obtenidos, de las dos cepas mostraron quimiotaxis positiva a las dos fuentes
de carbono, siendo mds acusada la de la cepa mutante en tolR.

Con los resultados mostrados, parece claro que el mutante Azoarcus sp. CIBdtolR no
tiene alterada la maquinaria general de movilidad sugiriendo que el gen tolR controla

especificamente la respuesta quimiotactica de Azoarcus sp. CIB frente a hidrocarburos
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aromaticos tales como el tolueno.

A 10 min 20 min

B 5 min 10 min 20 min

Figura 14. Respuesta quimiotactica de las cepas Azoarcus sp. CIBy Azoarcus sp. CIBdtolR
a acidos organicos. Las células se cultivaron anaerébicamente en medio MC con piruvato 0,2 %
como fuente de carbono y se sometieron al ensayo de Agarose Plug Assay con piruvato 0,2 %
(panel A) o benzoato 3 mM (panel B) como atrayentes segln se indica en el apartado 6.1 de
Materiales y Métodos. Las fotografias se tomaron al microscopio de contraste de fases (x100
aumentos) al borde de la gota de agarosa a los 5, 10 y 20 min de ensayo. Se muestran los
resultados de un experimento; resultados similares se obtuvieron en tres experimentos
independientes.

Azoarcus sp.
CiB

Azoarcus sp.
CIBdtolR

Azoarcus sp.
CiB

Azoarcus sp.
CiBdtolR

1.3. El gen tolR controla la quimiotaxis anaerdbica de Azoarcus sp. CIB a los
hidrocarburos aromaticos.

Para determinar si el tolueno es el Unico hidrocarburo aromatico hacia el que la

cepa mutante Azoarcus sp. CIBdtolR tiene afectada la quimiotaxis, se probaron otros

hidrocarburos aromaticos como posibles atrayentes. Se seleccioné un hidrocarburo,
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m-xileno, que es fuente de carbono, y otro hidrocarburo, etilbenceno, que no es

sustrato de crecimiento anaerdbico para la cepa CIB.

A 5 min 10 min 20 min

Azoarcus sp.
CiB

Azoarcus sp.
CIBdtolR

B 5 min 10 min 20 min

Azoarcus sp.
CiB

Azoarcus sp.
CIBdtolR

Figura 15. Respuesta quimiotactica de las cepas Azoarcus sp. CIBy Azoarcus sp. CIBdtolR
a distintos hidrocarburos aromaticos. Las células se cultivaron anaerébicamente en medio MC
con piruvato 0,2 % como fuente de carbono y se sometieron al ensayo de Agarose Plug Assay
con m-xileno 1 mM (panel A) o etilbenceno 1 mM (panel B) como atrayentes segun se indica
en el apartado 6.1 de Materiales y Métodos. Las fotografias se tomaron al microscopio de
contraste de fases (x100 aumentos) al borde de la gota de agarosa a los 5, 10 y 20 min de
ensayo. Se muestran los resultados de un experimento; resultados similares se obtuvieron en
tres experimentos independientes.

Cuando se realizo el ensayo de quimiotaxis por el método de la gota de agarosa que
contenia 1 mM m-xileno (Fig. 15A) 6 1 mM etilbenceno (Fig. 15B), se observé el mismo

efecto que con el tolueno (Fig. 12), es decir, la cepa parental genera un halo
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refringente alrededor de la gota de agarosa con los dos compuestos analizados,
mientras que la cepa mutante en el gen tolR, Azoarcus sp. CIBdtolR, posee una clara
deficiencia en su respuesta quimiotdactica. Estos resultados demuestran la implicacién
del gen tolR en la quimiotaxis anaerdbica de la cepa CIB a tiempos cortos, e
independiente del metabolismo del atrayente, frente a los hidrocarburos m-xileno y
etilbenceno.

Para confirmar estos resultados, se realizé el ensayo de quimiotaxis en placas de
agar al 0,3 % que contenian m-xileno, y se observd un halo de crecimiento
significativamente mayor para la cepa parental Azoarcus sp. CIB que para la cepa
mutante Azoarcus sp. CIBdto/lR (Fig. 16). Asimismo, se observd que la
complementacién de la mutacion con el gen tolR nativo revirtia en parte el defecto en

guimiotaxis al m-xileno del mutante Azoarcus sp. CIBdtolR.

A B
Azoarcus sp. CIB 3,5-
E 3,0-

N
£ 2,51

<

2
E 2,0-

Azoarcus sp. '8
CIBdtolR S 1,5

(]

©
_8 1,0

(1]
T 0,57
Azoarcus sp. 0

CiB CiBdto/lR CiBdtolR

CiBdtolR(plZTolR) (p1ZTolR)

Figura 16. Quimiotaxis en placa de las cepas Azoarcus sp. CIB, Azoarcus sp. CIBdtolR y
Azoarcus sp. CIBdtolR(plZTolR). Imagenes de las placas de crecimiento anaerdbico tras 17 dias
de incubacion en medio sélido MC con agar 0,3 % conteniendo piruvato 0,0 2% y m-xileno 1
mM como fuente de carbono, nitrato 10 mM e IPTG 5 mM, como se indica en el apartado 6.2
de Materiales y Métodos.
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Todos estos resultados demuestran que el gen tolR esta implicado en la respuesta
guimiotdactica de Azoarcus sp. CIB a los hidrocarburos aromaticos en condiciones

anaerodbicas.

1.4. El gen tolR esta implicado en la adaptacion de Azoarcus sp. CIB a una

exposicion subita a tolueno.

Una vez demostrada la implicacién del gen tolR en la quimiotaxis de Azoarcus sp.
CIB a los hidrocarburos aromaticos en anaerobiosis, se explord su posible participacidon
en otros mecanismos de adaptacién de las células a la presencia de dichos
hidrocarburos en el medio de cultivo. Para ello, se disefié un experimento en el que se
sometio a las células a la presencia de una concentracion de tolueno de 20 mM, diez
veces mas alta de la que es capaz de tolerar como fuente de carbono en anaerobiosis,
durante un periodo de tiempo de 2 h. Este tratamiento supone, por lo tanto, un claro
estrés para la célula, lo que podria tener un reflejo en su viabilidad. Asi, se realizaron
ensayos de viabilidad celular en los que las 3 cepas, Azoarcus sp. CIB, Azoarcus sp.
CIBdtolR y Azoarcus sp. CIBdtolR(plZTolR), se cultivaron anaerébicamente hasta
alcanzar la fase exponencial media y se sometieron a una exposicion subita de tolueno
(choque de tolueno).

Como se muestra en la figura 17, mientras que la cepa parental CIB es capaz de
sobrevivir al choque de tolueno, la inactivacion del gen tolR genera una disminucién en
la viabilidad celular de mdas de un orden y medio de magnitud en la cepa mutante
Azoarcus sp. CIBdtolR. Este efecto de pérdida de viabilidad se revierte cuando se
complementa la mutacidon to/lR con el plasmido plZTolR que codifica el gen tolR
parental (Fig. 17).

Por tanto, la presencia de la proteina TolR en la cepa parental supone una ventaja
adaptativa ante el estrés causado por una elevada concentracion de tolueno en
condiciones anaerdbicas. Por el contrario, la viabilidad tanto de la cepa parental como
la del mutante tolR no se vio significativamente reducida tras un choque de tolueno en
presencia de oxigeno (datos no mostrados), volviendo a confirmar el papel del gen tolR
en la adaptacion anaerdbica de Azoarcus sp CIB a la presencia de hidrocarburos

aromaticos.
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Figura 17. Efecto de la exposicion subita a una alta concentracién de tolueno (choque de
tolueno) en diferentes cepas de Azoarcus. Cuantificacion de las unidades formadoras de
colonias (ufc/ml) de las cepas Azoarcus sp. CIB, Azoarcus sp. CIBdtolR (CIBdtolR), Azoarcus sp.
CIBdtolR conteniendo el plasmido plZtolR (CIBdtolR(plZTolR)), Azoarcus sp CIBT (CIBT) y
Azoarcus sp CIBT conteniendo el plasmido plZTolR (CIBT(plZTolR). Las células fueron cultivadas
y tratadas con tolueno 20 mM (barras verdes) o sin exponer al choque de tolueno (barras
blancas) como se describe en el apartado 5 de Materiales y Métodos. La viabilidad celular,
expresada en unidades formadoras de colonias (ufc) por ml, se determiné plagueando
diluciones de las muestras en placas de medio MC succinato. Las barras muestran la desviacion
estandar de los resultados de tres experimentos independientes. Los asteriscos muestran la
significancia usando el estadistico de andlisis de varianza ANOVA vy el test Student-Newman-
Keuls: P<0,001 (***).

Para determinar si la adaptacion mediada por TolR esta relacionada con el
metabolismo del hidrocarburo aromatico frente al que muestra la adaptacion, se
realizd el mismo protocolo experimental descrito anteriormente pero empleando una
cepa disponible en el laboratorio, Azoarcus sp. CIBT (Tabla 1), que presenta una
delecidon completa del cluster bss-bbs para la degradacion anaerdbica de tolueno/m-
xileno, incluyendo por tanto, al gen tolR. Como se muestra en la figura 17, la cepa que
carece de la ruta periférica de degradacién del tolueno, Azoarcus sp. CIBT, muestra
una disminucion en la viabilidad celular tras el choque de tolueno similar a la
observada con la cepa mutante Azoarcus sp. CIBdtolR. Sin embargo, este efecto se
revierte en la cepa Azoarcus sp. CIBT complementada con el plasmido plZtolR, como
ocurre con la cepa Azoarcus sp. CIBdtolR (plZtolR) (Fig. 17). Por lo tanto, estos

resultados sugieren que la adaptacion mediada por TolR al efecto tdxico de los
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hidrocarburos aromaticos no necesita de la capacidad de la cepa para degradar
anaerodbicamente dicho hidrocarburo aromatico.

En resumen, todos estos resultados demuestran que el gen tolR estd implicado en
la respuesta de Azoarcus sp. CIB al estrés causado por la exposiciéon a una elevada

concentracion de hidrocarburos aromaticos en condiciones anaerdbicas.

2. Caracterizacion molecular de la proteina TolR.

Como se ha indicado en el apartado 5 de la Introduccién, la proteina TolR podria
codificar un sistema regulador de dos componentes hibrido (HTCS). El analisis de la
estructura primaria de TolR evidencia la existencia de un supradominio N-terminal con
alta identidad de secuencia con un dominio sensor PAS y un dominio autoquinasa (AK),
y un supradominio C-terminal con alta identidad de secuencia con un regulador de
respuesta con motivos implicados en el metabolismo del di-GMPc (Fig. 5; Anexo 1). De
ser asi, TolR representaria el primer HTCS cuyo mecanismo de accién no implicaria una
interaccion directa con el DNA diana sino una actividad enzimatica que modula los
niveles del segundo mensajero di-GMPc. Anadlisis de comparacién de secuencia de los
dominios de TolR en distintas bases de datos, revelaron la existencia de unas pocas
proteinas hipotéticas, no descritas en la bibliografia, que presentan una estructura
similar a la de TolR, con la diferencia de que poseen dominios sensores entre el
dominio REC y el dominio enzimatico DGC. El funcionamiento de esta proteina podria
implicar una cascada de fosforilacién entre ambos supradominios con la intervencién
de los aminoacidos clave ya descritos para estos sistemas de transduccidn de sefales,
i.e., transferencia del fosfato del residuo de His conservado del dominio AK, al residuo
Asp conservado del dominio REC, lo que finalmente produciria un cambio en los
niveles del segundo mensajero celular di-GMPc. A continuaciéon se detallan los

experimentos realizados para dilucidar el mecanismo de accion de la proteina TolR.

2.1. TolR es una autoquinasa dependiente de tolueno.
2.1.1. Clonaje e hiperexpresiéon del gen tolR y purificacion de la proteina
TolR.
Con el objetivo de purificar la proteina TolR, se procedié a clonar el gen tolR en el

vector de hiperexpresion pET29a, dando lugar al plasmido pETtolR (Fig. 18A), el cual
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codifica un gen tolR recombinante que contiene una secuencia que codifica seis His en
el extremo 3’ y cuya expresiéon esta bajo el control del promotor Pr;. El pldsmido
resultante se introdujo en la cepa hospedadora E. coli BL21 (DE3), que fue cultivada
aerdbicamente en medio LB con IPTG para favorecer la hiperproduccion de la proteina
recombinante TolR. Puesto que la mayoria de la proteina producida se localizaba en la
fraccién insoluble, para optimizar la acumulacion de la proteina TolR en la fraccién
soluble, se probaron distintas condiciones de temperatura, concentraciones de sales y
tiempos de hiperproduccién. Finalmente, se optimizd el proceso de purificacidn,
estableciéndose el que se detalla en el apartado 8.2.1 de Materiales y Métodos. Como
se puede apreciar en la figura 18B, se consigue obtener una proteina TolR
parcialmente purificada con una masa molecular analizada en SDS-PAGE de
aproximadamente 115 kDa, la cual coincide con la masa molecular tedrica del

mondmero de la proteina (115297,1 Da).

A B
Ndel Hindlll MW 1
Km?® 200 W
ori f1
e . &— TolR
ori (colE1) 974 W
L f —_
pETtolR
(8,55 kb) 66,2 | &

Figura 18. Clonaje e hiperproduccion de la proteina TolR. A) Representacion
esquematica del plasmido pETtolR. El plasmido se construyé siguiendo la estrategia que se
detalla en el apartado 3.7 de Materiales y Métodos. Se representa el promotor Py, el gen que
confiere resistencia a la kanamicina (Km®), los origenes de replicacién (ori f1, origen de
replicacion del bacteridfago f1; y ori(ColE1) origen de replicacién ColE1) y el gen que codifica el
represor Lacl (lacl?). El extremo 3’del gen tolR recombinante con el tag de His se sefiala como
Hise. Las dianas de restriccion utilizadas para la clonaje se indican como: Ndel y Hindlll. B)
Proteina TolR-Hisg purificada de extractos de E. coli BL21 (DE3)(pETtolR). Gel SDS-PAGE (7,5
%) en el que se analizé la purificacién parcial de la proteina TolR-Hiss mediante el método
descrito en el apartado 8.2.1 de Materiales y métodos. Calle MW, marcadores de masa
molecular cuyos tamafos se indican en el lado izquierdo de la imagen (en kDa). Calle 1,
proteina TolR-Hisg (se sefiala con una flecha) parcialmente purificada.

2.1.2. TolR se fosforila in vitro de manera dependiente de tolueno.
Dado que el gen tolR se localiza en el cluster bss-bbs de degradacion anaerdbica de

tolueno, y puesto que el dominio PAS presente en la region N-terminal de TolR que
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contiene el dominio autoquinasa presenta una alta identidad de secuencia con el
dominiosensor PAS-1 que interacciona con tolueno y otros hidrocarburos aromaticos
en la histidina-quinasa hibrida TodS (Busch y cols., 2007), se hipotetizdé que la posible
actividad autoquinasa de TolR podria responder a tolueno.
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Figura 19. Autofosforilacion in vitro de la proteina TolR. A) Fosforilacion de TolR a
distintas concentraciones de tolueno. La proteina TolR-Hisg (1 uM) fue incubada durante 15
min con y->*P-ATP en las condiciones de fosforilacién in vitro que se indican en el apartado 9.2
de Materiales y Métodos, en presencia de concentraciones de 0, 10, 25, 50, 75, 100 y 200 uM
de tolueno, y las muestras fueron analizadas mediante SDS-PAGE 7,5 %. B) Cinética de la
fosforilacion de TolR. La proteina TolR-Hiss (1 pM) fue incubada en presencia de y-**P-ATP y
tolueno 100 puM. Se tomaron muestras a 0, 5, 15, 20, 25, 30, 45 y 60 min de incubacion y éstas
fueron analizadas mediante SDS-PAGE 7,5 %. En ambas graficas se representa la intensidad de
sefial radiactiva, medida mediante densitometrado de las bandas de fosforilacion,
considerando 100 % la intensidad maxima obtenida en cada experimento.

74



Resultados

Para confirmar experimentalmente la presunta actividad autoquinasa de TolR
dependiente de tolueno, se disefié un ensayo de fosforilacién in vitro con la proteina
TolR purificada incubandola en presencia de y->’P-ATP con distintas concentraciones
de tolueno, y se monitorizé la incorporacién del fosfato radiactivo mediante analisis en
SDS-PAGE.

Como se observa en la figura 19A, TolR se fosforila in vitro y al aumentar la
concentracion de tolueno, aumenta el porcentaje de fosforilacion de TolR de una
manera dosis-dependiente, alcanzando el maximo nivel de fosforilacién a Ia
concentracion de 100 uM de tolueno. La fosforilacion basal de TolR es inferior al 20 %
de la maxima observada. Se concluye asi que la molécula de tolueno actia como
inductor de la actividad quinasa de TolR. Del mismo modo, en la figura 19B se observa
gue el porcentaje de fosforilaciéon aumenté proporcionalmente con el tiempo del
ensayo, alcanzando niveles maximos de fosforilacion de los 5 a los 15 min de reaccion,
y reduciéndose a tan sélo el 40 % tras 25 min. Estos resultados confirmaron que la
proteina TolR posee la capacidad de fosforilarse in vitro en presencia de ATP con una

actividad basal que se ve aumentada unas 5 veces en presencia de tolueno.

2.1.3. El residuo His'® es esencial para la actividad autoquinasa de TolR.
El residuo His'® de la proteina TolR estd altamente conservado en los
correspondientes dominios DHp de las histidina quinasa sensoras bacterianas (Fig. 2), y
el analisis de comparacién de secuencias sugiere que se trata del residuo clave para la
reaccion de autofosforilacion (Stock y cols., 2000, 2010; Laub y cols., 2007). Con el
objetivo de comprobar experimentalmente la funciéon del residuo His'® de TolR, se

H190V

disefid la proteina TolR , un mutante en la presunta His catalitica del dominio AK

gue se sustituyd por una Val mediante un protocolo de mutagénesis dirigida. El

H190V H190V

plasmido de hiperexpresion pETtolR codifica un gen tolR recombinante que
fusiona una secuencia que codifica seis His en su extremo 3’ y cuya expresién se
encuentra bajo el control del promotor Pr;. El plasmido resultante (Fig. 20A) se
introdujo en la cepa hospedadora E. coli BL21 (DE3), que fue cultivada aerébicamente
en medio LB con IPTG para favorecer la hiperproduccién de la proteina recombinante
TolR"%. El proceso seguido para la purificacion de la proteina TolR"%% fue el mismo
que el empleado para purificar la proteina parental (ver apartado 8.2.1 de Materiales y
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Métodos), lo que permitié obtener la proteina parcialmente purificada como se
muestra en la figura 20B. Cuando se realizaron ensayos de fosforilacién in vitro de
TolR"™ tanto en presencia como en ausencia de tolueno, no se observd la banda
correspondiente a la proteina fosforilada (Fig. 20C), confirmando el caracter esencial

de este aminoacido en la actividad autoquinasa de la proteina TolR.
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Figura 20. Construccion, purificacién y ensayo autoquinasa de la proteina TolR""*%. A)

Representacion esquematica del plasmido pETtolR"**®". El plasmido se construyé siguiendo la
estrategia que se detalla en el apartado 3.7 de Materiales y Métodos. Se representa el
promotor Pr, el gen que confiere resistencia a la kanamicina (Km"), los origenes de replicacién
(ori f1, origen de replicacion del bacteriéfago f1; y ori(ColE1) origen de replicacién ColEl) y el
gen que codifica el represor Lacl (lacl?). El extremo 3’del gen tolR recombinante con el tag de
His se sefala como Hisg. Las dianas de restriccion utilizadas para la clonaje se indican como:
Ndel y Hindlll. B) Proteina TolR"*" parcialmente purificada de extractos de E. coli BL21
(DE3)(pETtoIR"*?). Gel SDS-PAGE (7,5 %) en el que se analizd la proteina purificada mediante
el método descrito en la seccién 8.2.1 de Materiales y métodos. Calle MW, marcadores de
masa molecular cuyos tamafios se indican en el lado izquierdo de la imagen (en kDa). Calle 1,
proteina TolR""*" (se sefiala con una flecha) parcialmente purificada. C) Autofosforilacién de
la proteina ToIR"?. La proteina TolR"***'-Hiss (1 uM) fue incubada con y->’P-ATP en ausencia
(-) o en presencia (+) de tolueno 100 uM en las condiciones de fosforilacién in vitro que se
indican en el apartado 9.2 de Materiales y Métodos. Se tomaron muestras a los 0, 5y 15 min, y
éstas fueron analizadas mediante SDS-PAGE 7,5 %. Se indica con una flecha la posicion donde
deberia aparecer, en el caso de que pudiese autofosforilarse, la proteina TolR"® fosforilada.
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2.1.4. Estudio del rango de efectores de TolR.

Demostrado el efecto activador del tolueno en la fosforilacién del dominio
autoquinasa de TolR (Fig. 19 y 20), se procedid a estudiar el posible efecto activador de
otros compuestos con el fin de establecer el rango de inductores y los determinantes
estructurales necesarios para el reconocimiento de estos compuestos por la proteina
TolR. Se probé un amplio rango de compuestos tanto aromaticos, tales como benceno,
estireno, cumeno, bifenilo, propilbenceno, orto (0), meta (m) y para (p)-xileno,
etilbenceno, mesitileno, benzoato, benzaldehido, bencilamina, bencil alcohol, fenol,
anilina, acetofenona, como no aromaticos, tales como el hexano, heptano, octanol,
decano o ciclohexano, a dos concentraciones diferentes, 100 y 500 uM.

Como se muestra en la figura 21, una serie de compuestos, aromaticos tales como
el o-xileno y anilina, eran capaces de inducir la fosforilacién de TolR con una eficiencia
similar a la del tolueno (Fig. 21A). Sin embargo, la mayoria de los compuesto
ensayados mostraban una induccién inferior a la del tolueno (Fig. 21B y 21C).
Curiosamente, algunos compuestos no aromaticos, como el hexano y el ciclohexano,
demostraron ser inductores de TolR (Fig. 21C), mientras que compuestos aromaticos
como el benzoato o el cumeno no fueron capaces de inducir la fosforilacién de TolR
(Fig. 21).

Estos resultados en conjunto permiten sugerir que el bolsillo de reconocimiento de
efector de TolR admite una amplia variedad de compuestos aromaticos agonistas
(capaces de inducir la actividad autoquinasa) con una o dos sustituciones del anillo
pero no compuestos con sustituciones carboxilicas (benzoato), grupos alquilos
ramificados (cumeno) o compuestos con tres o mas sustituciones en el anillo
aromatico (mesitileno); ademds, ciertos alcanos alifaticos (hexano) y aliciclicos
(ciclohexano) son capaces de reconocer el bolsillo de TolR y funcionar como moléculas

efectoras.
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Figura 21. Estudio del rango de inductores de TolR. La proteina TolR-Hisg (1 uM) fue
incubada en presencia de y->*P-ATP en las condiciones de fosforilacién in vitro que se indican
en el apartado 9.2 de Materiales y Métodos. Se tomaron muestras a los 15 min de reaccién en
presencia de los distintos compuestos detallados en la figura usando una concentracién de 100
UM (panel A) o 500 uM (paneles B y C). En todos los casos el tolueno se utilizé a una
concentracién de 100 puM.
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Utilizando el servidor i-TASSER que construye modelos tridimensionales basados en
alineamientos multiples y simulaciones de ensamblajes iterativos de fragmentos a
partir de modelos, se generd un modelo tridimensional del dominio PAS de TolR (Fig.
22). Como cabria esperar, el dominio PAS de TolR presenta la tipica estructura 23-4a-
3P, caracteristica de los dominios PAS (Figs. 22A y 22B; Hefti y cols., 2004). Realizando
experimentos de docking ciego con varios inductores (agonistas), se observé que en
todos los casos la interaccidon del efector con el dominio PAS tenia lugar en una regién
concreta de dicho dominio con un entorno hidrofébico en el que destacan los
aminoécidos Phe*®, val*’, Gly48, 11e®¢, 11e*°, Ala®3, Phe”®, Phe'®, Pro'® y GIy147 (Fig. 22),
la mayoria de los cuales, incluyendo a los residuos esenciales Phe?® y Phe”® cuya
mutacién genera proteinas con menor capacidad de reconocimiento de inductor
(Busch y cols., 2007), se encuentran conservados en el bolsillo del dominio PAS-1 de
TodS y en los dominios PAS de otras HK hibridas, e.g. TutC y TmoS, que reconocen
hidrocarburos aromaticos (Fig. 30). Cabe destacar que cuando se realizé el docking con
benzoato, un compuesto no inductor, no fue posible predecir una interaccién con el
bolsillo de reconocimiento de inductores, muy posiblemente debido al caracter polar
del benzoato, y si en una localizacidon diferente del dominio PAS de TolR (Fig. 22D).
Asimismo, se comprobd que el cumeno, que no es un efector positivo de TolR, se
localiza en el bolsillo de reconocimiento de inductores pero desplazado hacia el
exterior del bolsillo, lo que impide una correcta interaccion con el mismo (Fig. 22E). En
conclusién, estos resultados permiten hipotetizar que el dominio sensor PAS de TolR
posee un unico bolsillo de reconocimiento de efectores que es capaz de acomodar una
gran variedad de compuestos agonistas diferentes, al igual que ocurre con el dominio
PAS-1 de TodS (Lacal y cols., 2006; Busch y cols., 2007). Por el contrario, compuestos
aromaticos muy polares, como el benzoato, no parecen ser capaces de interaccionar
con el bolsillo del dominio PAS, mientras que compuestos aromaticos voluminosos,
como el cumeno, si serian capaces de interaccionar pero sin establecer las
interacciones correctas que permitan inducir un cambio conformacional compatible
con el incremento de la actividad autoquinasa. Si estos compuestos actian como
antagonistas del efecto inductor de los agonistas, como se ha descrito en TodS con el

o-xileno (Busch y cols., 2007), es algo que necesita confirmacién experimental futura.
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Figura 22. Modelo tridimensional del dominio sensor PAS de TolR interaccionando con
distintos compuestos aromaticos. Se muestran los modelos de interaccion de las moléculas de
tolueno (en gris) (A, B, Cy E), benzoato (en gris) (D) y cumeno (en rosa) (E) con el dominio PAS
(aminoacidos 40-154) de la proteina TolR generados con el programa AutoDocking. En el panel
E, se incluyen las moléculas de tolueno y cumeno para mostrar mas claramente el
desplazamiento del cumeno en el bolsillo. Se muestran los aminoacidos propuestos para el
bolsillo de reconocimiento de efector (Phe, Val”, Gly48, 11e*®, 1le*®, Ala®?, Phe”®, Phe'®, Pro** y
Gly'"). El panel C es una ampliacién del bolsillo mostrado en B.
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2.2. TolR es una histidina quinasa que cataliza la transferencia intramolecular
de fosfato.

Para confirmar que TolR es un HTCS en donde el componente autoquinasa sensor
transfiere el grupo fosfato al componente regulador de respuesta efector localizado en
la misma molécula, era necesario demostrar la cascada de fosforilacién intramolecular
entre el dominio autoquinasa (residuo His'*® del dominio AK) y el dominio receiver
(residuo conservado Asp®® del dominio REC) (Fig. 5). Para ello, se disefid un
experimento de fosforilacidn in vitro que permite diferenciar el fosfato unido a cada
uno de los aminodacidos mencionados, basandose en la distinta estabilidad de dichos
enlaces. En un entorno bdsico se estabiliza el enlace del grupo fosfato a la His del
dominio AK, mientras que en un entorno acido, se estabiliza el enlace del grupo fosfato

al Asp del dominio REC (Burbulys, 1991).

- + Tolueno

0 15 30 45 0 15 30 45 Tiempo (min)

. ToIR-DP
HCl
; ToIR-HP-DP
WS epEs
TolR-HP
c —— o
NaOH

Figura 23. Monitorizacion de la transferencia intramolecular de fosfato en la proteina
TolR. La proteina TolR-Hisg (1 M) fue incubada con y->>P-ATP en ausencia (-) o en presencia (+)
de tolueno 100 puM como se indica en el apartado 9.2 de Materiales y Métodos. Se tomaron
muestras a los 0, 15, 30 y 45 min de incubacién y éstas fueron analizadas mediante SDS-PAGE
7,5 %. Geles idénticos se trataron con HCI (panel A), Tampdn HEPES pH 7 (panel B, control) o
NaOH (panel C) como se describe en el apartado 9.3 de Materiales y Métodos.

Como se observa en la figura 23, tanto en ausencia como en presencia de tolueno,
se aprecia proteina TolR fosforilada en la His (Fig. 23C), que da cuenta de la reaccion de
autofosforilaciéon, y en el Asp (Fig. 23A), que da cuenta de la reaccién de transferencia
de fosfato. En presencia del inductor tolueno la reaccion de autofosforilacion esta

significativamente incrementada (Fig. 23C). Estos resultados refuerzan la hipdtesis de
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que TolR es un HTCS capaz de transferir intramolecularmente el grupo fosfato del
domino autoquinasa al dominio receiver, y sugieren que el efecto activador del tolueno

afecta principalmente a la actividad autoquinasa.

2.3.TolR es una fosfodiesterasa de di-GMPc activa en condiciones
anaerdbicas.

Como ya se ha comentado en la Introducciéon (apartado 5), el analisis de la
estructura primaria de TolR reveld la presencia de un dominio DGC y un dominio PDE,
dominios presuntamente implicados en la sintesis y degradacion del di-GMPc
respectivamente (Romling y cols., 2013), en la regidon C-terminal de la proteina. Un
analisis detallado de la secuencia del dominio DGC revelé que el motivo consenso
GGDEF, estd sustituido por el motivo degenerado GDREF (Blazquez, 2009).
Sustituciones similares generan DGC inactivas (Christen y cols., 2005). Por el contrario,
la PDE contiene el motivo conservado (EAL), lo que sugeria la existencia de actividad
PDE de di-GMPc en la proteina TolR.

Para poner en evidencia la posible actividad PDE de di-GMPc de la proteina TolR, se
procedid a comprobar su papel en alguno de los procesos en los que estd implicado el
di-GMPc, como es la formacion de biopeliculas (Romling y cols., 2005, 2013). Para ello
se utilizé la cepa E. coli TRMG (Tabla 1), que posee una inactivacién del regulador
global csrA implicado, entre otras funciones, en la regulacién negativa de DGCs
responsables de la sintesis de di-GMPc. Por tanto, la cepa mutante E. coli TRMG posee
niveles elevados de di-GMPc vy, por ello, presenta un significativo incremento en su
capacidad de formar biopeliculas respecto a la cepa parental (Romeo y cols., 1993).

Para confirmar la actividad fosfodiesterasa de di-GMPc de TolR, se utilizd el
plasmido plZTolR que expresa el gen tolR (Tabla 2). Asimismo, utilizando el plasmido

H190V

plZ1016 se construyeron los plasmidos plZTolR (Tabla 2; Fig. 24A) el cual expresa

H190V que codifica una proteina TolR

bajo el control del promotor Ptac el gen tolR
incapaz de autofosforilarse (Fig. 20), y plZ2133 (Tabla 2), el cual expresa bajo el control
del promotor Ptac el gen PA2133 de P. aeruginosa PAO1 que codifica una
fosfodiesterasa de di-GMPc previamente caracterizada (Hickman y cols., 2005) y que

sirve como control positivo de actividad PDE (Fig. 24B).
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Hindlll Xbal Hindlll Xbal

PA2133

lacl?

ori (pBBR1) ori (pBBR1)

mob GmR mob

plZtolRH190V plZ2133
(9,15 kb) (6,87 kb)

Figura 24. Representacién esquematica de los plasmidos plZTolR"* (A) y plz2133 (B).
Los plasmidos se construyeron siguiendo el protocolo que se detalla en el apartado 3.6 de
Materiales y Métodos. Se representa el origen de replicacidn (oripBBR1), la regién de
movilizacién (mob) y el gen que codifica la resistencia a gentamicina (Gm") del plasmido
plZ1016 y sus derivados. Se representa con una flecha curvada blanca el promotor Ptac. lacl®,
gen que codifica el represor Lacl. Las dianas de restriccion utilizadas para el clonaje de los
genes tolR™"y PA2133 se indican como Hindlll y Xbal.

Se transfirieron por electroporacion los plasmidos a la cepa mutante E. coli TRMG,
y se analizo la capacidad de formacién de biopeliculas de las cepas resultantes E. coli
TRMG (plZ1016), E. coli TRMG (plZtolR), E. coli TRMG (plZtolR"*%) y E. coli TRMG
(plZ2133) tanto en condiciones de crecimiento anaerdbicas como aerdbicas. Se
observd que en condiciones anaerdbicas la cepa complementada con el gen tolR
mostraba una significativa menor capacidad de formacién de biopeliculas que la cepa
control conteniendo el plasmido plZ1016 (Fig. 25), y una disminucién similar a la
observada con la cepa complementada con la fosfodiesterasa control PA2133. Por el
contrario, en condiciones aerdbicas la presencia del gen tolR no se traduce en una
disminucion de la formacidn de biopeliculas de la cepa reportera E. coli TRMG, lo que
si ocurre con la fosfodiesterasa control PA2133 que no es dependiente de oxigeno. La

%0 3 val en TolR no permite reducir la formacion

sustitucién del residuo catalitico His
de biopeliculas de la cepa complementada E. coli TRMG (plZTolR"*%) (Fig. 25),
sugiriendo que el gen tolR es capaz de disminuir los niveles de di-GMPc en E. coli
TRMG siempre y cuando la actividad quinasa de TolR esté funcional. En conclusion, el
abordaje in vivo realizado sugiere que TolR es una fosfodiesterasa de di-GMPc activa
en condiciones anaerdbicas y que requiere la fosforilacion del dominio sensor

autoquinasa para su activacién.

83



Resultados

120
100 4 [ —— = O Aerobiosis
e g %0 - [ Anaerobiosis
58
.g é 60 - * % %k
£ * % %
E é‘ 407 * kK
o
° © 2 o >
o
oY o > 2
e & \a N
Q ° \'[:‘0 Q

Figura 25. Formacion de biopeliculas por las cepas E. coli TRMG (plZ1016), E. coli
TRMG(pIZToIR), E. coli TRMG(pIZToIR"*") y E. coli TRMG(pIZ2133). La formacién de
biopeliculas se midié mediante tincidon con cristal violeta y posterior cuantificacion de la
absorbancia a 595nm segun se detalla en el apartado 7 de Materiales y Métodos. Las células
fueron cultivadas aerdbica é anaerébicamente en medio CFA con IPTG 1 mM a 30°C durante
16 h en placas multipocillo. Las barras muestran la desviacién estandar de los resultados de
tres experimentos independientes. Los asteriscos muestran la significancia usando el
estadistico de analisis de varianza ANOVA y el test Student-Newman-Keuls: P<0,001.

Con el fin de demostrar in vitro la actividad fosfodiesterasa de la proteina TolR, se
procedio a realizar un ensayo enzimatico con el compuesto bis-p-nitrofenilfosfato, que
ha sido empleado para detectar esta actividad en otras fosfodiesterasas de di-GMPc
(Bobrov y cols., 2005).

Para ello se transfirieron por electroporacion los plasmidos plZ1016, plZTolR y
plZ2133 a la cepa E. coli DH10B, y se analiz6 la actividad PDE presente en los extractos
celulares de cada cepa. Se observé que el extracto de la cepa complementada con el
gen tolR (Fig. 26A) mostraba una actividad (aproximadamente 0.006 AAbs/min/mg
proteina) similar a la de la cepa complementada con la fosfodiesterasa control PA2133
(Fig. 26B). Ademas, como era de esperar, se observd que en los dos casos al aumentar
la concentracidn de proteina en el ensayo, aumentaba la actividad total detectada.

Estos resultados indican, de nuevo, que TolR posee actividad PDE y sugieren que

se trata de una enzima que hidroliza di-GMPc.
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Figura 26. Actividad fosfodiesterasa de las proteinas TolR y PA2133 sobre bis-p-
nitrofenilfosfato. La actividad fosfodiesterasa se midié como el aumento de la absorbancia a
405 nm. Las células E. coli DH10B (plZtolR) (A) y E. coli DH10B (plZ2133) (B) fueron cultivadas
anaerdbicamente en medio LB que contiene nitrato potdsico 10 mM e IPTG 1 mM, a 30°C
durante 16 h. La obtencién de los extractos celulares y el ensayo de la actividad
fosfodiesterasa se realizaron como se detalla en el apartado 9.6 de Materiales y Métodos. Se
muestran las curvas de actividad obtenidas utilizando 0,25, 0,5 y 1 mg/ml de proteina total del
extracto que contiene el gen tolR (A) y del extracto que contiene la PDE PA2133 (B), tras
sustraer la absorbancia debida a las posibles fosfodiesterasas que contiene el extracto de la
cepa E. coli DH10B complementada con el plasmido control plZ1016.

2.4.TolR se induce en presencia de tolueno in vivo.

Los experimentos de formacidn de biopeliculas realizados en E. coli TRMG indicaron
gue TolR se comportaba como la PDE de di-GMPc control PA2133, aunque la actividad
fosdiesterasa era similar tanto en ausencia (Fig. 25) como en presencia (datos no
mostrados) del inductor tolueno, sugiriendo una actividad PDE basal suficiente para
disminuir los niveles celulares de di-GMPc y ocasionar una reduccién en la formacion
de biopeliculas en este sistema de estudio. Para comprobar si el efecto activador del
tolueno sobre la actividad autoquinasa del supradominio sensor de TolR (Fig. 19)
también producia un incremento de la actividad PDE de di-GMPc en el supradominio
regulador de respuesta de TolR, se empled un sistema reportero de los niveles de
celulares de di-GMPc previamente caracterizado y puesto a punto en P. aeruginosa
(Baraquet y cols., 2012). Asi, la cepa P. aeruginosa PAO1 ApelApsiAwspF PpelA::lacZ (P.
aeruginosa PAO1lpel) posee una disrupcidén en los genes pel, psl y wspF, principales
genes regulados por los niveles de di-GMPc a través del regulador transcripcional FleQ,

y una fusidn transcripcional del promotor pelA dependiente del activador FleQ al gen
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reportero lacZ, de forma que, dependiendo de los niveles celulares de di-GMPc éste se
une a FleQ induciendo la transcripcién del gen lacZ (Fig. 27) que serd cuantificable

midiendo la actividad -galactosidasa resultante (Baraquet y cols., 2012).
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di-GMPc

P &4
— [T ] Tacz !

Fig. 27. Esquema del funcionamiento del sistema reportero de los niveles celulares de di-
GMPc en P. aeruginosa PAO1pel. El sistema reportero se basa en la realizacién de ensayos -
galactosidasa con la cepa P.aeruginosa PAO1lpel (Tabla 1), que contiene en monocopia la
fusion transcripcional Ppel,::lacZ de tal manera que en presencia de niveles elevados de di-
GMPc generados por la inactivacion de la principal PDE WspF en la cepa reportera, éste se une
a FleQ, promoviendo asi su unién al promotor y por tanto induciendo la transcripcién del gen
lacZ y la actividad (-galactosidasa. Por el contario, cuando los niveles celulares de di-GMPc se
reducen en la cepa reportera, e.g., presencia de una actividad PDE, disminuye la activacion del
regulador FleQ sobre el promotor PpelA y, por tanto, disminuye la transcripcion del gen
resportero lacZ.

Se transfirieron por electroporacién los plasmidos plZ1016, plZtolR, plZtolR™*% y

plZ2133 a la cepa reportera P. aeruginosa PAO1lpel, y se midié la actividad -
galactosidasa de las cepas resultantes cultivadas anaerdbicamente en ausencia o en
presencia de tolueno. Se observé que, en ausencia de tolueno, la cepa P. aeruginosa
PAO1pel (plZTolR) complementada con el gen tolR presentd una ligera disminucién en
los niveles de actividad B-galactosidasa en comparacién con los niveles observados en
la cepa P. aeruginosa PAO1pel que contiene el plasmido control plZ1016 (Fig. 28A). Sin
embargo, la disminucién en la actividad [3-galactosidasa se hizo mucho mds acusada
cuando la cepa P. aeruginosa PAO1lpel (plZTolR) se cultivd en presencia de tolueno
(Fig. 28A), observandose una disminucidon similar a la obtenida con la cepa P.
aeruginosa PAO1pel complementada con el plasmido plZ2133 que expresa la PDE de
di-GMPc control PA2133 (Fig. 28A). Por tanto, estos resultados revelan que la proteina
TolR tiene una actividad fosfodiesterasa de di-GMPc basal (en ausencia de tolueno)

que representa un 15-20% de la actividad PDE mdaxima que se obtiene en presencia del

86



Resultados

inductor tolueno. Cabe destacar que, al igual que se habia observado en el ensayo de
formacion de biopeliculas (Fig. 25), la actividad PDE de di-GMPc de TolR no se observd
cuando las células P. aeruginosa PAO1pel (plZTolR) se cultivaron aerdbicamente (Fig.
28B), o cuando la cepa P. aeruginosa PAO1lpel se complementd con el gen mutante

tolR™°que codifica una proteina sin actividad autoquinasa (Fig. 28A).
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Figura 28. Expresion de la fusion transcripcional PpelA::lacZ en la cepa reportera
P.aeruginosa PAO1pel conteniendo los genes tolR, tolR™*° o PA2133. Medida de la actividad
[-galactosidasa en la cepa P. aeruginosa PAO1pel complementada con los plasmidos plZ1016
(control negativo), plZTolR (codifica el gen tolR parental), plZTolR"*® (codifica el gen tolR"**?")
o plZ2133 (codifica la fosfodiesterasa control PA2133 de P.aeruginosa PAO1), segun se detalla
en el apartado 9.1 de Materiales y Métodos. Las células fueron cultivadas anaerébicamente (A)
o aerdbicamente (B) en medio LB con IPTG 1 mM a 30°C durante 16 h en ausencia (barras
blancas) o en presencia (barras verdes) de tolueno 100 uM. La actividad -galactosidasa se
expresa en % respecto a la actividad de la cepa control conteniendo el plasmido plZ1016 y
cultivada en ausencia de tolueno (160 Unidades Miller). Las barras muestran la desviacion
estdndar de los resultados de tres experimentos independientes. Los asteriscos muestran la
significancia usando el estadistico de andlisis de varianza ANOVA vy el test Student-Newman-
Keuls: P<0,001 (***)y P<0,01 (**).

En conjunto estos resultados demuestran que la proteina TolR presenta una
actividad fosfodiesterasa de di-GMPc en anaerobiosis que requiere un dominio
autoquinasa funcional y cuyos niveles dependen de la presencia de tolueno, el
inductor de la actividad autoquinasa, confirmando que se comporta como un sistema

regulador HTCS.
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2.5.TolR es un HTCS que responde in vivo a distintos compuestos efectores de
manera dosis-dependiente.

Como se habia demostrado anteriormente in vitro (Fig. 21), TolR reconoce una
amplia variedad de compuestos aromaticos, asi como algunos compuestos alifaticos
tales como el hexano y ciclohexano, como inductores de la actividad autoquinasa. Para
confirmar el efecto in vivo de alguno de estos efectores sobre la actividad PDE de di-
GMPc de TolR se seleccionaron dos posibles inductores, el benceno y el hexano, y un
no inductor, el benzoato, llevando tolueno como control positivo de induccién de la
actividad PDE (Fig. 28). Empleando las cepas reporteras P. aeruginosa PAO1lpel
(p1Z21016) control y PAO1pel (plZTolR), se comprobd la capacidad de estos compuestos
para disminuir los niveles de di-GMPc medido como disminucién de actividad B-
galactosidasa de dichas cepas. Se observé que en el caso de la cepa complementada
con el gen tolR, la presencia de benceno o hexano 500 uM producia una disminucion
de la actividad pB-galactosidasa similar a la obtenida en presencia de tolueno 100 uM
(Fig. 29), mientras que en el caso del benzoato sélo se observd la disminucion basal
gue se obtiene en ausencia de inductor (Fig. 29). Estos resultados confirman los
resultados obtenidos in vitro (Fig. 21), y sugieren que TolR se comporta in vivo como
un HTCS cuyo regulador de respuesta (PDE de di-GMPc) responde a la presencia de
determinados compuestos aromaticos (y alguno no aromatico como el hexano)
capaces de inducir la actividad histidina quinasa sensora.

Para determinar si habia un efecto dosis-dependiente de la actividad PDE de di-
GMPc con los inductores positivos, se ensayaron distintas concentraciones de algunos
de estos compuestos. En el caso del tolueno, la cepa complementada con el gen tolR
en presencia del hidrocarburo a una concentracion de 10 uM, mostré sélo una ligera
reduccidn de la actividad -galactosidasa, que se incremento significativamente hasta
la  maxima reduccion observada a una concentracion de tolueno 100 pM;
concentraciones de tolueno superiores (1 mM) no incrementaron la bajada de la
actividad B-galactosidasa de la cepa reportera observada con tolueno 100 puM. En el
caso del benceno, una concentracién 100 uM no generd disminucién en la actividad 3-
galactosidasa, alcanzdndose la maxima reducciéon a 500 uM - 1 mM (Fig. 29). Por lo

tanto, como ya se observd en el ensayo de actividad autoquinasa in vitro (Fig. 21), el
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tolueno se comporta como uno de los inductores mas eficaces de la actividad PDE de

di-GMPc de TolR in vivo.
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Figura 29. Efecto de diferentes compuestos sobre la expresion de la fusién transcripcional
PpelA::lacZ en P. aeruginosa PAO1lpel conteniendo el gen tolR. Medida de la actividad B-
galactosidasa en la cepa P. aeruginosa PAO1pel complementada con los pldsmidos plZ1016
(control negativo; barras grises) o plZTolR (codifica el gen tolR; barras azules) segun se detalla
en el apartado 9.1 Materiales y Métodos. Las células fueron cultivadas anaerdbicamente en
medio LB con IPTG 1 mM a 30°C durante 16 h en ausencia (-) 6 en presencia de las distintas
concentraciones de inductores que se detallan. La actividad -galactosidasa se expresa en %
respecto a la actividad de la cepa control conteniendo el plasmido plZ1016 y cultivada en
ausencia de tolueno (160 Unidades Miller). Las barras muestran la desviacion estandar de los
resultados de tres experimentos independientes. Los asteriscos muestran la significancia
usando el estadistico de analisis de varianza ANOVA y el test Student-Newman-Keuls: P<0,001
(***), P<0,01 (**) y P<0,05 (*).

2.6. El residuo Phe” del dominio sensor PAS esta implicado en la interaccion
con las moléculas efectoras de TolR.

En apartados anteriores quedd demostrado el efecto activador del tolueno y otras
moléculas efectoras sobre la actividad autoquinasa y, por ende, sobre la actividad PDE
de di-GMPc de TolR. El analisis de la estructura primaria de TolR reveld la existencia de
un dominio PAS localizado en el extremo N-terminal de TolR y presuntamente
implicado en la deteccién de las moléculas efectoras (Fig. 5). Los modelos de docking
del dominio PAS con la molécula de tolueno presentados anteriormente han revelado
la regién de interaccidn con el efector y los aminoacidos potencialmente implicados en

la proteina TolR (Fig. 22). Un andlisis detallado de la secuencia del dominio PAS de TolR
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reveld una alta identidad de secuencia con dominios sensores PAS de otras histidina
guinasas que responden a la presencia de hidrocarburos aromaticos, no sélo TodS
(47% identidad), sino otros como TmoS (51 % identidad) o TutC (54 % identidad) (Lau y
cols., 1997; Yen y cols., 1991; Coschigano y cols., 1997) (Fig. 30). En la ampliamente
caracterizada histidina quinasa hibrida TodS se ha identificado el residuo Phe’” del
dominio sensor PAS como responsable de la interaccion con los hidrocarburos
aromaticos (Busch y cols., 2007). El residuo de Phe correspondiente se encuentra
conservado también en TmoS, TutC y TolR, lo que sugeria su implicacién directa en el
reconocimiento de las moléculas efectoras en estas histidina quinasas. Ademas, el
residuo Phe” estd entre los aminoacidos predichos por docking implicados en la
interaccion de TolR con tolueno (Fig. 22). Por ello, se procedid a confirmar la

implicacion del Phe’® de ToIR residuo en la interaccién con compuestos aromaticos.

TolR MSTFDROLFSEASTVRVRDSVLNESDDDATFROKLARI ILDGMFEFVGLLDPEGRIVDIS
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Figura 30. Comparacion de la secuencia de aminodcidos del dominio PAS de TolR y otras
Histidina quinasas que reconocen hidrocarburos aromaticos. Las secuencias de aminoacidos
del dominio sensor PAS de las proteinas TolR de Azoarcus sp. CIB (ABK15663.1), TodS de P.
putida DOT-T1E (E0X9C7.1), TmoS de P. mendocina (Q8KIY1.1) y TutC de Thauera aromatica
(AAD12184.1) fueron alineadas usando el programa de alineamiento multiple de secuencias
ClustalW. Los residuos de aminoacidos de cada secuencia se indican con el cddigo estandar de
una sola letra. En amarillo se indica el residuo de Phe conservado responsable de la interacciéon
de TodS con hidrocarburos aromaticos. Se sefialan también con flechas rojas otros residuos del
bolsillo de interaccion con efectos predichos en TolR.

F79A 79

Para ello se procedié a generar la proteina TolR mutante, sustituyendo la Phe

del dominio PAS por una Ala mediante mutagénesis dirigida. Asi, se construyd el

F79A

plasmido pIZTolR™* que expresa el gen tolR"** bajo el control del promotor Ptac en el
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F79A

pldsmido promiscuo plZ1016 (Fig. 31A). Se electroporé el plasmido plZTolR en la

cepa P. ageruginosa PAO1lpel generando la cepa PAO1pel (pIZToIRF79A

) y se midid la
actividad B-galactosidasa de dicha cepa en ausencia o presencia de algunos inductores,
e.g., tolueno, benceno y hexano. Como se observa en la figura 31B tanto en ausencia
como en presencia de los inductores la cepa complementada con el gen tolR”*
mostré una ligera disminucién de la actividad B-galactosidasa frente a la cepa
portadora del plasmido vacio, disminucién que se corresponde con la observada
cuando la cepa reportera se complementa con el gen tolR nativo en ausencia de
inductor (Fig. 28), y que es debida a la actividad basal previamente demostrada para la

proteina TolR.
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Figura 31. Efecto de la sustitucion del residuo Phe’ en la induccién de la actividad de
TolR. A) Representacién esquematica del plasmido plZtolR7?*. El plasmido plZtolR7** se
construyé como se indica en el apartado 3.6 de Materiales y Métodos Se representa el origen
de replicacién (oripBBR1), la region de movilizacion (mob) y el gen que codifica la resistencia a
gentamicina (Gm") del plasmido plZ1016 y sus derivados. Se representa con una flecha curvada
blanca el promotor Ptac. lacl® gen que codifica el represor Lacl. Las dianas de restriccion
utilizadas para el clonaje del gen tolR"** se indican como: Hindlll y Xbal. B) Expresion de la
fusién transcripcional PpelA::lacZ. Medida de la actividad P-galactosidasa en la cepa P.
aeruginosa PAO1lpel complementada con los plasmidos plZ1016 (control negativo; barras
grises) o plZTolR™** (codifica el gen tolR7”**; barras azules) segtn se detalla en el apartado 9.1
de Materiales y Métodos. Las células fueron cultivadas anaerébicamente en medio LB con IPTG
1 mM a 30°C durante 16 h en ausencia (-) o en presencia de los distintos inductores. Las barras
muestran la desviacidn estandar de los resultados de tres experimentos independientes. Los
asteriscos muestran la significancia usando el estadistico de andlisis de varianza ANOVA vy el
test Student-Newman-Keuls: P<0,01 (**) y P<0,05 (*).
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, F79A
Por lo tanto, estos resultados revelan que la proteina mutante TolR7°* no es capaz

. . , . . 7
de activarse en presencia de la molécula inductora y, por ende, que el residuo Phe”” de

TolR esta implicado en la interaccion del dominio sensor PAS con el efector.

2.7. Comparacion del sistema HTCS TolR con el sistema regulador de dos
componentes clasico (CTCS) artificial TolRskgrg.

Como ha quedado demostrado con los resultados expuestos mas arriba, TolR es uno
de los pocos ejemplos descritos hasta la fecha de sistema regulador HTCS. Dado que se
conoce muy poco sobre los sistemas HTCS y sobre sus posibles
ventajas/inconvenientes respecto a los sistemas CTCS, nos planteamos investigar si el
hecho de que los dos componentes de un sistema regulador clasico se encuentren
fusionados en una Unica molécula, como ocurre en TolR, supone alguna ventaja para
algun proceso fisioldgico concreto de la bacteria huésped. Para abordar este objetivo,
se procedid inicialmente a disefiar a partir de la proteina nativa TolR un sistema
regulador de dos componentes clasico artificial consistente en una proteina quinasa

sensora (TolRsk) y un regulador de respuesta efector (TolRgg).

2.7.1.Clonaje e hiperexpresion del componente quinasa sensor (TolRsk) vy
el componente regulador de respuesta (TolRgg).

Para abordar este objetivo, se amplificd por PCR y se clond el supradominio N-
terminal de TolR conteniendo el dominio PAS sensor y el dominio autoquinasa AK en el
vector de hiperexpresién pET29a, dando lugar al plasmido pETtolRs¢ (Fig. 32A). La
proteina TolRskx se purificd parcialmente como se detalla en el apartado 8.2.2 de
Materiales y Métodos. La masa molecular del mondmero de TolRsx (50 kDa), era
coincidente con la masa molecular tedrica (48051,8 Da) (Fig. 32C).

Asimismo, se amplificd por PCR y se clond el supradominio C-terminal de tolR
conteniendo el dominio REC, DGC degenerado y PDE en el vector de hiperexpresidon
pTYB12, dando lugar al plasmido pTYBtolRgg (Fig. 32B), el cual codifica un gen tolRgg
recombinante que fusiona un gen de una inteina de Saccharomyces cerevisiae (55 KDa)
en el extremo 5’ y bajo el control del promotor Pr;. La proteina TolRgr se purificd

parcialmente como se detalla en el apartado 8.2.3 de Materiales y Métodos. La masa
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molecular del monédmero de TolRgr (68 kDa), era coincidente con la masa molecular

tedrica (68481,6 Da) (Fig. 32D).
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Figura 32. Representacion de los plasmidos que expresan las proteinas artificiales TolRsx y
TolRgr y purificacion parcial de las mismas. A y B) Representacion esquematica de los
plasmidos pETtolRsx y pTYBtolRgg. Los plasmidos se construyeron siguiendo el protocolo que
se detalla en el apartado 3.7 de Materiales y Métodos. En el plasmido pETtolRg, se representa
el promotor Py, el gen que confiere resistencia a la kanamicina (Km"®), los origenes de
replicacion (ori f1, origen de replicacion del bacteriéfago f1; y ori(ColE1) origen de replicacion
ColE1) y el gen que codifica el represor Lacl (lac/?). El extremo 3’del gen tolR recombinante con
el tag de His se sefiala como Hisg. En el plasmido pTYBtolRgg, se representa el promotor P, el
gen que codifica la fusion Int-tolRzz, €l gen que confiere resistencia a la ampicilina (Ap®), el
origen de replicacion ori M13 (origen de replicacién del bacteriéfago M13) y ori (ColE1) (origen
de replicacion del vector pBR322) y el gen que codifica el represor Lacl (lac/?). En el plasmido
pETtolRs las dianas de restriccion utilizadas para el clonaje se indican como Ndel y Hindlll; en
el plasmido pTYBtolRgg las dianas de restriccion utilizadas para el clonaje se indican como Ndel
y Sall. Cy D) Proteina TolRsy y TolRgg parcialmente purificadas. Geles SDS-PAGE (12,5 %) en los
que se analizé la proteina purificada mediante el método descrito en la seccién 8.2.2 (TolRs) vy
8.2.3 (TolRgz) de Materiales y métodos. Calle MW, marcadores de masa molecular cuyos
tamafios (en kDa) se detallan a la izquierda de la imagen. Calle P, proteinas TolRs-Hisg (48 kDa)
y TolRgg (68,5 kDa) parcialmente purificadas, cuya posicion en el gel se sefiala con una flecha.
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2.7.2. TolRsk cataliza su autofosforilacidn y se activa por tolueno.

Con el fin de demostrar in vitro si la proteina TolRsx presentaba capacidad para
autofosforilarse se realizé un ensayo de fosforilacién estandar en presencia o en
ausencia de tolueno a lo largo del tiempo. Como se muestra en la figura 33, el
porcentaje de fosforilacién de TolRsx aumentd con el tiempo del ensayo, alcanzando el
maximo nivel a los 30 min de reaccion. La fosforilacién obtenida es significativamente
mayor en presencia de tolueno. Sin embargo, y a diferencia de lo observado con la
proteina nativa TolR, la fosforilacidon no decae significativamente incluso después de 60
min de reaccidn, y la activacién por tolueno es de unas 2,5 veces en vez de las 5 veces
observadas con la proteina nativa (Fig. 19). Ademas, la comparacién de la intensidad
de las bandas de fosforilacion relativa a la cantidad total de proteina utilizada en el
ensayo (Figs. 19 y 33) sugiere que TolRsk se autofosforila mas eficazmente que TolR

nativa, especialmente en ausencia de tolueno.
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Figura 33. Ensayo de autofosforilacion de la proteina TolRg. La proteina TolRg-Hisg (0,1
1M) fue incubada en presencia de y-**P-ATP en las condiciones de fosforilacién in vitro que se
indican en el apartado 9.2 de Materiales y Métodos. Se tomaron muestras a los 0, 5, 15, 30 y
60 min de incubacién y éstas fueron analizadas mediante SDS-PAGE 12,5 %. La banda
correspondiente a la proteina fosforilada (TolRs-P) se indica con una flecha. En la parte
inferior de la figura se representa la intensidad de las bandas de fosforilacion
(densitometrado), considerando 100 % la intensidad a los 30 min de reaccion en presencia de
tolueno.
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Estos resultados demuestran que la proteina artificial TolRsx constituida por los
dominios sensor PAS y autoquinasa AK, es una proteina funcional que no pierde Ila
capacidad de autofosforilarse in vitro en presencia de ATP ni la capacidad para

detectar y activarse en presencia de hidrocarburos aromaticos.

2.7.3. TolRs fosforila en trans al regulador de respuesta TolRgg.

Una vez confirmado que TolRsk era capaz de autofosforilarse el siguiente aspecto a
comprobar fue si TolRsc-P era capaz de transferir el fosfato a TolRgg mediante ensayos
de fosforilacién in vitro entre ambas proteinas. Las proteinas TolRsx y TolRgr se
incubaron en presencia de y->’P-ATP, de tolueno a una concentracién de 100 pM vy en
una relacion molar 1:1, equiparando a lo que ocurre en un sistema HTCS, y se
monitorizd la transferencia de fosfato radiactivo a diferentes tiempos de incubacién

(Fig. 34).

+ Tolueno(100 pM)
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Figura 34. Monitorizacion de la transferencia de fosfato entre las proteinas TolRsy y
TolRge. Las proteinas TolRg (2,5 tM) y TolRgg (2,5 M) se incubaron en presencia de y->*P-ATP
y 100 uM de tolueno, en las condiciones de fosforilacion in vitro que se indican en el apartado
9.4 de Materiales y Métodos. Las reacciones se detuvieron a los tiempos indicados en la figura
y se analizaron mediante SDS-PAGE 10 %. Con flechas se han senalado las bandas
correspondientes a cada proteina fosforilada, TolRsk (TolRsk-P) 0 TolRgg (TOIRgg-P).

Del analisis de los resultados presentados en la figura 34 se pueden deducir varias
conclusiones. Por un lado, ya a tiempos cortos se comprueba una eficaz
autofosforilacion de la proteina TolRs, cuya sefal va disminuyendo con el tiempo, a
diferencia de lo observado con la proteina TolRsx sola (Fig. 33), en paralelo a la
aparicién de proteina TolRgg fosforilada, demostrando que las proteinas TolRsk y TolRgr
participan en una cascada de fosforilacion tipica de un sistema regulador CTCS. Por
otro lado, la cantidad de proteina TolRgg fosforilada que se observa es pequeiia y no da
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cuenta de toda la pérdida de marcaje radiactivo del componente quinasa, sugiriendo
gue la actividad fosfatasa de TolRsx sobre TolRgr-P es significativamente mas eficiente
gue su actividad de transferencia de fosfato al dominio receiver de TolRgg.

Para comprobar si el tolueno facilita la transferencia de fosfato desde TolRsk a
TolRRg, se repitio el experimento anterior en ausencia de tolueno. Como se muestra en
la figura 35, y en comparacioén con la figura 34, en ambos casos se observo la aparicién
de una tenue banda de proteina TolRgr fosforilada que se mantiene hasta los 30 min
de reaccidn, por lo que no parece que el tolueno tenga ningun efecto activador
significativo sobre la reaccidn de transferencia de fosfato, al igual que se dedujo de los

estudios con la proteina nativa TolR (Fig. 23).
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Figura 35. Monitorizacion de la transferencia de fosfato entre las proteinas TolRsk y TolRgg
en presencia o ausencia de tolueno. Las proteinas TolRs¢ (2,5 uM) y TolRgr (2,5 uM) se
incubaron en presencia de y-**P-ATP en las condiciones de fosforilacién in vitro que se indican
en el apartado 9.4 de Materiales y Métodos. Las reacciones se detuvieron a los tiempos
indicados en la figura y se analizaron mediante SDS-PAGE 10 %. Con flechas se han sefialado las
bandas correspondientes a cada proteina fosforilada, TolRsk (TolRsk-P) 0 TolRgg (ToIRgg-P).

En conjunto, estos resultados demuestran que TolRsx y TolRgr son capaces de
reproducir in vitro la cascada de fosforilacion tipica de los sistemas CTCS y que, por
ello, constituyen un CTCS artificial (TolRsk-rr) que podria ser utilizado para comparar su

eficacia con la del sistema HTCS nativo TolR.
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2.7.4. La transferencia de fosfato es mas eficiente en TolR que en el
sistema CTCS TolRsk-TolRgg.

Los experimentos realizados sobre la transferencia de fosfato, representados en las
figs. 23 y 35, sugieren que tanto la proteina TolR, y especialmente el sistema CTCS
artificial TolRsc-rr, se autofosforilan en el dominio quinasa con elevada eficacia, pero
una vez transferido el fosfato al dominio receiver éste es rapidamente eliminado como
consecuencia de una elevada actividad fosfatasa que libera Pi, lo que se traducird
finalmente en un consumo importante de ATP. Por ello, cuanto mas eficiente sea la
transferencia del fosfato del dominio AK al dominio REC, mas rdpido se consumird el
ATP en una reacciéon de fosforilacion in vitro. En este sentido, la medida del consumo
de y—32P—ATP (Stephenson y Hoch, 2001) permitirda comparar la eficacia de la cascada

de fosforilacidn del sistema nativo TolR con la del sistema CTCS TolRsk-TolRgg.
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Figura 36. Estudio del consumo de ATP en ensayos de fosforilacion con TolR y con el
sistema TolRs-TolRgz. A) Monitorizacidon del fosfato marcado radiactivamente mediante
cromatografia en capa fina. La proteina TolR (1 uM) y la mezcla de las proteinas TolRs¢ (1 uM)
y TolRgr (1 uM) se incubaron en presencia de y-32P-ATP y de tolueno 100 uM en las condiciones
de fosforilacién in vitro que se indican en el apartado 9.2 de Materiales y Métodos. Las
reacciones se detuvieron a los tiempos indicados en la figura y se analizaron mediante
cromatografia en capa fina en placas de polietilenimina (PEl)-celulosa como se detalla en el
apartado 9.5 de Materiales y Métodos. Con una flecha se ha sefialado el punto de aplicacion
(origen), la banda correspondiente al ATP (ATP) y la banda correspondiente al fosfato
inorgdnico liberado (Pi). B) Cuantificacion de la seiial radiactiva. Se representa la intensidad
de las bandas con sefial radiactiva medida por densitometrado, considerando 100 +% la
intensidad a los 0 min de reaccién de cada condicion. Se muestra el resultado de un
experimento, que fue reproducible en tres experimentos independientes.
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Para ello se incubd la proteina TolR o la mezcla de las proteinas TolRsg-TolRgr €n
relacion 1:1, en presencia de y->’P-ATP y tolueno y se monitorizé la presencia de
fosfato radiactivo (ATP y/o Pi) a diferentes tiempos de incubacion mediante analisis en
cromatografia en capa fina. En la figura 36 se observa que la proteina TolR consume
casi el 80% del y—32P—ATP en los primeros 15 min de reaccion, y el consumo es
completo a los 60 min. Por el contrario el sistema TolRsk-TolRgg consume sélo un 40%
de y—32P—ATP a los 15 min de reaccidon, manteniendo todavia un 35% de ATP sin
consumir a los 60 min. Como cabria esperar de la eficiente actividad fosfatasa, la
desaparicion de la sefal radiactiva del ATP va acompaiada de la correspondiente
aparicion de la sefial radiactiva del fosfato inorganico (Pi) liberado (Fig. 36).

Este resultado sugiere que la cascada de fosforilacion en el sistema CTCS TolRsk-
TolRgrr €s menos eficiente que en el sistema nativo HTCS TolR. Dado que la eficiencia
de autofosforilacion de TolRs parece ser incluso superior a la de TolR (Fig. 33), los
resultados presentados sugieren que la transferencia intramolecular del fosfato del
dominio autoquinasa al dominio receiver en TolR es mas eficiente que la transferencia
intermolecular del fosfato del componente quinasa sensor TolRsk al dominio receiver
del componente regulador de respuesta TolRgr. Esta conclusidon permite especular con
gue el sistema nativo HTCS TolR genera en la célula una respuesta mas eficaz que la
qgue podria generar un sistema CTCS equivalente a TolRsc-TolRgz. Para profundizar en el
estudio comparativo de los sistemas TolR y TolRs-TolRgz, Se procedié a valorar y

comparar su actividad PDE de di-GMPc in vivo.

2.7.5.El sistema CTCS TolRsk-TolRgR es funcional in vivo.

Para determinar si el sistema CTCS TolRsk-TolRgg €s funcional in vivo modulando los
niveles de di-GMPc en la célula, se construyeron los pldsmidos plZtolRsk g, que expresa
los genes tolRsx y tolRgrr separados en el plasmido promiscuo plZ1016 (Fig. 37A), y
plZtolRggr, que expresa solo el gen tolRgrz en plZ1016 (Fig. 37B). En ambos plasmidos, la
expresion de los genes clonados esta bajo el control del mismo sistema regulador
laci®/Ptac al igual que ocurre con el gen nativo tolR expresado en el plasmido plZtolR

(Tabla 2).
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Hindlll Spel Xbal Spel Xbal

Ptacﬁ:)

tolRzp ori (pBBR1)

tolRyy tolR,, ori (pBBR1)

lacl? lacl?
GmR mob GmR mob
plZtolRgy pr plZtolRz;
(9,15 kb) (7,8 kb)

Figura 37. Representacion esquematica de los plasmidos plZtolRscrr (A) y plZtolRgr (B).
Los plasmidos se construyeron siguiendo el protocolo que se detalla en el apartado 3.8 de
Materiales y Métodos. Se representa el origen de replicacion (oripBBR1), la regién de
movilizacién (mob) y el gen que codifica la resistencia a gentamicina (Gm®) del plasmido
plZ1016 y sus derivados. Se representa con una flecha curvada blanca el promotor Ptac. lacl®,
gen que codifica el represor Lacl. Las dianas de restriccidn utilizadas para el clonaje de los
genes tolRsk.rr Y tolRgg se indican como Hindlll, Spel y Xbal. Las dianas de restriccién utilizadas
para el clonaje del gen tolRgz se indican como Spel y Xbal.

Se electroporaron los plasmidos plZtolRsk.rr ¥ pIZtolRrr en la cepa P. aeruginosa
PAO1pel, y se midié la actividad B-galactosidasa en ausencia o en presencia de tolueno
como inductor del sistema, en comparacién con la de la cepa P. aeruginosa
PAO1pel(plZtolR). Se observé que al igual que en el caso de la cepa complementada
con el gen nativo tolR (plZtolR) (Fig. 28), la cepa complementada con el sistema CTCS
artificial (plZtolRsk.rr), presenta una significativa disminucién en los niveles de actividad
[-galactosidasa en presencia del inductor tolueno (Fig. 38A). No obstante, la reduccion
de un 40 % de de la actividad P-galactosidasa observada sin inductor en la cepa
complementada con plZtolRsk.rr, refleja que la actividad basal PDE es mayor en esta
cepa que en la cepa complementada con el gen tolR parental que sélo presenta una
reduccion del 25 % de la actividad B-galactosidasa. Por el contrario, la cepa
complementada sdlo con el regulador de respuesta codificado por el gen tolRgg
muestra una reduccién no tan significativa de la actividad -galactosidasa en presencia
del inductor tolueno (Fig. 38A), confirmando que el componente quinasa sensor TolRsk
es necesario para que el sistema regulador funcione correctamente in vivo. Los
resultados mostrados revelan, por lo tanto, que los dos componentes del sistema CTCS

artificial TolRsc-TolRgr son capaces de interaccionar in vivo de forma correcta,
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reduciendo los niveles de di-GMPc en P. aeruginosa en presencia de la molécula
inductora tolueno de forma similar a como lo hace el sistema nativo TolR.

Para demostrar si el sistema CTCS TolRsk-TolRgg también es funcional en el sistema
homdlogo,Azoarcus sp. CIB, se electroporaron los plasmidos plZtolRsk.rr (Fig. 37A) y
plZtolRgr (Fig. 37B) en la cepa mutante Azoarcus CIBdto/lR que contiene el gen tolR
inactivado, y se realizaron ensayos de exposicion subita a una elevada concentracion

de tolueno para analizar posteriormente la viabilidad celular.
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Figura 38. Analisis del CTCS TolRsx.rr in vivo. A) Expresion de la fusion transcripcional
PpelA::lacZ. Medida de la actividad [-galactosidasa en la cepa P. aeruginosa PAO1pel
complementada con los plasmidos plZ1016 (control negativo), plZtolR (codifica el gen tolR
parental), plZtolRsk.rr (codifica los genes tolRsy y tolRgz) y plZtolRgg (codifica el gen tolRgg)
segun se detalla en el apartado 9.1 de Materiales y Métodos. Las células fueron cultivadas
anaerdbicamente en medio LB con IPTG 1 mM a 30°C durante 16 h en ausencia (barras
blancas) o en presencia (barras verdes) de tolueno 100 uM. La actividad -galactosidasa se
expresa en % respecto a la actividad de la cepa control conteniendo el plasmido plZ1016 y
cultivada en ausencia de tolueno (160 Unidades Miller). B) Ensayo de viabilidad de las cepas
Azoarcus sp. CIB, Azoarcus sp CIBdtolR(plZTolRsy.rr) Y Azoarcus sp CIBdtolR(plZTolRgg) tras
choque de tolueno. Cuantificacion de las unidades formadoras de colonias (ufc/ml) en las
cepas CIBdtolR, CIBdtolR(plZTolRsk.rr) ¥ CIBdtolR(plZTolRgg). Las células fueron cultivadas
anaerdbicamente en medio MC usando piruvato 0,2 % como fuente de carbono y se siguié el
protocolo de exposicidon subita a tolueno 20 mM que se describe en el apartado 5 de
Materiales y Métodos. La viabilidad celular se mide plaqueando diluciones en placas de MC
conteniendo succinato. Las barras muestran la desviacidon estandar de los resultados de tres
experimentos independientes. Los asteriscos muestran la significancia usando el estadistico de
analisis de varianza ANOVA y el test Student-Newman-Keuls: P<0,01 (**) y P<0,001 (***).
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Como se observa en la figura 38B, la complementacién de la cepa mutante
Azoarcus CIBdtolR con el plasmido plZtolRsk rr revierte la pérdida de viabilidad por el
efecto toxico del tolueno, al igual que se habia observado anteriormente con la cepa
complementada con el gen tolR nativo expresado en el plasmido plZtolR (Fig. 17). Por
el contrario, la complementaciéon de la cepa mutante Azoarcus sp. CIBdto/R con el
pldsmido plZtolRgrg No es capaz de revertir la pérdida de viabilidad tras el choque de
tolueno (Fig. 38B).

En resumen, estos resultados sugieren que el sistema artificial CTCS TolRsk-TolRggr
es también funcional en Azoacus sp. CIB, requiere de la interaccion entre el
componente sensor quinasa y el componente regulador de respuesta, y responde a la
presencia de tolueno induciendo una respuesta adaptativa similar a la mediada por el
sistema nativo TolR. Por otro lado, los resultados obtenidos con el componente
regulador de respuesta TolRgg revelan que la actividad PDE de di-GMPc basal (en
ausencia del inductor tolueno) no es suficiente para revertir la pérdida de viabilidad
ocasionada por el choque de tolueno, justificando la existencia de un mecanismo de

activacion molecular dependiente de tolueno en la proteina TolR.

2.7.6. El sistema HTCS TolR es mas eficiente que el sistema CTCS TolRsk-
TolRgrr in vivo.

Para intentar comparar in vivo la eficacia del sistema nativo TolR con la del sistema
artificial TolRsk-TolRgr se disefid un ensayo de actividad PDE de di-GMPc a tiempos
cortos. Para ello, se cuantificd la actividad PDE monitorizando la disminucién en los
niveles de transcrito del gen cdrA de P. aeruginosa PAO1, gen que codifica una
adhesina de la matriz extrapolisacaridica que se genera en la formacion de biopeliculas
y cuya expresion esta regulada positivamente por los niveles de di-GMPc en la célula
(Borlee y cols., 2010). Con este fin, se electroporé P.aeruginosa PAO1AwspF, una cepa
gue posee una disrupcion en el gen wspF, que codifica la principal fosfodiesterasa de
di-GMPc de P. aeruginosa PAO1, con los plasmidos plZtolR y plZtolRsk rr. Se extrajo el
RNA de células de P. aeruginosa PAO1 AwspF (plZtolR) y P. aeruginosa PAO1 AwspF
(plZtolRskrr) cultivadas anaerdbicamente en ausencia o presencia de tolueno durante

1-2 h. En la figura 39 se muestra que sélo se aprecia una disminucion significativa de
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los niveles de transcrito de cdrA en presencia del gen tolR tras 2h de tratamiento con
tolueno. En estas mismas condiciones, la presencia de los genes tolRsx-tolRgr €n las

células no cambia los niveles de transcrito cdrA.

3- m TolR

bbb b

Expresion del gen cdrA (u.a.)

lh-tol 1h+tol 2h-tol 2h +tol

Figura 39. Monitorizacion de la expresion del gen cdrA en cepas de P. aeruginosa PAO1
que contienen el gen tolR, o el sistema artificial tolRsc-tolRrz. Medida de los niveles de
transcrito cdrA mediante RT-PCR cuantitativa en la cepa PAO1 AwspF complementada con los
pldsmidos plZtolR (TolR; barras azules) o plZtolRskrr (TOlIRskrr; barras amarillas) segun se
detalla en el apartado 3.5 de Materiales y Métodos. Las células fueron cultivadas
anaerdbicamente en medio LB con IPTG 1 mM a 30°C durante 1 6 2 h en ausencia (-tol) o en
presencia (+tol) de tolueno 100 uM. Las barras muestran la desviacién estandar de los
resultados de tres experimentos independientes.

Por lo tanto, estos resultados sugieren que el sistema nativo TolR responde a la
molécula efectora tolueno induciendo la actividad PDE de di-GMPc con mayor eficacia

gue el sistema CTCS TolRsk-TolRgg.

3. Identificacion de genes implicados en la cascada de seializacion controlada

por el gen tolR.

Los resultados presentados en los Objetivos 1 y 2 de esta tesis demuestran que el
gen tolR estd implicado en la adaptacion de Azoarcus sp. CIB a los hidrocarburos
aromaticos, y que la actividad de este HTCS implica al segundo mensajero di-GMPc,
respectivamente. Ambos resultados combinados sugieren la implicacién del di-GMPc
en la adaptacion anaerdébica a los hidrocarburos aromdticos, una observacién que no
se habia descrito hasta la fecha. Por este motivo, se procedié inicialmente a confirmar
experimentalmente la implicacion del di-GMPc en la resistencia de Azoarcus sp. CIB a

tolueno.
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3.1. La hidrdlisis de di-GMPc restaura la resistencia a tolueno en la cepa
Azoarcus sp. CIBdtolR.

Como se habia observado anteriormente, la cepa Azoarcus sp. CIBdto/R posee
menor resistencia a una concentracion elevada de tolueno que la cepa parental CIB
(Fig. 17), lo que sugiere que el posible incremento en los niveles de di-GMPc
consecuencia de la inactivacion del gen tolR, seria la causa de dicho fenotipo. Por otro
lado, la complementacion de la cepa Azoarcus sp. CIBdtolR con el gen tolR clonado en
el plasmido plZtolR restauraba la resistencia de la cepa recombinante al tolueno en
anaerobiosis (Fig. 17), lo que sugeria que la hidrdlisis de di-GMPc por la actividad PDE
de TolR era la responsable del incremento en la resistencia al téxico y, por ende, que
los niveles de di-GMPc en la célula estan implicados en un nuevo mecanismo de
adaptacion anaerdbica a los hidrocarburos aromaticos. Para confirmar este punto, se
analizd si la expresion de una PDE de di-GMPc heteréloga y no relacionada con TolR
podria revertir también el fenotipo de sensibilidad a un choque de tolueno en la cepa

Azoarcus sp. CIBdtolR.
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Figura 40. Ensayo de viabilidad celular tras exposicion a una alta concentracion de
tolueno. Cuantificacion de las unidades formadoras de colonias (ufc/ml) en las cepas Azoarcus
sp. CIB (CIB), Azoarcus sp. CIBdto/R (CIBdtolR) y Azoarcus sp. CIBdtolR (plZ2133)
(CIBdtolR(plZ2133)). Las células fueron cultivadas anaerdbicamente en medio MC usando
piruvato 0,2 % como fuente de carbono, nitrato 10 mM como aceptor final de electrones e
IPTG 200 uM, durante 16 h a 30°C. Cuando las células alcanzan la fase exponencial media de
crecimiento, se sometieron a un choque de tolueno 20 mM (barras verdes) o no (barras
blancas) como se describe en el apartado 5 de Materiales y Métodos. La viabilidad celular se
mide plaqueando diluciones en placas de MC con succinato. Las barras muestran la desviaciéon
estdndar de los resultados de tres experimentos independientes. Los asteriscos muestran la
significancia usando el estadistico de andlisis de varianza ANOVA vy el test Student-Newman-
Keuls: P<0,001 (***).

Viabilidad celular (ufc/ml)
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Para ello, se transfirié por electroporacion el plasmido plZ2133, que expresa la PDE
de di-GMPc PA2133 de P. aeruginosa, a la cepa mutante CIBdto/R y se realizaron
ensayos de viabilidad celular tras exponer las células a una alta concentracién de
tolueno. Como se muestra en la figura 40, la complementacién con el plasmido
plZ2133 revierte totalmente el efecto de la inactivacion del gen tolR, lo que indica que
la hidrdlisis de di-GMPc esta asociada a una mayor resistencia al tolueno.

Por lo tanto, estos resultados sugieren que los niveles de di-GMPc regulan la

resistencia al efecto téxico de los hidrocarburos aromdaticos en Azoarcus sp. CIB.

3.2. El gen tolR también estd implicado en aspectos de la fisiologia de Azoarcus
sp. CIB que no dependen de la presencia de hidrocarburos aromaticos.

Como se ha mostrado en el apartados 2 de Resultados, la proteina TolR muestra
una actividad autoquinasa y PDE de di-GMPc basal independiente de la presencia de
hidrocarburos aromaticos (Figs. 23 y 28), lo que permitia sospechar que incluso en
ausencia de tolueno la actividad PDE de di-GMPc basal podria estar implicada en el
control de ciertos procesos celulares dependientes de los niveles de este segundo
mensajero, e.g., agregacion celular, formacién de biopeliculas, etc. (Romling y cols.,
2013). Para explorar la posibilidad de que el gen tolR estuviese controlando en
Azoarcus sp. CIB otros procesos no relacionados directamente con el metabolismo
anaerdbico de los hidrocarburos aromaticos, se comparé el comportamiento de la
cepa parental Azoarcus sp. CIB con el de la cepa mutante Azoarcus sp. CIBdtolR y con
el de dicha cepa mutante complementada con el plasmido plZtolR, utilizando piruvato

como fuente de carbono no aromatica.

3.2.1. El gen tolR esta implicado en la adaptacion de Azoarcus sp. CIB al
crecimiento anaerdbico en piruvato.

En primer lugar, se procedié a estudiar la cinética de crecimiento anaerdbico de
Azoarcus sp. CIB, Azoarcus sp. CIBdtolR y Azoarcus sp. CIBdto/R(plZtolR) en piruvato,
una buena fuente de carbono para la bacteria y que no tiene caracter aromatico. Para
ello, las tres cepas a estudio procedentes de un crecimiento anaerébico en benzoato
fueron cultivadas anaerébicamente en medio minimo MC con piruvato como fuente

de carbono y energia. En la figura 41 puede observarse que para las tres cepas el
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crecimiento maximo alcanzado en la fase estacionaria es similar, pero la cepa mutante
Azoarcus sp. CIBdtolR muestra una fase de latencia un poco mayor y una tasa de
crecimiento (u=0,19) inferior a la mostrada por la cepa parental Azoarcus sp. CIB y el

mutante complementado Azoarcus sp. CIBdtolR(plZTolR) (u=0,37-0,4).
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Figura 41. Curvas de crecimiento anaerdbico de Azoarcus sp. CIB, Azoarcus sp. CIBdtolR y
Azoarcus sp. CIBdtolR(plZTolR) utilizando piruvato como unica fuente de carbono. Se midio el
incremento de absorbancia a 600 nm (Agyp) de Azoarcus sp. CIB (rombos), Azoarcus sp.
CIBdtolR (cuadrados) y Azoarcus sp. CIBdto/R(plZtolR) (tridngulos) cultivados anaerdbicamente
en medio minimo MC con KNO; 10 mM como aceptor final de electrones y piruvato 0,2 %
como fuente de carbono.

Este resultado indica que la inactivacion del gen tolR genera un retraso en el
crecimiento anaerébico de Azoarcus sp. CIB en piruvato, sugiriendo que dicho gen estd
implicado en la adaptaciéon de Azoarcus sp. CIB al metabolismo anaerdbico del
piruvato.

Cuando se analizaron al microscopio de contraste de fases las células cultivadas en
piruvato, se observo que las de la cepa Azoarcus sp. CIBdtolR eran aparentemente mas
grandes que las de la cepa parental Azoarcus sp. CIB (Fig. 42). La complementacién de
la cepa Azoarcus sp. CIBdtolR con el gen tolR clonado en plZTolR restauraba el tamafo
de las células al de la cepa parental (Fig. 42). Mediante el uso del software Imagel se
calculd la longitud celular promedio para cada cepa, obteniéndose una media de 1.81
(£0.35) um para la cepa parental, 2.37 (£0.59) um para la cepa mutante y 1.75 (+0.35)

pm para la cepa complementada. En conclusion, la inactivacion del gen tolR produce
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un aumento en el tamano celular de la cepa Azoarcus sp. CIBdto/R cultivada

anaerdbicamente en piruvato.

Azoarcus sp. Azoarcus sp.
Azoarcus sp. CIB CiBdtolR CIBdtolR(plZTolR)

Figura 42. Imagenes al microscopio optico de las cepas Azoarcus sp. CIB, Azoarcus sp.
CIBdtolR y Azoarcus sp. CIBdtolR(plZtolR). Las células se cultivaron anaerdbicamente en
medio minimo MC con KNO; 10 mM como aceptor final de electrones, y con piruvato 0.2%
como Unica fuente de carbono y se tomaron fotografias al microscopio de contraste de fases
con el objetivo de 40 aumentos (x400). En la parte inferior de las imagenes se muestra una
zona de las mismas aumentada.

3.2.2. El gen tolR esta implicado en la formacion de biopeliculas en Azoarcus
sp. CIB.

En el apartado 2.3, se mostré que la complementaciéon de una cepa de E. coli
hiperproductora de biopeliculas con el plasmido que contiene el gen tolR nativo, era
capaz de reducir al 50 % la capacidad de formacién de la biopelicula (Fig. 25). Esta
observacion esta de acuerdo con el hecho de que TolR posea actividad PDE de di-GMPc
ya que se sabe que la disminucion de los niveles celulares de este nucledtido reduce la
capacidad de formacién de biopeliculas en bacterias (Hickman y cols., 2005). Por tanto,
se analizé si la inactivacion del gen tolR en el propio Azoarcus sp. CIB podria causar la
formacidn de biopeliculas. Mientras que la cepa parental Azoarcus sp. CIB creciendo
anaerdbicamente en piruvato no forma biopeliculas claramente detectables, la cepa
mutante Azoarcus sp. CIBdto/R forma un depdsito a modo de biopelicula estable en el

fondo de las botellas de cultivo cuando alcanza la fase estacionaria de crecimiento (Fig.
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43). Dado que no se observan estas biopeliculas en la cepa mutante tolR
complementada con el gen tolR, parece haber una relacidon directa entre Ia

inactivacion del gen tolR y la aparicion de este fenotipo.

Azoarcus Azoarcus sp.
sp.CIB CiBdtolR

Figura 43. Formacion de biopeliculas en las cepas Azoarcus sp. CIB y Azoarcus sp.
CIBdtolR. Fotografia de las botellas de cultivo de las cepas Azoarcus sp. CIB y Azoarcus sp.
CIBdtolR crecidas anaerdbicamente hasta alcanzar la fase estacionaria en medio minimo MC
con KNO3; 10 mM como aceptor final de electrones, y con piruvato 0,2 % como Unica fuente de
carbono. La acumulacidn de células de Azoarcus sp. CIBdtol/R formando una biopelicula en el
fondo de las botellas se muestra con una flecha.

3.2.3. El gen tolR esta implicado en la agregacion celular en Azoarcus sp. CIB.

Dado que TolR funciona como una fosfodiesterasa de di-GMPc, y uno de los efectos
mas estudiados del incremento de los niveles de di-GMPc como consecuencia de la
disrupcién de una fosfodiesterasa es la formacién de agregados celulares (Romling y
cols., 2013), se planted el estudio de la posible agregacion de las células de Azoarcus
sp. CIBdtolR a lo largo de la curva de crecimiento anaerdbico en piruvato. Como se
muestra en la figura 44, las imagenes de microscopia tomadas de la cepa mutante
Azoarcus sp. CIBdto/lR muestran la presencia de agregados celulares en las etapas
tempranas de la curva de crecimiento, que no se observan en la cepa parental
Azoarcus sp. CIB ni en la cepa complementada Azoarcus sp. CIBdtolR(plZtolR). En la
fase exponencial media de la curva de crecimiento los agregados celulares de Azoarcus
sp. CIBdtolR desaparecen.

Este resultado sugiere que el gen tolR interviene regulando la formacién de
agregados celulares en la fase inicial del crecimiento anaerdbico de Azoarcus sp. CIB en

piruvato.
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Azoarcus sp. Azoarcus sp. Azoarcus sp.
CiB CIBdtolR CIBdtolR(plZTolR)

Figura 44. Imagenes al microscopio 6ptico de cultivos en fase exponencial temprana de
las cepas Azoarcus sp. CIB, Azoarcus sp. CIBdtolR y Azoarcus sp. CIBdtolR(plZtolR). Las células
se crecieron anaerdbicamente en medio minimo MC con KNO; 10 mM como aceptor final de
electrones, y con piruvato 0.2% como Unica fuente de carbono. Se tomaron fotografias al
microscopio de contraste de fases con el objetivo de 40 aumentos (x400) de cultivos en fase
exponencial temprana.

3.3. Analisis transcriptdmico comparativo entre la cepa parental Azoarcus sp. CIB
y la cepa mutante Azoarcus sp. CIBdtolR.

Los resultados presentados anteriormente sugieren que el HTCS TolR estd implicado
en el control de distintos procesos celulares en Azoarcus sp. CIB. Esto estd de acuerdo
con el hecho de que TolR sea una fosfodiesterasa de di-GMPc y que este segundo
mensajero esté implicado en numerosas cascadas de sefalizacién celular (Romling y
cols., 2013). Dada la complejidad del circuito regulador asociado a los niveles celulares
de di-GMPc en bacterias (Schirmer y Jenal, 2009; Romling y cols., 2013), se planted un
abordaje transcriptémico global para tratar de identificar alguno de los posibles genes

diana controlados, directa o indirectamente, por TolR en Azoarcus sp. CIB.

3.3.1. Secuenciacion masiva del mRNA.

Para tratar de identificar alguno de los posibles genes diana controlados por TolR,
se comparod el transcriptoma global de la cepa parental Azoarcus sp. CIB con el de la
cepa mutante Azoarcus sp. CIBdtolR, cuando ambas se cultivan anaerdbicamente (en
medio minimo MC con piruvato 0,2 % como fuente de carbono) (condicién de
actividad basal de TolR) o tras exposicidon a tolueno 20 mM (condicion de actividad

inducida de TolR).
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Cuando los cultivos alcanzaron la fase exponencial media de crecimiento, se
dividieron en dos muestras y a una de ellas se le anadié tolueno 20 mM. Al cabo de 2
h de agitacion a 30°C se recogieron los cultivos, se extrajo el RNA y se procedio a la
construccion de las librerias de RNA (ver apartado 10.1 de Materiales y Métodos). Se
realizaron dos réplicas biolégicas de cada condicidn, por lo que en total se procesaron
8 muestras para secuenciacidon masiva. Las muestras se procesaron mediante el kit
Encore Complete Prokaryotic RNA-Seq DR Multiplex System 1-8 kit (NuGen).
Resumidamente, los RNAs se retrotranscribieron a cDNA y éste se fracciond para
generar fragmentos de 150 pb a los que se ligaron adaptadores especificos del sistema
[llumina. Posteriormente se realizé una seleccién de la hebra codificante y se amplificd.

La secuenciacion masiva del mRNA se realizé mediante el sistema de Illlumina.

3.3.2. Analisis de las lecturas y normalizacion de las muestras.

Tras la secuenciacion masiva del mRNA, se realizd un andlisis de la calidad de las
lecturas crudas obtenidas, de 36 nt de longitud, mediante el programa FastQC
(Babraham Institute), que determind que la calidad de las lecturas (escala Phred33) se
mantiene en valores aceptables a lo largo de su longitud. Asimismo se realizd el
alineamiento de las lecturas contra el genoma de referencia de Azoarcus sp. CIB,
utilizando sodlo las secuencias que presentaban cero mismatches, distribuyendo al azar
las lecturas que alineaban en mds de una region del genoma. De esta forma, las
lecturas estan homogéneamente distribuidas y sin sesgo, sin restringir el alineamiento
a ninguna de las dos hebras. Cuando éstas se alineaban en el visualizador de genomas
IGV (Integrative Genome Viewer; Robinson, 2011), y a pesar de que los alineamientos
eran “ciegos” a la seleccion de hebra, se observd una buena correlacién de la
orientacién de las lecturas con los Open Reading Frames (ORFs) anotados.

Para poder hacer comparaciones entre muestras, es necesario normalizar los datos
por cantidad total de lecturas mapeadas (rendimiento de la libreria), y por tamario del
gen, ya que existe una gran dependencia entre éste y el nimero de lecturas debido al
proceso de preparacién de librerias para RNAseq. Por ello, se procedié a la
cuantificaciéon y normalizacién de las muestras, es decir, a la asignacién de lecturas a
cada locus y a calcular el valor de RPKM (Reads Per Kb of transcript per Million mapped
reads) mediante el programa EDGE-pro (Magoc, 2013), especificamente disefiado para
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transcriptomica de bacterias, que utiliza la anotacién proporcionada para cuantificar

las ORF y eliminar los rRNA y tRNA en el célculo de los niveles de RPKM (Tabla 4).

o
Muestra Nelecturas Mapeadas en Lecturasunicas  Lecturas multiples
totales genoma
CIB pir 1 7.769.159  7.466.036 (96,10%) 2.884.731 (37,13%) 4.581.305 (58,97%)
CIBtol 1 10.367.116  10.117.918 (97,60%) 4.520.583 (43,61%) 5.597.335 (53,99%)

CIBdtolRpirl  6.131.386  5.820.959 (94,94%) 2.608.149 (42,54%) 3.212.810 (52,40%)
ClBdto/lRtol1 ~ 11.587.343 11.294.120 (97,47%) 5.814.818 (50,18%) 5.479.302 (47,29%)
CIB pir 2 11.141.384 10.955.836 (98,36%) 4.668.168 (41,90%) 6.290.668 (56,46%)
CIB tol 2 9.491.199  9.269.951 (97,67%) 4.811.709 (50,70%) 4.458.242 (46,97%)
CIBdto/Rpir2  12.239.213 11.188.912 (91,42%) 4.229.295 (34,56%) 6.959.617 (56,86%)
CIBdtolRtol 2 3.499.617  3.314.862 (94,72%) 1.586.880 (45,34%) 1.727.982 (49,38%)

Tabla 4. Estadisticas de la secuenciacion masiva de RNA de las dos muestras 1 y 2 de
Azoarcus sp. CIB (CIB) y del mutante Azoarcus sp. CIBdtolR (CIBdtolR) cultivadas en piruvato
(pir) o tras exposicion a tolueno 20 mM (tol). La distribucién de los alineamientos de las
lecturas se realizé con el programa EDGE-pro.

A pesar de que la preparacién de las muestras mediante el protocolo de NuGEN
conlleva informacion sobre la direccidn de la transcripcidn, en el analisis realizado no
se diferencian las dos hebras y no se ha tenido en cuenta.

Como primera aproximacién a la descripcidn del transcriptoma obtenido, podemos
observar en un mapa de calor (obtenido con el programa R statistical package), una
representacion de los 3099 genes que presentan en todas las muestras promediadas
un RPKM>0, es decir, eliminando aquellos genes, 808, que en alguna de las muestras
promediadas no muestran expresién, y también los 832 restantes que en ambas
muestras no aparecen expresados. Asi, esta representacion, que mantiene el orden de
los genes seguln su anotacién en el genoma, refleja un 65,4 % del total de los genes
codificantes de proteinas anotados (4739 genes) y muestra un perfil de expresidon

caracteristico y diferente en cada condicion (Fig. 45).
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Figura 45. Representacion global de los genes con RPKM> 0 seleccionados del analisis
transcriptdmico comparativo entre Azoarcus sp. CIB (CIB) y Azoarcus sp. CIBdtolR (CIBdtolR)
cultivados en piruvato (Piruvato) o tras exposicion a una concentracion toxica de tolueno 20
mM (Tolueno). Se muestra la distribucion de genes por rangos de expresion desde la minima
(blanco) hasta la maxima (marrén).

3.3.3. Analisis de los genes diferencialmente expresados entre la cepa
parental Azoarcus sp. CIB y la cepa mutante Azoarcus sp. CIBdtolR.

Se procedié al andlisis de expresion diferencial de los genes usando los valores de
RPKM calculados y promediados entre las dos réplicas bioldgicas y comparando
siempre la cepa mutante frente a la parental, por un lado creciendo en piruvato
(actividad TolR basal), y por otro lado tras el choque de tolueno (actividad TolR
inducida).

En primer lugar, se analizé la distribuciéon de los niveles de expresion en cada
condicién, teniendo en cuenta los valores promedio de los genes con valores de

RPKM>0, y sdlo los genes que presentan una diferencia de expresion de > 2 6 < 0,5
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veces, representando por separado los que se sobreexpresan y los que se reprimen en
la cepa mutante respecto a la cepa parental (Fig. 46). Cabe destacar que, en las dos
condiciones a estudio, el nimero de genes sobreexpresados en cada uno de los rangos
descritos fue similar, mientras que el nimero de genes reprimidos es claramente

superior en todos los rangos en la condiciéon de choque con tolueno.
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Figura 46. Distribucion de los rangos de expresion de los genes, expresado como Fold
Change (FC), sobreexpresados (A) o reprimidos (B) en la cepa mutante Azoarcus sp CIBdtolR
con respecto a la cepa parental Azoarcus sp. CIB. Se muestran los rangos de expresion
diferencial, medidos como nimero de veces de cambio (Fold Change, FC) en las condiciones de
crecimiento en piruvato (barras azules) y tras un choque de tolueno (barras rojas).

El mayor nimero de genes diferencialmente expresados en la situacién de
tratamiento con tolueno, estd de acuerdo con el hecho de que en esta situacion se
induce la actividad de TolR vy, por lo tanto, se espera también un mayor impacto de
esta proteina en la fisiologia de la célula.

Otro analisis que nos permite hacernos una idea de cdémo la expresion de la cepa
mutante se separa del comportamiento mostrado por la cepa parental son las graficas
de dispersion que contienen los datos de RPKM expresados como logaritmo decimal, y
donde se tiene en cuenta no sélo el nivel de expresidon sino la probabilidad de
equivocarse en el andlisis realizado, medida como el valor de FDR (False Discovery
Rate) (escala color) (Fig. 47). En estas graficas los valores de interés serian los que se
acerquen al azul, el resto tiene un valor de FDR inasumible, quedando representados
hacia la izquierda de la diagonal los genes que se sobreexpresan, y hacia la derecha los

que se reprimen en la cepa mutante frente a la parental.
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Figura 47. Graficas de dispersion de los genes expresados al comparar la cepa mutante
Azoarcus sp. CIBdtolR con la cepa parental Azoarcus sp. CIB en piruvato (A) o tras el choque
de tolueno (B). Se presentan los datos de expresién génica obtenidos como el logaritmo
decimal del valor de RPKM en la cepa parental (en el eje de abscisas) y en la cepa mutante (en
el eje de ordenadas). La probabilidad de equivocarse en el andlisis realizado (FDR), se indica en

una escala de color que va del naranja (alta probabilidad) al azul (baja probabilidad). Los
puntos azules son los valores de expresion diferencial que se consideran creibles.

Comparando las graficas de las dos condiciones experimentales analizadas podemos
destacar que tras el choque con tolueno (Fig. 47B) hay bastante mas dispersion de

puntos que en la condicién de piruvato (Fig. 47A), lo que nos indica que el cambio
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entre ambas cepas en esta condicién es mayor y afecta a mds genes, y ademads hay
mas puntos azules que en la condicidon basal de piruvato, lo que revela una mayor
certeza en los cambios observados.

De esta forma, se considerd que un gen estaba diferencialmente expresado (DEG)
cuando su valor promedio RPKM en una condicién mostraba una variacién (Fold
Change) de > 2 veces (sobreexpresado) 6 < 0,5 veces (reprimido) en la cepa mutante
respecto a la cepa parental. Es decir, se consideraron DEG aquellos genes que estan
expresados en una de las cepas a valores que son al menos el doble o la mitad que en
la otra cepa, y que tienen un valor de p-value ajustado (Audic y Claverie, 1997)
mediante FDR inferior a 0,05 (Benjamini y cols., 2001), es decir, asumiendo la
probabilidad de equivocarse una de cada 20 veces que se haga el analisis. Asi, se
obtuvieron un total de 213 DEG, de los cuales un total de 31 genes se detectaban en la
condicion de crecimiento en piruvato, 172 DEG en la condicion de choque de tolueno,

y 10 DEG eran comunes en ambas condiciones (Fig. 48).

Piruvato Tolueno

Figura 48. Diagrama en el que se muestra el nimero de genes diferencialmente
expresados (DEG) cuando se compara la cepa Azoarcus sp. CIB parental y la cepa mutante
Azoarcus sp. CIBdtolR cultivadas en piruvato (piruvato) o tras un choque de tolueno
(tolueno).

En las Tablas 5 y 6 se resumen los genes seleccionados en cada condicién, con su
numero de identificacidn y funcién asignada, la categoria COG, el nimero de veces de

induccidén (en rojo) / represion (en verde), expresados como Fold Change, y el FDR.
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Tabla 5. Genes diferencialmente expresados (DEG) al comparar la cepa mutante Azoarcus sp. CIBdtolR
con la cepa parental Azoarcus sp. CIB cultivadas en piruvato*.

.. . Categoria Fold
Gene Funcion asignada COG Change FDR
AzCIB_3894 proteina hipotética azo3464 S 2,60E+01 2,56E-04
AzCIB_3295 proteina hipotética AZKH_1208 R 2,45E+01 1,24E-27
AzCIB_0496 proteina hipotética Pfl01_0482 2,40E+01 1,12E-13
AzCIB_1234 proteina hipotética AZKH_0230 S 1,83E+01 0,00E+00
AzCIB_1982 receptor putativo TonB-dependiente P 1,50E+01 6,63E-10
AzCIB_1233 fosfolipido/glicerol aciltransferasa I 1,40E+01 3,52E-09
AzCIB_3504 proteina hipotética AZKH_3447 o) 1,00E+01 2,43E-28
AzCIB_2593 proteina de reparacién de DNA L 9,00E+00 1,67E-02
AzCIB_1836 galactosiltransferasa | (sintesis nucleo LPS) M 8,50E+00 8,51E-04
AzCIB_3446 metalofosfoesterasa S 8,50E+00 1,01E-02
AzCIB_3294 proteina hipotética AZKH_1209 8,00E+00 6,50E-20
AzCIB_1065 lisina 2,3-aminomutasa E 7,50E+00 2,11E-06
AzCIB_3290 proteina hipotética AZKH_1213 7,37E+00 2,33E-28
AzCIB_3102 proteina transmembrana ferredoxina 4Fe-4S C 7,00E+00 1,51E-03
AzCIB_4598 MCP transductor de sefial con sensor Cache N, T 7,00E+00 6,41E-03
AzCIB_0356 metilmalonato-semialdehido deshidrogenasa (MmsA) C 5,50E+00 2,16E-02
AzCIB_1665 transportador ABC, extrusion (periplasma) > 5,00E+00 3,49E-02
AzCIB_2179 simporte nitrato/proton P 5,00E+00 3,58E-05
AzCIB_1235 regulador transcripcional, familia LysR K 3,89E+00 9,22E-06
AzCIB_3764 proteina hipotética AZKH_3692 2,84E+00 4,38E-13
AzCIB_2025 proteina de reparacion de DNA, RadA 0 2,82E+00 3,61E-02
AzCIB_3381 proteina hipotética AZKH_3330 2,82E+00 4,05E-04
AzCIB_3763 proteina hipotética ebA4143 2,81E+00 1,22E-61
AzCIB_0458 proteina hipotética AZKH_0540 2,69E+00 1,22E-03
AzCIB_0046 Histidina quinasa, con dominio HAMP 2,45E+00 8,38E-10
AzCIB_4537 proteina hipotética Rpic12D_0672 2,42E+00 1,95E-06
AzCIB_3445 proteina hélice-giro-hélice, CopG 2,40E+00 3,53E-02
AzCIB_0834 proteina hipotética AZKH_0954 2,38E+00 1,30E-27
AzCIB_1357 proteina hipotética Tmz1t_2119 2,29E+00 3,33E-03
AzCIB_3296 glicerol-3-fosfato deshidrogenasa C 2,25E+00 4,65E-05
AzCIB_2381 proteina hipotética AZKH_p0618 2,21E+00 3,65E-03
AzCIB_3018 proteina hipotética AZKH_3091 2,14E+00 1,26E-03
AzCIB_1983 proteina hipotética ebA6147 2,12E+00 5,45E-05
AzCIB_0203 proteina hipotética ebA4524 2,05E+00 6,81E-04
AzCIB_2181 nitrato reductasa 1, subunidad alfa 2,04E+00 7,65E-14
AzCIB_0032 proteina hipotética HRM2_34780 4,53E-01 5,64E-14
AzCIB_3336 proteina hipotética azo0999 4,25E-01 1,34E-05
AzCIB_3704 proteina hipotética AZKH_3633 3,52E-01 5,18E-03
AzCIB_1624 bomba de extrusidon de metales pesados, familia CzcA p 1,43E-01 3,86E-02
AzCIB_1585 transportador ABC de aminodacidos ramificados, 1,25E-01 3,98E-02
proteina de unién a ATP (BraF) g
AzCIB_3609  proteina hipotética ebA889 S 5,71E-02 3,59E-02
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Tabla 6. Genes diferencialmente expresados (DEG) al comparar la cepa mutante Azoarcus sp. CIBdtolR
con la cepa parental Azoarcus sp. CIB en la condicidn de choque de tolueno*.

Categoria Fold

Gen Funcidn asignada COG Change FDR
AzCIB_3290 proteina hipotética AZKH_1213 4,15E+01  4,24E-11
AzCIB_1233 fosfolipido/glicerol aciltransferasa I 3,35E+01  3,37E-67
AzCIB_1234 proteina hipotética AZKH_0230 S 2,95e+01  0,00E+00
AzCIB_1271 proteina de biosintesis de pirroloquinolina quinona C H 1,55E+01 6,13E-14
AzCIB_3295 proteina hipotética AZKH_1208 R 1,45E+01  3,31E-03
AzCIB_0495 proteina hipotética azo3576 M 1,25E+01  2,03E-18
AzCIB_2426 Enoil-CoA hidratasa/isomerasa I 9,00E+00 1,27E-03
AzCIB_3343 proteina hipotética AZKH_1104/ glutamate-5-kinase N, U 9,00E+00  2,74E-02
AzCIB_1570 proteina de unién a GTP R 8,50E+00  3,56E-02
AzCIB_1166 glicina deshidrogenasa (GcvP) E 8,00E+00  1,52E-08
AzCIB_1835 proteina de biosintesis de oligosacaridos tipo Algl4 M 8,00E+00  2,27E-03
AzCIB_0497 piruviltransferasa 7,50E+00 3,30E-03
AzCIB_0322 proteina hipotética AZKH_0397 M 7,00E+00  1,82E-06
AzCIB_1946 ciclohexanocarboxil-CoA deshidrogenasa I 7,00E+00 1,60E-04
AzCIB_0161 proteina hipotética SinacDRAFT_3220 6,50E+00  7,25E-04
AzCIB_0193 proteina hipotética TOL2_C41290 6,50E+00  4,07E-04
AzCIB_1916 proteina de membrana externa M 6,50E+00  1,24E-03
AzCIB_3721 proteina hipotética AZKH_3641 T 6,00E+00  1,50E-04
AzCIB_0546 proteina putativa transportador ABC Vv 5,50E+00  8,22E-04
AzCIB_1075 proteina de la familia Citocromo ¢ C 5,50E+00 2,62E-02
AzCIB_0781 proteina-glutamina N-metiltransferasa J 5,00E+00  1,65E-02
AzCIB_1047 hidrolasa Zn-dependiente R 5,00E+00 1,75E-05
AzCIB_1250 proteina putativa de sefializacidn transduccional con T 5,00E+00  2,77E-02

dominio CBS
AzCIB_1619 transportador ABC de aminodcidos ramificados, E 5,00E+00  4,61E-03

proteina permeasa
AzCIB_1907 proteina de la familia Citocromo ¢ 5,00E+00 5,27E-05
AzCIB_3230 proteina ClpV1 0 5,00E+00  1,26E-03
AzCIB_3381 proteina hipotética AZKH_3330 4,30E+00  7,99E-03
AzCIB_0527 acidos grasos-ACP hidrolasa (CycA) S 4,19E+00  0,00E+00
AzCIB_1722 proteina hipotética Lcho_0142 4,03E+00 1,78E-71
AzCIB_1721 proteina hipotética Pnap_4568 M 3,83E+00 3,30E-183
AzCIB_3966 sistema de extrusion cobre/plata, componente de P 3,64E+00 3,02E-09

membrana
AzCIB_1269 proteina de biosintesis de pirroloquinolina quinona A 3,52E+00  2,66E-11
AzCIB_1720 bomba de extrusién de metales pesados, familia CzcA P 3,49E+00 1,10E-253
AzCIB_1902 3-hidroxiacil-(ACP) deshidratasa I 3,35E+00  3,00E-08
AzCIB_1723 proteina de extrusion de membrana externa M, U 3,30E+00  8,41E-68
AzCIB_0496 proteina hipotética Pfl01_0482 3,29E+00  1,19E-26
AzCIB_1719 proteina hipotética MW7_1445 3,09E+00  4,88E-88
AzCIB_1270 proteina de biosintesis de pirroloquinolina quinona B R 3,00E+00  9,19E-15
AzCIB_1170 transportador D-serina/D-alanina/glicina E 2,91E+00  7,51E-21
AzCIB_4432 transportador tipo ABC-2 V 2,71E+00  4,18E-15
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sistema transportador de C4-dicarboxilato, permeasa,
subunidad pequefia
TolR

proteina de resistencia a acriflavina

sistema de transporte unién a proteina dependiente,
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transmembrana
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membrana
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proteina 1,2-fenilacetil-CoA epoxidasa (NADPH) 2
proteina hipotética AZKH_3692

proteina relacionada con transportador ABC
transporter
proteina hipotética Daro_2174

proteina hipotética ebB89
proteina hipotética AZKH_2735
Anticodon GCC
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regulador transcripcional, familia GntR
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proteina hipotética Z2823

proteina hipotética AZKH_3895
acil-CoA sintetasa

Fasina

propionil-CoA carboxilasa cadena beta, precursor
mitocondrial (PccB)

cytochrome ¢, clase |

proteina de secrecion general H
proteina hipotética de exporte
proteina hipotética NSU_4612

proteina hipotética MCP_0952 ||| | familia 2 glicosil
transferasa

proteina hipotética AZKH_0738

proteina putativa formato deshidrogenasa, subunidad
gamma (FdhC)

cytochrome c, clase |

transportador ABC putativo, receptor de glutamato
(Glt1)

proteina hipotética ebA826
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2,44E+00

2,38E+00

2,35E+00

2,33E+00
2,25E+00
2,24E+00
2,24E+00
2,24E+00
2,16E+00
2,13E+00
2,12E+00
2,11E+00
2,09E+00

2,08E+00
2,08E+00
2,06E+00
2,06E+00

2,06E+00
2,04E+00
2,01E+00
4,96E-01
4,96E-01
4,92E-01
4,89E-01
4,82E-01
4,80E-01

4,74E-01
4,72E-01
4,47E-01
4,36E-01
4,29E-01

4,21E-01
4,17E-01

4,09E-01
4,07E-01

4,00E-01

8,20E-50

5,70E-39
1,90E-275
6,51E-08

5,23E-14

5,70E-25

2,33E-10
2,76E-58
1,97E-06
1,11E-02
1,41E-32
2,24E-02
5,77E-05
2,90E-83
9,26E-12
3,73E-18

1,99E-05
1,91E-14
4,30E-02
3,74E-16

3,02E-03
6,55E-08
1,57E-24
7,57E-54
1,51E-82
1,70E-277
3,18E-157
1,94E-17
4,35E-02

8,89E-27
7,16E-26
4,04E-02
1,42E-08
2,53E-02

0,00E+00
1,59E-02

8,69E-04
1,77E-191

2,09E-02
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AzCIB_0250
AzCIB_4247

AzCIB_1041
AzCIB_3425
AzCIB_3914
AzCIB_0692
AzCIB_0078
AzCIB_3049
AzCIB_1596
AzCIB_1972

AzCIB_2887
AzCIB_2352
AzCIB_2952
AzCIB_1926
AzCIB_3872
AzCIB_4658
AzCIB_4644
AzCIB_2258
AzCIB_0976
AzCIB_3409
AzCIB_0430
AzCIB_0575
AzCIB_3978
AzCIB_0409
AzCIB_2108
AzCIB_4234
AzCIB_0454
AzCIB_1459
AzCIB_1074
AzCIB_2741
AzCIB_0767
AzCIB_4727
AzCIB_0395
AzCIB_1216
AzCIB_1501
AzCIB_0419
AzCIB_0020

AzCIB_2287
AzCIB_0418
AzCIB_2316
AzCIB_2562
AzCIB_0255
AzCIB_3354
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proteina hipotética AZKH_0322

regulador de respuesta con dominios diguanilato
ciclasa/fosfodiesterasa con sensor PAS/PAC
glutation S-transferasa

2-isopropilmalato sintasa

transportador ABC, extrusion (periplasma)
histidina quinasa hibrida

16S rRNA metiltransferasa

acetolactato sintasa I, subunidad grande
proteina hipotética AZKH_2126

proteina putativa inosin-5-monofosfato
deshidrogenasa
piruvato oxidorreductasa

proteina putativa histidina quinasa

aspartato amonio-liasa

proteina MCP

esterasa

proteina hipotética AZKH_4548

proteina asociada a granulo

MCP metiltransferasa/metilesterasa, CheR/CheB
proteina tipo flagelar (FIiT)

proteina de secrecion general A

acil-CoA deshidrogenasa

regulador de respuesta de asimilacion de nitrégeno
proteina putativa aminotransferasa

simportador sodio/soluto symporter

glutation S-transferasa

proteasa dependiente de ATP, subunidad peptidase
proteina hipotética azo0576

glicosil hidrolasa

proteina hipotética RPSI07_mp1449

proteina putativa histidina quinasa

diguanilato ciclasa/fosfodiesterasa

proteina hipotética AZKH_4602

peptidasa familia U32

proteina hipotética Rfer_1020

regulador transcripcional, familia LuxR

proteina tipo adhesina de membrana externa

diguanilato ciclasa/fosfodiesterasa con sensor
PAS/PAC
proteina hipotética SCD_01825

glutamato deshidrogenasa dependiente de NAD
regulador transcripcional, familia Lacl

proteina hipotética ebA377

proteina hipotética AZKH_0327

glicosil transferasa, proteina tipo UDP-
glucuronosiltransferasa

— =

2 4 < mOoO

N, T,D

KT

KT

4,00E-01
3,93E-01

3,92E-01
3,73E-01
3,71E-01
3,68E-01
3,68E-01
3,65E-01
3,57E-01
3,56E-01

3,53E-01
3,51E-01
3,51E-01
3,50E-01
3,48E-01
3,45E-01
3,44E-01
3,44E-01
3,43E-01
3,42E-01
3,41E-01
3,41E-01
3,33E-01
3,33E-01
3,33E-01
3,26E-01
3,20E-01
3,20E-01
3,18E-01
3,18E-01
3,17E-01
3,17E-01
3,16E-01
3,15E-01
3,13E-01
3,11E-01
3,10E-01

3,08E-01
3,06E-01
3,06E-01
3,04E-01
3,04E-01
3,04E-01

2,70E-02
3,29E-04

1,74E-29
0,00E+00
1,22E-02
2,16E-03
5,36E-03
2,60E-02
4,38E-02
6,76E-04

6,96E-07
1,32E-03
1,22E-54
9,45E-05
4,81E-02
1,76E-02
0,00E+00
3,14E-03
1,45E-02
1,32E-02
3,34E-02
3,23E-02
2,62E-02
5,98E-05
1,60E-04
5,37E-03
8,97E-04
1,40E-02
1,87E-02
5,63E-05
2,19E-02
2,81E-02
3,20E-05
1,02E-03
4,36E-02
3,81E-21
6,07E-14

2,24E-05
5,54E-06
7,48E-03
2,52E-03
3,52E-04
6,24E-05
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AzCIB_3849
AzCIB_0618

AzCIB_0857
AzCIB_4408
AzCIB_0234

AzCIB_0125
AzCIB_0929
AzCIB_1294
AzCIB_3109
AzCIB_3335
AzCIB_4250

AzCIB_4080
AzCIB_0349
AzCIB_0018
AzCIB_1298
AzCIB_2060
AzCIB_4197
AzCIB_2410
AzCIB_2302
AzCIB_0539
AzCIB_2563
AzCIB_1231
AzCIB_2977
AzCIB_0067
AzCIB_3604

AzCIB_2980

AzCIB_2978

AzCIB_1217
AzCIB_3773
AzCIB_2409
AzCIB_2527

AzCIB_1188
AzCIB_2708
AzCIB_3387

AzCIB_3399
AzCIB_3607
AzCIB_1160
AzCIB_2179
AzCIB_4289
AzCIB_1022

transportador de extrusion, familia RND

proteina con dominio de unién a metal tipo
hemeritrina
proteina hipotética AZKH_0982

2-hidroxi-6-cetononotrienodioato hidrolasa

quinol deshidrogenasa, cpomponente de periplasma

(NapG)

regulador de respuesta

proteina de biosintesis de ubiquinona (Coq7)
regulador transcripcional, familia LysR
deshidrogenasa de cadena corta

glicolata oxidasa, subunidad de unién a FAD

transportador ABC de aminodcidos ramificados,
proteina de unién a ATP
metilmalonil-CoA mutasa (MutA)

regulador transcripcional, familia LysR

sensor TCS

hidrolasa dependiente de Zn

proteina hipotética AZKH_2763

proteina putativa tipo pirina

succinato deshidrogenasa, subunidad Fe-S
deshidrogenasa/reductasa de cadena corta SDR
proteina hipotética AZKH_0631

proteina tipo particion del cromosoma
catalasa/peroxidasa

hidrogenasa dependiente de Ni, subunidad beta
piruvato aminotransferasa

proteina putativa regulador transcripcional, familia

AsnC

hidrogenasa dependiente de Ni, subunidad grande/

hidrégeno deshidrogenasa, subunidad beta

hidrogenasa dependiente de Ni, subunidad pequefia/

hidrégeno deshidrogenasa, subunidad delta
proteina represor de unién a trp

ApaG
regulador transcripcional, tipo NNR

flavoproteina-ubiquinona oxidorreductasa,
transferencia de electrones (EtfD)

proteina de la familia de extrusién 1 hidréfobo/anfifilo

proteina hipotética AZKH_2189

proteina oxidorreductasa, betaina aldehido
deshidrogenasa (BADH)
citocromo c oxidasa, subunidad |

uroporfirindgeno-Ill metilasa sirohemo sintasa
patatina

simportador nitrato/protén

proteina hipotética AZKH_4353

proteina hipotética AZKH_1516

KT

,Q,R

~moovomP o ™®w DA R

»w W X I O

R, S

el

3,03E-01
3,02E-01

3,00E-01
2,97E-01
2,93E-01

2,90E-01
2,90E-01
2,88E-01
2,86E-01
2,83E-01
2,79E-01

2,79E-01
2,78E-01
2,68E-01
2,64E-01
2,50E-01
2,50E-01
2,45E-01
2,42E-01
2,37E-01
2,37E-01
2,35E-01
2,32E-01
2,32E-01
2,31E-01

2,29E-01

2,22E-01

2,16E-01
2,13E-01
1,82E-01
1,82E-01

1,67E-01
1,67E-01
1,54E-01

1,54E-01
1,41E-01
1,33E-01
1,32E-01
1,18E-01
1,05E-01

3,45E-05
4,77E-06

6,62E-04
7,40E-03
3,83E-02

7,78E-05
1,55E-02
1,01E-06
5,69E-03
1,03E-03
2,89E-04

2,71E-11
5,11E-03
1,60E-02
1,11E-05
9,22E-05
4,07E-03
2,23E-03
1,32E-05
4,89E-04
9,67E-06
4,41E-08
1,64E-09
3,28E-13
4,27€-07

3,96E-10

4,44E-04

1,68E-02
1,32E-03
4,21E-02
3,37E-03

7,38E-03
2,24E-03
3,36E-02

3,40E-03
8,56E-19
6,90E-04
1,52E-40
2,97E-02
5,76E-18
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AzCIB_3177
AzCIB_3601
AzCIB_2180
AzCIB_0030
AzCIB_0931
AzCIB_1025
AzCIB_3152
AzCIB_0017
AzCIB_3440

AzCIB_3070
AzCIB_3337

AzCIB_2697

AzCIB_2883
AzCIB_4559
AzCIB_4579
AzCIB_2102
AzCIB_4072
AzCIB_4660
AzCIB_3358
AzCIB_4669

proteina hipotética AZKH_3288

Nitrito reductasa

antiportador nitrato/nitrito

proteina hipotética HMPREF0380_01560
triptofanasa

proteina hipotética AZKH_1517
regulador transcripcional, familia CysB
GedH

complejo de membrana tipo formato hidrégenoliasa
(HyfG)
regulador Sir2 (silent information regulator)

proteina oxidiorreductasa, glicolato oxidasa,
subunidad de unién a FAD

diguanilato ciclasa/fosfodiesterasa con sensor
PAS/PAC

proteina de resistencia a acriflavina A (TtgA)
proteina hipotética MW7_0821

proteina de unién a leucina (LBP), precursor
proteina de la familia de la fasina

proteina hipotética AZKH_4036

proteina putativa de fago, cola

proteina de biosintesis de molibdopterina MoeY

proteina hipotética conservada

A = m

1,00E-01
9,52E-02
9,36E-02
9,09E-02
9,09E-02
9,09E-02
8,70E-02
8,33E-02
7,69E-02

7,41E-02
7,41E-02

7,14E-02

6,45E-02
6,45E-02
6,45E-02
5,88E-02
5,71E-02
5,71E-02
5,13E-02
4,55E-02

2,10E-02

1,05E-05
2,99E-169
1,29E-02

2,58E-04

2,48E-02

4,82E-02

2,89E-04

1,36E-02

1,90E-03
1,25E-03

7,39E-05

1,56E-02
5,81E-03
1,86E-02
1,99E-03
2,02E-21
2,06E-04
5,99E-04
1,65E-02

*En aquellos genes en los que en alguna de las dos condiciones no se cumple que RPKM>0,
se ha empleado para el calculo de FC el método RPKM+1.

En la condicidn basal de piruvato, de los 41 genes que aparecen diferencialmente

expresados entre las dos cepas de estudio, cabe destacar que la mayoria, el 85,4 % (35

genes) aparecen sobreexpresados en el mutante respecto a la cepa parental, y solo 6

genes, que representan el 14,6 %, aparecen reprimidos. Sin embargo, en la condicion

de choque con tolueno, 119 DEG, que representan el 65,4 %, aparecen reprimidos en

el mutante respecto a la cepa parental y sélo 63 genes (34,6 %) estan sobreexpresados

en la cepa mutante respecto a la parental.

Para realizar un primer analisis acerca de las posibles funciones celulares afectadas

por la mutacion del gen tolR, se agruparon los DEG dentro de cada categoria de grupos

ortdlogos (Clusters of orthologous groups, COG) (Tatusov y cols., 1997) para cada una

de las condiciones.
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De los 41 DEG identificados en piruvato y de los 181 identificados tras choque de
tolueno (sin tener en cuenta el tRNA de Gly), 27 y 145 han podido agruparse en 12y 18

categorias COGs, respectivamente. (Fig. 49).

B Piruvato
B Tolueno

Numero de genes
= = N N
o (0] [=] (5]
L 1 1 1

(%,
1

o
|

CDEGH I JKLMNOPOQQRSTUYV
Categoria COG

Figura 49. Distribucion en categorias funcionales COG de los DEG cuando las cepas
Azoarcus sp. CIB y Azoarcus sp. CIBdtolR se cultivan en piruvato (barras azules) o tras un
choque con tolueno (barras rojas). Designacién de categorias funcionales: C, produccion y
conversion de energia; D, control del ciclo celular y mitosis; E, metabolismo y transporte de
aminoacidos; G, metabolismo y transporte de carbohidratos; H, metabolismo de coenzimas; |,
metabolismo de lipidos; J, traduccién; K, transcripcion; L, replicacién y reparacion; M,
biogénesis de la membrana y la pared celular; N, movilidad celular; O, modificaciones post-
traduccionales, intercambio de proteinas y chaperonas; P, transporte y metabolismo de iones
inorganicos; Q, biosintesis, transporte y catabolismo de metabolitos secundarios; R, genes de
funcién predictiva; S, genes de funcién desconocida; T, mecanismos de transduccién de
sefiales; U, trafico intracelular y secrecion; V, mecanismos de defensa.

En la condicién de crecimiento en piruvato mas de un 10% del total de DEG
pertenecen a las categorias COG relacionadas con produccién y conversion de energia
(C) y con transporte y metabolismo de iones inorgdnicos (P). Por otro lado, en la
condicion de choque con tolueno, mas de un 10 % del total de DEG pertenecen a las
categorias COG relacionadas con mecanismos de transduccion de sefiales (T),
produccién y conversion de energia (C), y genes asociados a transporte y metabolismo
de aminoacidos (E).

En el caso concreto de la condicidon de choque con tolueno parece claro que estd
alterada la red de seializacién celular, ya que es de destacar el importante nimero de
genes (23), que representan casi el 16 % de los DEG, agrupados en la categoria de

mecanismos de transduccién de seiales (T). De estos 23 genes, 6 se clasifican ademas
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en otras categorias COG, e.g., AzCIB_0069 que también pertenece a genes asociados a
transporte y metabolismo de aminoacidos (E), AzCIB_0125, AzCIB_0020 y AzCIB 2287
incluidos en genes asociados a transcripcion (K), AzCIB_1926 relacionado con
movilidad (N), y AzCIB 2258 que también se asocia con control de ciclo celular o
division (N y D).

Entre las proteinas de sefializacion celular diferencialmente expresadas, estan
presentes varias histidina quinasas (AzCIB_3721, AzCIB 2741, AzCIB_2352,
AzCIB_0018) o una posible serin protein quinasa (AzCIB_2893), reguladores de
respuesta de varios tipos, con dominios de uniéon a AMPc (AzCIB_1250y AzCIB_1972),
proteinas relacionadas con el di-GMPc que contienen dominios EAL y GGDEF
(AzCIB_4247 vy AzCIB_0767), algunos de éstos ademas asociados a membrana
(AzCIB_1025, AzCIB_2697 ), proteinas con dominios implicados en el reconocimiento
de sefiales tales como GAF (AzCIB_0020) o un posible regulador transcripcional con
dominio PAS (AzCIB_2287), asi como proteinas que participan en quimiotaxis del tipo
Che-Y (AzCIB_0692, AzCIB 0125, AzCIB _0575) o MCP (Methyl-accepting chemotaxis
protein) (AzCIB_1926, AzCIB_2258).

Ademas, tras el choque de tolueno, podemos apreciar un conjunto de genes
diferencialmente expresados relacionados con la membrana y pared celular (M), entre
ellos varios tipos de transferasas (AzCIB_2664, AzCIB_0495, AzCIB_0078, AzCIB_1835,
AzCIB_1415), proteinas de membrana interna (AzCIB_2883, AzCIB_1721, AzCIB_1725)
o externa (AzCIB_1723, AzCIB_0322, AzCIB_1916). Otro grupo mayoritario de DEG, son
aquellos incluidos dentro de la categoria de mecanismos de defensa (V), como por
ejemplo, AzCIB_3914, AzCIB_4433, AzCIB_3849, AzCIB_4434, AzCIB_1085, AzCIB_0546,
AzCIB_1188, AzCIB_4432 y AzCIB_4437, y que bdasicamente codifican presuntas
bombas de extrusion y transportadores tipo ABC.

En resumen, tanto en condiciones de crecimiento anaerdbico en piruvato como tras
el choque de tolueno, la mutaciéon en el gen tolR parece que genera cambios
significativos en funciones relacionadas con la produccién y conversion de energia. Por
otro lado, tras el choque de tolueno la inactivacion del gen tolR afecta
fundamentalmente a la red de sefializacién celular, envueltas celulares y mecanismos
de resistencia, lo que estd de acuerdo con la reducida viabilidad celular de la cepa

Azoarcus sp. CIBdtolR cuando se enfrenta a una elevada concentracion de tolueno.
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Anexo |

gTolSR 5’

PETTOIR 57/ pIZPASHK 5’ _
atgtcgacgttcgatcgtcagtféttctccgaggcgtcaacggttcgcgttcgcgattcg
tacagctgcaagctagcagtcaataagaggctccgcagttgccaagcgcaagcgctaage
M s T F DR Q L F S EA S T V R V R D S

gtcctcaacgagtccgacgacgatgcgacatttcggcagaaactggcacgeatcatecte
caggagttgctcaggctgctgctacgctgtaaagccgtctttgaccgtgcgtagtaggag
v L NE S D DDA ATF R Q K L A R I

gacggcatgttcgagttcgtggggectgectecgacccggaaggeccggategtegatatetee

ctgccgtacaagctcaagcaccccgacgagctgggccttccggcctagcagctatagagg

D G M FETFV GLULDU PETGT RI V DI
ToIRlntF79A 5’

cggcgggcgctcgacggggccggcgtgcagectcgatgacatacggggcaagectttetgg

gccgcceccgcgagctgececcggecgcacgtecgagectactgtatgecececcgttecggaaagace
R R AL DG AGV QL DDTIR_GK P F W
— TolRintF79A 3’
gaagcgcgctggtgggecgtgtcggaagagttgecgegaggtegegeatgatectegtgega
cttcgecgegaccaccecggcacagecttctcaacgegeteccagegegtactagagcacget
E A R W WAV S E E L R E V A HD L V R

cgggcgcggacaggcgaattegtecgatgegatetegaagtgtacggggecgecgeggge
gceccgegectgtecgettaagecaggectacgectagagettcacatgecececggeggegecey
R A R T G E F V R C DL E V Y G A A A G

aaggagcgggtcgtcatcgacttctcgectgcageccggtgecgggacgagcaggggecgggte
ttcctcgeccagcagtagctgaagagcgacgtcggeccacgecctgectegtececgeccag
K ER V V I DVF s L Q P V R DE Q G R V

gtctttctgctgecggaaggecgcaacatcaccgagaagaagcacgcagagatcgagete
cagaaagacgacggccttcecggegttgtagtggetettettegtgegtetetagetegag
v F L L P E G R N I T E K K H A E I E L

gcgcacaagaacgcggaattgcagcagctcattgacaaagtgegtcagectcgacgegetyg
cgcgtgttcttgegecttaacgtegtcgagtaactgtttcacgcagtcgagectgcgegac
A H K N A E L Q Q L I DK V R Q L D A L

TolRintVal 5
aagaacggtttcttcgccaacctgagccacgagttgecgcaCgecgetggegetgatcatg
ttcttgccaaagaagcggttggactcggtgctcaacgcgtgcggcgaccgcgactagtac
K N G F F A S H E L R T P L A L I M

TolRintVal 3’
gggcctgecgagtcgatgttggegcacggggacaatctcaccgacttgecagegecgegac
cccggacggctcagctacaaccgcgtgcccctgttagagtggctgaacgtcgcggcgctg
G P A E S M L A H G D N Q R R D

TolRint 2

gtcggagtcatccatcgcaacgcggegatgetgectcaagcaggtcaatgagttgetegac
cagcctcagtaggtagcgttgcgccgctacgacgagttcgtccagttactcaacgagctg
v G VvV I H N A A ML L K Q V N E L L D

ctcgcaaagctcgacgccggccagctgecgggcgaactgtctgcaggtcgatcecttgecacat
gagcgtttcgagctgcggccggtcgacgcccgcttgacagacgtccagctagaacgtgta
L A K L G Q L R A N C L Q V D L A H

ctggtccgcacggttgeggeccatttegaagecactegegecgeagegtteegtegettac
gaccaggcgtgccaacgccgggtaaagettegtgagegeggegtegcaaggcagegaaty
L vV RTV A A HVFEATLA AUZPOQIR S V A Y

gaagtggcgacgcccgectacgettgtegecgecageggattccgaaaagatgacccgeate
cttcaccgctgcgggecgatgecgaacagecggegtegectaaggettttctactgggegtag
EvaATU®PATTULV A A A DS E K M TR I

- Tutc3’
gtgctgaacctgttgtccaacgccttcaaattcacgeccgatcggegggecgagtecgatgt
cacgacttggacaacaggttgcggaagtttaagtgcggctageccgeccgetcaggetaca
v L NL L S N A F K F T P I GG R V R C

3135 g
gcgctcgaagecctgggggcagaccgegtgetgeteegegtgagecgatagegggecggge
cgcgagcttcegggacccecegtctggegecacgacgaggcgeactegetategeccggeccyg
A L EA L G A DU RV L L RV S D S G P G

gtggcgecggacatgegeeceggteatettegategattegecacaggggeggggeggegaa
caccgcggcectgtacgegggecagtagaagetagetaagegtgtececegeccegeegett
vV AP DMR PV I F DRF A Q G R G G E

atgcgcggattcgggggaaccggactgggectegegatcgtgaaggaattegecgaactyg
tacgcgcctaageccecttggectgaccecggagegetageacttecttaageggettgac
M R G F G G T G L G L A I V K E F A E L

cacgggggaacggtggcggtatcggacgegeccgaaggeggtgegetgttegaggtgeaa
gtgcccccttgccaccgccatagcctgcgcgggcttccgccacgcgacaagctccacgtt
H G G T VvV A V S A P E G G A L F E V Q

ctgccgeggegateggeggtcgegeccgggegcgaageecggacctgeggeggacgagttyg
gacggcgccgctagecgecagegegggeccgegetteggeectggacgecgectgetcaac
L P R R S AV AP GREA ASGU?PAADE L
ETPASHK 3’/ pIZPASHK 3’
cgggacatcgatgcggtcatcggggccgtgaagcccttcgacgecggtgaaggecggttgag
gccctgtagctacgccagtagccccggcacttcgggaagctgcgccacttccgccaactc
R D I D A V A V K P F D A V K A V E
pETrec 5’ /pTYBREC 5’ pIZREC 5’
cgcgatcggcccgcggcggacgacctgccgctcgtcatcgtcgccgaggacaatgccgac
gcgctagecgggegecgectgetggacggcgagecagtagcageggetectgttacggetyg
R DR P A A D DL P L V I VA E DN A D
TolR 1380 5’
atgcggcaatacatcgtcgaggtgeteggegecgactategegtegegecggetgecgat
tacgccgttatgtagcagctccacgagccgecggectgatagecgcagecgeggeccgacggceta
M R Q Yy I V E V L G A DY R V A P A A D
h TolR 1380 3’
ggggcggcggccctegegetggegetegecgagecgecggacctegtegtcacggatetyg
ccccgcecgecgggagcgcgaccgcgagecggctcggeggectggagcagcagtgectagac
G A A AL AL ALAZEUP?PDILV V T D L

gtgatgccgacgctcgacggcgatcaactggtgcgecgaactgcgecgeccgececggegete
cactacggctgcgagctgccgctagttgaccacgcgcttgacgcgcgggcgggccgcgag
v M P L D G D Q L V R E L R

gcccagctgccggtgetgatgectttcggecgagegecgatgeccgagetgegettgaaactyg
cgggtcgacggccacgactacgaaagccgctcgcggctacggctcgacgcgaactttgac
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ctggccgaatcggtgcaggactatétcaccaagccgttctcgccgcacgagctgcgcgcc
gaccggcttagccacgtcctgatacagtggttcggcaagagcggcgtgctcgacgcgcgg
L A E s V Q D Y V T K F

cgcgtgcggaacctggtgacgatgaagcaggcgegecgacgecttgecagcaagagetegeg
gcgcacgecttggaccactgetacttegtecgegegetgeggaacgtegttetegagege
R vV R N L V T M K Q A R DAL Q Q E L A

acccagaacgtggacctcegtegecttggeccggecagetcatttegaacaageggtegetyg
tgggtcttgcacctggagcagcggaaccgggccgtcgagtaaagcttgttcgccagcgac
T Q N V D R 0 L I s N K R S L

cagcgcagcctcaaggctcgcaaggtcgeccgaggaaagggtccggcacctecgegttette
gtcgcgtcggagttccgagcgttccagcggctcctttcccaggccgtggagcgcaagaag
Q R S L K A R K V A E E R V R H L F

gacgccaccaccgatctgeccaatcgegegecagetcacggagatgetgecagecaggeggte
ctgcggtggtggetagacgggttagegegegtegagtgectetacgacgtegtecgecag
b A TTDUL PN RAOQULTEMMTLOQOQ AV

gcegeegegegtgecgecggeeggecattegecttgetgategtttegetggagegttte
cggcggcgcgecacggeggecggeeggtaagecggaacgactagcaaagecgacctegcaaag
A A A RAAGURUPVFAULLI V S L E R F

aaggagatcacctacacgctgggccagacgcacggcgaccgcctgctacaggatatecgge
ttcctctagtggatgtgcgaccecggtectgegtgeccgetggecggacgatgtectatagecg
K E I T Yy T L G @ T H G D R L L Q D I G

ccgcggatceggtecgtactgecaccecggacgacgegetegectattgeggegaccgegaa
ggcgcectaggecaggcatgacgtgggectgetgegegageggataacgecgetggegett
P R I R S VvV L H P D DA L A Y C G D R E

ttcgecgtgetetgteceggteteggegeccaggecgecteggaactggecgagegecte
aagcggcacgagacagggccagagccgcgggtceecggeggagecttgaceggetegeggag
F AV L C P GL GA Q A A S E L A E R L

gtcgccecgcettcecgaggaagegttcgagettgecgatttecggecattgagatecggegecaac
cagcgggcgaagctccttcgcaagctcgaacggctaaagccgtaactctagccgcggttg
vV AR F E E A F E L A D F G I E I G A

gtcggectegegatetttececggtecatggegacgaagegggagtectgatgegecacgey
cagccggagcgctagaaagggccagtaccgctgcttcgccctcaggactacgcggtgcgc
vV G L A F P G H G D EA G V L M R H A

gaagtcgcegetctaccgegegeagecaggacggaaagtecccactegetetacagegecgag
cttcagcgcgagatggcgcgcgtcgtcctgcctttcagggtgagcgagatgtcgcggctc
E V A L A Q Q D G K s H s S

caggatccgtacaatccgcgeccgettgcagectgatgggggaattgegegeggggategea
gtcctaggcatgttaggcgcggcgaacgtcgactacccccttaacgcgcgcccctagcgt
Q D P Y N R Q L. M G E L R A G I A
TolR 2420 5
aggcgcgaactggtgctctactgccagcccaagectegatctcaatacccgegaaategte
tcecgegettgaccacgagatgacggtcgggttcgagetagagttatgggegetttageag
R REL VLY CQ P XK L DL N TRE I V
TolR 2420 3’
gcgctcgaagecectgacgegetggcagecatecegttctacggectecatttcteececgatggt
cgcgagcttegggactgecgegaccgtegtaggcaagatgeccggagtaaagagggctacca
A L E AL T RW QH P F Y G L I s P D G

ttcgtccegcetcatcgagagcacgggactcatcgegecgcectcacgegetgggtegecagac
aagcagggcgagtagctctcgtgecctgagtagecgeggecgagtgegegacccagegtetg
F Vv PL I E ST GUL I AP L TR W V A D

gcecgetetggeggectgecaccgetggecagecagaagegtttgegegtgecgategegate
cggcgagaccgccggacggtggegacegtegtettegecaaacgegecacggetagegetag
AAA L A A CHRW®W Q Q K R L R V P I A I

aacctgtcggegegeaatctggecgatcegegectgaacgaatacctgecagaacgegetyg
ttggacagccgegegttagaccggctaggegeggacttgettatggacgtettgegegac
N L S A RNULADUPRULNUEY L Q N A L

atcacctggggcgcggaggcgegetggatcgaactcgagatcacggagagctegatcatyg
tagtggaccccgegectecgegegacctagettgagetctagtgectetegagetagtac
I T w G A E A R W I E L E I T E S S I M

gtggatccgcatgetgeccaaacgacgecteggtegectgagegaccggggetttegeate
cacctaggcgtacgacgggtttgctgcgagccagcggactcgctggccccgaaagcgtag
vV D P H A A Q T L G R L S D R G F R I

gtcatcgacgatttcggcaccggetggtegtegetegegtatgtgecagaaactgeccate
cagtagctgctaaagccgtggecgaccagecagegagegeatacacgtetttgacgggtag
v i p D F G T G W S s L A Y V Q K L P I

gatgcgatcaagatcgacaagtcgttcegtgecttccgatgectgcaagaccgegatgecegga
ctacgctagttctagctgttcagcaagcacgaaggctacgacgttctggegetacggect
DA I K I DK S F VL P ML Q D R D A G

gtgatcgtgcattccacgatagagctecggecacagectgggtatcecgggtgattgecgaa
cactagcacgtaaggtgctatctcgagececggtgtecggacccataggeccactaacggett
v i v H S T I E L G H S L G I R V I A E

ggcgtcgagaaccgggaaatcttcgaacgecctgatecgeccteggatgegacgaggegeaa
ccgcagctcttggeccctttagaagcttgecggactagecgggagectacgectgecteecgegtt
G VvV E N R E I F ERUL I AL G C D E A Q

ggctattacgtcggeccgecgatgecggtgggegactttgacggatgggtcaaggeggey
ccgataatgcagccgggeggetacggecaccegetgaaactgectacccagttecgecge
G Yy Yy v G P P M PV G D F D G W V K A A

ccgtggccgetcagggcgaacgggcagtag 3150
ggcaccggcgagtcccgecttgecccgteate
P W P L R A N G Q *
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atgtcgacgttcgatcgtcagttattctccgaggcgtcaacggttcgegttcgegattcg
tacagctgcaagctagcagtcaataagaggctccgcagttgccaagcgcaagcgctaage
M s T F DR Q L F S E A S T V R V R D S

gtcctcaacgagtccgacgacgatgcgacatttcggcagaaactggcacgeatcatecte
caggagttgctcaggctgctgctacgctgtaaagccgtctttgaccgtgcgtagtaggag
E

vV L N s D DDA AT FRQZKTILAIRTI
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cgggacatcgatgcggtcatcggggecgtgaageccttcgacgeggtgaaggeggttgag
gccctgtagctacgeccagtageccecggecacttegggaagetgegecacttecgecaacte
R DI DAV I G A V P F D A V K A V E
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L v T M K QA R DA ATL Q Q E L A

acccagaacgtggacctcgtcgecttggeccggecageteatttegaacaageggtegetyg
tgggtcttgcacctggagcagcggaaccgggccgtcgagtaaagcttgttcgccagcgac
T Q@ N V D R 0 L I s N K R s L

cagcgcagcctcaaggctcgcaaggtcgeccgaggaaagggtccggcacctegegttc
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Secuencia de nucleédtidos y de aminoacidos del gen tolR
de Azoarcus sp. CIB. Las flechas indican la posicién de los
oligonucleédtidos utilizados en este trabajo, se sefialan en
rojo los residuos clave de los distintos dominios y en gris

los dominios de la proteina TolR.
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Los hidrocarburos aromaticos tales como el tolueno y otros compuestos BTEX, e.g.,
xilenos, representan una importante fuente de carbono y energia para los
microorganismos que son capaces de degradarlos. Asi, por un lado, los compuestos
aromaticos disparan la respuesta metabdlica que implica su mineralizacién y utilizacién
como fuente de carbono y energia. Por otro lado, las bacterias inducen una importante
respuesta de estrés como consecuencia del efecto téxico de estas moléculas sobre la
integridad de la envoltura celular. Ambos tipos de respuestas suponen importantes
cambios en los programas metabdlico, morfoldgico y de estrés en la bacteria, que
estan controlados por una compleja red de circuitos reguladores (Ramos y cols., 2002;
Shingler, 2003; Diaz y cols., 2013).

En los ultimos afios se han producido avances significativos en la identificacion y
caracterizacién de los determinantes bioquimicos y genéticos responsables de la
degradacion anaerdbica de los compuestos aromaticos (Carmona y cols., 2009; Fuchs y
cols., 2011; Boll y cols., 2014; Rabus y cols., 2014). Ademas, estudios proteémicos
realizados con la PB-proteobacteria Aromatoleum aromaticum EbN1 han permitido
descifrar algunos de los mecanismos implicados en la respuesta de estrés inducida en
la bacteria por los hidrocarburos aromaticos en condiciones andxicas (Trautwein vy
cols., 2008; Zink y cols., 2010), si bien los mecanismos de regulaciéon que controlan el
disparo de la respuesta de estrés no son conocidos hasta la fecha en ningln
organismos anaerobio.

La B-proteobacteria Azoarcus sp. CIB ha sido ampliamente estudiada en nuestro
laboratorio por su capacidad para degradar tanto aerébica como anaerdbicamente un
buen nimero de compuestos aromaticos entre los que se incluyen hidrocarburos BTEX
como el tolueno y m-xileno (Blazquez, 2009; Carmona y cols., 2009; Judrez y cols.,
2013). El cluster bss-bbs de Azoarcus sp. CIB codifica la ruta periférica que convierte el
tolueno y m-xileno en los intermediarios centrales benzoil-CoA y 3-metil-benzoil-CoA,
respectivamente (Blazquez, 2009; Juarez y cols., 2013). Al igual que ocurre en
organismos filogenéticamente préximos, e.g., cepas del género Thauera y Azoarcus, en
posicidon 5°del cluster bss-bbs se localizan los genes reguladores tdiSR. Sin embargo, el
cluster bss-bbs de Azoarcus sp. CIB contiene un gen, tolR (Fig. 5), que no se ha descrito
hasta la fecha en ningln cluster de degradacién de compuestos aromaticos, y cuyo
producto génico, la proteina TolR, es consistente con un nuevo Sistema Regulador de
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Dos Componentes Hibrido (Hybrid Two-Component System, HTCS) (Blazquez, 2009).
Dado que la inactivacién del gen to/lR no causa ningun defecto significativo en el
crecimiento anaerdbico de la cepa mutante Azoarcus sp. CIBdtolR utilizando tolueno
como Unica fuente de carbono y energia (Blazquez, 2009), parecia plausible apostar
por su participacion en otro tipo de respuestas de adaptacién a los hidrocarburos
aromaticos, e.g., quimiotaxis y/o resistencia a concentraciones toxicas de

hidrocarburos.

1. El gen tolR esta implicado en la adaptacidon anaerdbica de Azoarcus sp. CIB a

los hidrocarburos aromaticos

Los estudios de quimiotaxis realizados en esta Tesis Doctoral, tanto a tiempos
cortos (independientes de crecimiento bacteriano) como a tiempos largos
(dependientes de crecimiento bacteriano) confirman resultados preliminares
(Blazquez, 2009) y demuestran que el gen tolR esta directamente implicado en la
respuesta quimiotactica positiva de Azoarcus sp. CIB a los hidrocarburos aromaticos ya
gue ésta se inhibe en la cepa mutante Azoarcus sp. CIBdto/R y se recupera en la cepa
Azoarcus sp. CIBdtolR (plZTolR) complementada con el gen tolR parental (Figs. 12, 13y
16). La quimiotaxis dependiente del gen tolR es especifica para los hidrocarburos
aromaticos ya que no se ve impedida en la cepa mutante Azoarcus sp. CIBdtolR cuando
ésta se enfrenta a 4cidos orgdnicos tanto aromaticos, e.g. benzoato, como no
aromaticos, e.g. piruvato (Fig. 14). Ademas, dicha respuesta quimiotactica a los
hidrocarburos es estrictamente dependiente de anaerobiosis, ya que no tiene lugar en
condiciones aerdbicas (Fig. 11), y solo ocurre en los primeros momentos de la
adaptacioén bacteriana a la presencia del hidrocarburo (Fig. 9).

La quimiotaxis positiva de Azoarcus sp. CIB hacia hidrocarburos aromaticos que son
fuente de carbono y energia en anaerobiosis, e.g., tolueno y m-xileno, supone una
ventaja adaptativa para la bacteria al facilitarle la busqueda de nutrientes. Sin
embargo, la respuesta quimiotactica dependiente de TolR también tiene lugar en
presencia de hidrocarburos aromdticos que no pueden ser degradados
anaerdbicamente, e.g., etilbenceno (Fig. 15), lo que revela que se trata de una
guimiotaxis que no requiere el metabolismo del compuesto que actla como atrayente.

Algo similar se ha descrito para la bacteria P. putida DOT-T1E, que muestra quimiotaxis
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a tolueno y a otros compuestos aromaticos, que no degrada via el cluster TOD, e. g.,
naftaleno (Lacal y cols.,, 2011, 2012), y se puede interpretar como una ventaja
adaptativa que facilita la adquisicién por transferencia génica horizontal a partir de
bacterias degradadoras presentes en los lugares contaminados, de los determinantes
genéticos necesarios para la degradacién de dichos compuestos aromaticos.

Por otro lado, los resultados presentados en esta Tesis demuestran que la presencia
de la proteina TolR en la cepa Azoarcus sp. CIB le confiere una mayor capacidad de
resistencia a concentraciones toxicas del hidrocarburo aromdtico (tolueno). Asi,
mientras que la viabilidad de la cepa CIB tras 2 h de incubacién anaerdbica con tolueno
20 mM (una concentracion 10 veces superior a la maxima concentracién a la que se
observa crecimiento anaerdbico con tolueno como Unica fuente de carbono), no se ve
significativamente comprometida, la viabilidad de la cepa mutante Azoarcus sp.
CIBdtolR se reduce al menos un orden y medio de magnitud en presencia de tolueno
20 mM. La resistencia al efecto tdxico del tolueno se restaura cuando se expresa el gen
tolR en la cepa complementada Azoarcus sp. CIBdtolR (plZTolR) (Fig. 17), confirmando
gue el mecanismo de resistencia esta controlado y/o es dependiente del gen tolR. Al
igual que se habia observado anteriormente para la respuesta quimiotactica, la
resistencia al efecto téxico del tolueno dependiente de TolR sélo se observa en
condiciones anaerdbicas, y no requiere el metabolismo del hidrocarburo (Fig. 17).

Los resultados comentados anteriormente permiten concluir que el gen tolR esta
controlando distintos procesos auxiliares, e.g., quimiotaxis, resistencia a toxicidad,
implicados en la adaptacion anaerdbica de Azoarcus sp. CIB a los hidrocarburos
aromaticos, lo que esta de acuerdo con su localizacion dentro del cluster bss-bbs que
codifica la ruta periférica de degradacion de hidrocarburos aromaticos en esta
bacteria. El hecho de que el gen tolR represente el primer ejemplo de elemento
regulador que controla la respuesta de estrés en bacterias que degradan
anaerdbicamente hidrocarburos aromaticos nos impulsé a estudiar en detalle el

mecanismo de accién de su producto génico, la proteina TolR.

2. Caracterizacion molecular del sistema regulador de dos componentes hibrido
TolR de Azoarcus sp. CIB

La peculiar arquitectura modular de la proteina TolR (1049 aa) es consistente con
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un HTCS cuyo supradominio N-terminal contiene una presunta histidina quinasa (HK)
sensora de hidrocarburos aromaticos y el supradominio C-terminal es un posible
regulador de respuesta (RR) con actividad enzimatica sobre el segundo mensajero di-
GMPc (Fig. 5). Como se ha indicado en la Introducciéon (apartado 3), los escasos
ejemplos de HTCSs caracterizados hasta la fecha son los pertenecientes al grupo de los
Bacteroides y funcionan como reguladores transcripcionales implicados en la
regulacién del metabolismo de carbohidratos en estas bacterias del tracto digestivo
(Sonnenburg y cols., 2006; Lowe y cols., 2012; Lynch y Sonnenburg, 2012; Ravcheev y
cols., 2013). En este sentido, TolR representaria el primer HTCS que no responde a
carbohidratos sino a hidrocarburos aromadticos y cuyo elemento regulador de
respuesta no es un motivo de uniéon a DNA sino un dominio con actividad enzimatica.
Ademas, dado que la proteina TolR carece de un dominio tipico transmembrana la
posible localizacién citoplasmatica del dominio sensor de TolR (prediccion mediante
los servidores PSLPred y PSORTb) permite predecir que se trata de una proteina
receptora de sefales intracelulares. Este hecho también es Unico en la familia de
sistemas reguladores HTCS, pues, como ya se indicé en la Introduccion, todos los
ejemplos descritos hasta la fecha contienen un dominio de anclaje a membrana, con
un dominio sensor expuesto al exterior y recibiendo sefiales extracelulares
(Sonnenburg y cols., 2006; Lowe y cols., 2012).

En la regidon N-terminal de la proteina TolR se localizan los dominios PAS y AK, con
identidad de secuencia significativa con los dominios ortélogos presentes en las
histidin-quinasas hibridas TutC, TodS, TmoS y StyS que controlan la expresién de los
genes tut, tod, tmo vy sty, respectivamente, implicados en el catabolismo aerdbico de
tolueno (tut, tod) y estireno (sty) en distintas cepas de los géneros Pseudomonas y
Thauera (Yen y cols., 1991; Mosqueda y cols., 1999; Tropel y van der Meer, 2004;
Carmonay cols., 2008).

El dominio AK posee un motivo DHp, en el cual se encuentra el residuo His*®
conservado y presuntamente implicado en la autofosforilacién de la proteina. El
motivo DHp estd conectado al motivo catalitico (CA) que cataliza la unién e hidrdlisis
del ATP a través de las cajas N, G1, F y G2 (aminoacidos 304-405 de TolR) responsables
de la autofosforilacion del dimero histidina quinasa (Stewart, 2010). Segun la

clasificacién de Grebe y Stock, la proteina TolR pertenece a la subfamilia HPK1a (Grebe
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y Stock, 1999). Como se ha demostrado en esta tesis mediante ensayos in vitro con
ATP marcado radiactivamente, la proteina TolR es capaz de autofosforilarse de forma
basal, y esta fosforilacion aumenta 5 veces en presencia de tolueno (Fig. 19). Como
cabria esperar, la sustitucion del residuo His'®® por un residuo de Val genera una

proteina, TolR"Y

, que no es capaz de autofosforilarse (Fig. 20). En los ensayos
realizados, la autofosforilacién de TolR alcanza un maximo a los 15 min y disminuye
gradualmente a tiempos de incubacién mas largos (Fig. 19), lo que esta de acuerdo con
un proceso de autofosforilacién que no es permanente sino que va seguido de la
defosforilaciéon de la proteina TolR-P y liberacion del Pi, lo que finalmente se traduce
en el consumo del ATP utilizado en la reacciéon de autofosforilacién (Fig. 36) y, por
ende, en la disminucién de la cantidad de proteina fosforilada a tiempos de incubacion
largos.

Cuando se expresé el supradominio quinasa sensor solo en ausencia del
supradominio efector en la proteina recombinante TolRsg, se confirmd la actividad
autoquinasa de éste. Curiosamente, la actividad autoquinasa de TolRsx era
significativamente mayor que la de la proteina TolR nativa, siendo su nivel de
activacion por tolueno (2,5 veces de induccién) significativamente menor que en TolR
(Fig. 33). Estos resultados sugieren, por tanto, que el supradominio efector de TolR
estd modulando la actividad autoquinasa basal del supradominio quinasa sensor, lo
gue podria contribuir a paliar un excesivo consumo de ATP celular.

El dominio REC de la proteina TolR posee identidad de secuencia significativa con el
dominio REC presente en las HK hibridas TodS, TutC, TmoS y StyS, y posee los residuos
conservados que caracterizan a este tipo de dominios y que incluyen, entre otros, al

9 (en TolR) que previsiblemente se fosforila utilizando como donador el

residuo Asp
fosfato del dominio HK fosforilado (Gao y Stock, 2009). La transferencia intramolecular
del grupo fosfato desde el domino autoquinasa al dominio receiver de TolR se ha
confirmado experimentalmente en esta tesis, demostrandose un claro efecto activador
del tolueno en la reaccion de autofosforilacion del dominio AK (Fig. 23). La
transferencia intramolecular del grupo fosfato del dominio AK al dominio REC ha sido
recientemente demostrada para el HTCS BT3172 de B. thetaiotamicron (Townsend y

cols., 2013). En este trabajo, los autores demostraron también que al separar los dos

supradominios del HTCS ocurria la transfosforilacién in vitro del componente quinasa
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sensor al componente regulador de respuesta (Townsend y cols., 2013). De forma
similar, en esta tesis hemos demostrado que el supradominio quinasa sensor (TolRsy)
es capaz de transfosforilar al supradominio regulador de respuesta (TolRgrr) que
contiene los dominios REC, DGC y EAL (Fig. 34). Ademas, es interesante destacar que el
tolueno no parece ejercer ningun efecto activador significativo sobre la reaccion de
transfosforilacién (Fig. 35), al igual que se observd en la reaccidén de transferencia
intramolecular del fosfato con la proteina nativa TolR (Fig. 23), lo que permite sugerir
gue la activacién mediada por tolueno tiene lugar principalmente a nivel de la
actividad autoquinasa. El hecho de que apenas se acumule proteina TolR-P o TolRgr-P
en los ensayos in vitro de transferencia de fosfato (Figs. 23 y 34), a pesar de que existe
consumo del ATP utilizado como sustrato (Fig. 36), sugiere que la reaccion de de-
fosforilacién del dominio REC fosforilado por parte del dominio AK es
significativamente mas rdpida que la reaccion de transferencia del fosfato del dominio
AK al dominio REC, lo que finalmente se traduce en la conversién estequiométrica del
ATP marcado en Pi radiactivo liberado al ensayo (Fig. 36). Dado que la eficiencia de
autofosforilacion de TolRg parece ser incluso superior a la de TolR (Fig. 33), el
significativo mayor consumo de ATP por parte de TolR que por parte del CTCS TolRsy grr
(Fig. 36), sugiere que la transferencia intramolecular del fosfato del dominio AK al
dominio REC en TolR es mas eficiente que la transferencia intermolecular del fosfato
del componente quinasa sensor TolRskx al dominio REC del componente regulador de
respuesta TolRgg. Estos resultados son de gran relevancia ya que revelan por primera
vez la mayor eficiencia en la cascada de fosforilacién in vitro de un HTCS frente a un
CTCS.

Respecto a la region efectora de TolR, estd constituida por dos dominios
enzimaticos, DGC y PDE, presuntamente implicados en la sintesis y degradacion,
respectivamente, del segundo mensajero celular di-GMPc. Un andlisis detallado del
dominio DGC de la proteina TolR reveld que la secuencia consenso del centro activo,
sitio A (GG(D/E)F), y del motivo de inhibicion, sitio | (RxxD) (Schirmer y Jenal, 2009), se
encuentran modificadas (697-GDREF-701 y 688-HxxD-691) (Fig. 5). Dominios DGC
degenerados similares en los que el residuo Asp catalitico ha sido sustituido ya se han
descrito en la literatura, y todos ellos carecen de actividad DGC, si bien generalmente
son capaces de unir GTP contribuyendo a la regulacién alostérica del dominio PDE
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adyacente (Christen y cols., 2005; Kazmierczak y cols., 2006). La posible funcion del
dominio DGC degenerado de TolR como regulador alostérico del dominio PDE necesita
confirmacién experimental futura.

Por otro lado, el analisis de la secuencia del dominio PDE de la proteina TolR revela
la conservacion de todos los residuos clave en la interaccion e hidrélisis del di-GMPc, el
motivo 823-EAL-825 (Schmidt y cols., 2005), asi como de otros aminoacidos (Asn®8,
GIu**, Asp™, Lys™ v GIu'® ) implicados en la coordinacién con metales (Schirmer y
Jenal, 2009), lo que sugiere que TolR posee actividad PDE de di-GMPc. Ensayos
enzimaticos realizados con extractos de E. coli conteniendo el plasmido plZTolR vy el
compuesto bis-p-nitrofenilfosfato, que ha sido empleado para detectar la actividad
fosfodiesterasa de di-GMPc en otras proteinas con motivos EAL (Bobrov, 2005),
sugerian la presencia de dicha actividad en la proteina TolR (Fig. 26). Esta actividad se
confirmé in vivo utilizando la cepa E. coli TRMG, que posee niveles elevados de di-
GMPc y por ello una capacidad de formacidon de biopeliculas incrementada, y P.
aeruginosa PAO1pel, una cepa en la que los niveles elevados de di-GMPc permiten la
expresion de la fusion PpelA::lacZ, observandose una reduccién en la formacién de
biopeliculas y en la actividad B-galactosidasa, respectivamente, cuando las cepas se
complementan con el gen tolR clonado en plZTolR (Figs. 25 y 28), de forma similar a
como lo hace la PDE control PA2133 (Hickman vy cols., 2005). Ademas, la
complementacion de P. aeruginosa PAO1pel con el gen to/R mostro el efecto inductor
del tolueno sobre la actividad PDE basal de TolR que se incrementd unas 5 veces (Fig.
28). En los dos casos, la actividad PDE de TolR sélo se observé cuando las células se
cultivaron en anaerobiosis pero no cuando se crecian en condiciones aerébicas (Fig.
28), lo que esta de acuerdo con el hecho de que los fenotipos asociados a la
inactivacion del gen tolR (quimiotaxis y resistencia a hidrocarburos aromaticos
disminuidas) solo sean evidentes cuando Azoarcus sp. CIB se cultiva en condiciones

anaerdbicas (Figs. 11, 12 y 17). Por otro lado, la sustitucién del residuo His**® por un

residuo de Val en la proteina TolR genera una proteina (TolR"**%

) que no presenta
actividad fosfodiesterasa de di-GMPc (Figs. 25 y 28), confirmando que la actividad del
supradominio regulador de respuesta es dependiente de la autofosforilacién del

supradominio HK sensor.
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Para estudiar el rango de efectores de la proteina TolR se analizé la capacidad de
distintos compuestos aromaticos y no aromaticos para inducir la autofosforilacién de
la proteina in vitro (Fig. 21) y su actividad enzimatica PDE de di-GMPc in vivo (Fig. 29).
Diferentes compuestos aromaticos con una o dos sustituciones en el anillo eran
inductores de TolR, pero compuestos con sustituciones carboxilicas (benzoato), con
grupos alquilos ramificados (cumeno) o compuestos con tres o mads sustituciones en el
anillo aromatico (hidroxiquinol), no eran capaces de inducir la autofosforilacion de
TolR. Estos resultados sugieren que el bolsillo de reconocimiento e interaccién con Ila
molécula inductora en TolR es relativamente pequeiio e hidrofébico. Curiosamente,
compuestos no aromaticos, como el hexano y el ciclohexano, también eran inductores
de TolR (Figs. 21 y 29), lo cual podria responder al hecho de que el ciclohexano es un
compuesto ciclico, igual que el benceno, y el hexano, podria adquirir también una
conformacion similar en el bolsillo de reconocimiento del efector de TolR.

El dominio PAS-1 de la HK hibrida TodS es el responsable de la interaccion con el
tolueno y sus andlogos, tales como benceno, xileno y estireno, siendo los residuos
Phe®, 1le”, Phe”, y 1le’* los encargados de dicha interaccién segin se deduce del
modelo de estructura propuesto para dicho dominio. Mediante experimentos de
mutagénesis dirigida se ha determinado que el residuo Phe”” es el principal implicado
en la interaccién con el ligando, ya que su sustitucion aumenta la Kp para el tolueno
mas de 200 veces, mientras que la sustitucién de los otros tres residuos aumenta la Kp
tan solo de 2 a 5 veces (Busch y cols., 2007). En esta tesis se ha demostrado que la
sustitucion del residuo Phe’® por un residuo de Ala genera una proteina TolR™*
mutante incapaz de incrementar su actividad PDE de di-GMPc (Fig. 31) en presencia de
distintos compuestos inductores, lo que confirma experimentalmente que el resiudo
Phe” localizado en el domino PAS de TolR estd implicado en la interaccién con las
moléculas efectoras. La construccidon de un modelo tridimensional del dominio PAS de
TolR y experimentos de docking (Fig. 22) permiten sugerir que dicho dominio PAS
posee un Unico bolsillo de reconocimiento de efectores capaz de acomodar una gran
variedad de compuestos aromaticos diferentes, como ocurre con el dominio PAS-1 de
TodS (Busch y cols., 2007).

Poco se sabe sobre la aparicion y las ventajas de los HTCSs frente a CTCSs, dados los

escasos ejemplos estudiados hasta la fecha. La hipdtesis mas extendida sobre la
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aparicién de los HTCSs postula fusiones génicas de un supradominio sensor N-terminal
y otro regulador de respuesta C-terminal seguidas de duplicaciones a lo largo de la
evolucién de los CTCSs (Whitworth y Cock, 2009). La compleja organizacion molecular
de la proteina TolR sugiere que se ha originado en el curso de la evolucién
fusionandose el supradominio sensor y el dominio REC de las histidin-quinasas hibridas
gue regulan la expresidon de los genes implicados en el catabolismo de hidrocarburos
aromaticos, con un dominio efector implicado en el metabolismo del di-GMPc. Por
otro lado, la evolucion de CTCSs a partir de HTCSs es otra hipdtesis de trabajo que
deberia ser validada. En esta tesis, los estudios realizados en P. aeruginosa PAO1pel y
en Azoarcus sp. CIBdtolR conteniendo TolRsk-rr revelaron que este CTCS artificial era
funcional y respondia a la presencia de tolueno induciendo una bajada en los niveles
de di-GMPc en la célula que se traducia en una menor actividad [3-galactosidasa y una
mayor resistencia al choque de tolueno, respectivamente (Fig. 38). Confirmando la
mayor actividad autoquinasa basal de TolRskx observada in vitro (Fig 33), también se
observé una mayor actividad PDE basal en TolRgr que en la proteina nativa TolR, lo que
se tradujo en una menor actividad [-galactosidasa en ausencia de tolueno en el
sistema TolRsk-rr que en el sistema HTCS TolR (Fig. 38). Dado que el componente
TolRgr por separado no era capaz de inducir ningin cambio en los fenotipos analizados
(Fig. 38), se concluyé que la actividad PDE de di-GMPc requiere una activacién
mediada por la fosforilacion del dominio REC por parte del componente TolRsk, un

resultado que estd de acuerdo con el hecho de que el mutante TolR"%Y

tampoco
muestre actividad PDE de di-GMPc in vivo (Figs. 25 y 28). Estos resultados constituyen
la primera demostracién de que un HTCS se puede evolucionar in vitro a un CTCS
funcional cuando los dos componentes fusionados se separan artificialmente,
sugiriendo que nuevos CTCS podrian evolucionar en la naturaleza a partir de los HTCS
presentes actualmente en algunas bacterias.

Si bien una de las potenciales ventajas evolutivas de los HTCSs sobre los CTCSs
podria ser que, al estar unidos los componentes HK y RR en la misma molécula el
proceso de transferencia de fosfato fuera mads rapido, eficaz y especifico porque se
facilita la formacion del complejo HK:RR y se aumenta su concentracion local relativa
(Cock y Whitworth, 2007; Whitworth y Cock, 2009; Raghavan y Groisman, 2010;

Townsend y cols., 2013), hasta ahora nadie ha aportado evidencias experimentales
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gue avalen esta hipdtesis. Como se ha comentado anteriormente, los ensayos in vitro
revelaron que la transferencia intramolecular de fosfato en la proteina TolR era mas
eficaz que la transferencia intermolecular en el CTCS TolRsk-rr. Para demostrar si esta
mayor eficiencia in vitro se traducia en una mayor eficacia del HTCS sobre el CTCS in
vivo, se comparé su actividad PDE de di-GMPc en la célula. Los resultados obtenidos en
P. aeruginosa PAO1AwspF expresando el sistema nativo TolR o el sistema artificial
TolRsk-rr revelaron claramente que el sistema HTCS era mas rapido y eficaz que el CTCS
para modular los niveles de di-GMPc en la célula en presencia de la molécula inductora
tolueno (Fig. 39). Por lo tanto, esta tesis constituye el primer ejemplo en el que se ha
demostrado, tanto in vitro como in vivo, la hipdtesis sobre las ventajas de eficiencia y

rapidez que se presuponen a los sistemas HTCS sobre los CTCS.

3. Identificacion de genes implicados en la cascada de sefializacion controlada

por TolR

En conjunto los resultados presentados anteriormente permiten concluir que la
proteina TolR es un nuevo sistema de transduccion de sefiales en anaerobiosis que
responde a la presencia de hidrocarburos aromaticos causando la hidrélisis de di-
GMPc el cual, a su vez, controla ciertos mecanismos de adaptacién de Azoarcus sp. CIB
a la presencia de estos compuestos. Dos de estos mecanismos, quimiotaxis a
hidrocarburos aromaticos y resistencia a concentraciones toxicas de estos compuestos,
han sido identificados en esta tesis (ver mas arriba).

Es bien conocido que la inactivacion de proteinas con actividad PDE o la
hiperexpresion de proteinas con actividad DGC produce un aumento en los niveles de
di-GMPc (Tamayo y cols., 2007; Romling y cols., 2013), lo que se traduce en un
significativo cambio en el estilo de vida de las bacterias que pasan de ser méviles a
sésiles (Romling y cols., 2005, 2006, 2013; Hengge, 2009; Kuchma y cols., 2014). La
disminucion de movilidad tiene lugar a través de la regulacién de la funcidn y/o
biosintesis de flagelos o pilis, como ocurre con el regulador FleQ de P.aeruginosa que
responde a niveles de di-GMPc (Jyot y cols., 2002; Kazmierczak y cols., 2006; Girgis y
cols., 2007; Kim y McCarter, 2007; Srivastava y cols., 2013), o a través de alteraciones
en la maquinaria quimiotdctica afectando a receptores con dominios PilZ, como PIzA
de Borrelia burgdorferi (Sultan y cols., 2011) o Tlp1 de Azospirillum brasilense (Russell y
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cols., 2013) o factores de transcripcion como XbmR de Xanthomonas citri (Yaryura y
cols., 2014). Analizando los datos de transcriptdmica presentados en esta tesis (Tablas
5y 6) se observa que tras la exposicion a tolueno, la expresiéon de genes ortélogos a
genes implicados en la maquinaria flagelar, como por ejemplo la proteina FIiT
(AzCIB_0976), y quimiotactica, como por ejemplo una proteina de quimiotaxis metilo-
aceptora (AzCIB_1926), la proteina MCP metiltransferasa/metilesterasa CheR/CheB
(AzCIB_2258), asi como proteinas del tipo CheY (AzCIB 0575, AzCIB_0692,
AzCIB_0125) (Grebe y Stock, 1998; Bourret, 2002; Baker y cols., 2006; Hazelbauer y
cols., 2008; Lacal y cols., 2011; Sourjik y Wingreen, 2012), esta reprimida en la cepa
mutante Azoarcus sp. CIBdto/lR con respecto a la observada en la cepa parental
Azoarcus sp. CIB (Fig. 50), siendo consistente con la disminuida quimiotaxis a los
hidrocarburos aromaticos observada en la cepa Azoarcus sp. CIBdtolR (Figs. 12 y 15).
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Figura 50. Esquema integrador que representa las funciones mas relevantes inducidas
(flecha roja) o reprimidas (flecha negra) en Azoarcus sp. CIB tras un choque de tolueno.

Si bien se ha descrito que existe un cambio en la expresidn de genes que codifican

proteinas con motivos DGC-EAL cuando P. putida se cultiva en presencia de
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compuestos aromaticos (Dominguez-Cuevas y cols., 2006), los resultados aportados en
esta tesis demuestran por primera vez la implicacién directa de una actividad PDE de
di-GMPc en la adaptacion anaerdbica a concentraciones téxicas de hidrocarburos
aromaticos. La confirmacidén experimental de que los niveles de di-GMPc condicionan
la resistencia al efecto toxico de los hidrocarburos aromaticos en anaerobiosis se
obtuvo con la clonacién y expresidn en Azoarcus sp. CIBdtolR del gen PA2133 de P.
aeruginosa que codifica una PDE de di-GMPc (Hickman y cols., 2005). La cepa
resultante que expresa la PDE heterdloga fue capaz de revertir el efecto toxico de un
choque de tolueno en Azoarcus sp. CIBdtolR (Fig. 40), al igual que se habia observado
previamente tras la complementacion con el gen tolR endégeno (Fig. 17).

El analisis transcriptdmico comparativo entre la cepa parental Azoarcus sp. CIB y la
cepa mutante Azoarcus sp. CIBdto/R sometidas a un choque de tolueno reveld algunas
de las bases moleculares controladas, directa o indirectamente, por los niveles de di-
GMPc en la célula y que muy probablemente estdan mediando la resistencia de la
bacteria al efecto tdxico de los hidrocarburos aromaticos. Asi, cabe destacar que la
implicacion del gen tolR en la adaptacion anaerdbica de |la cepa CIB a los hidrocarburos
aromaticos probablemente suponga el control de genes responsables de cambios en
las envueltas celulares. En concreto, se observan alteraciones significativas de genes
presuntamente implicados en: i) la sintesis de lipidos de membrana, e.g., enzimas
inducidas (AzCIB_0495, AzCIB_1835) o reprimidas (AzCIB_1415, AzCIB_2664) en la
cepa mutante respecto a la parental; ii) proteinas de membrana externa inducidas en
la cepa mutante (AzCIB_0322, AzCIB_1916); iii) presuntos transportadores ABC y
sistemas de extrusion inducidos en la cepa mutante (AzCIB_0546, AzCIB_1083,
AzCIB_1085, AzCIB_1721, AzCIB_1723, AzCIB_1725; AzCIB_4432, AzCIB_4433,
AzCIB_4434, AzCIB_4437); iv) presuntas bombas de expulsién de solventes reprimidas
en la cepa mutante (AzCIB_1188, AzCIB_2883, AzCIB_3849, AzCIB_3914). Dado que
cambios en la expresion de genes similares a los identificados mas arriba se han
descrito previamente en bacterias aerdbicas, e.g., diversas cepas de Pseudomonas
(Pinkart y cols., 1996; Weber y de Bont, 1996; Junker y cols., 2001; Ramos y cols., 2002;
Segura y cols., 2005; Matilla y cols., 2007, 2011; Torres y cols., 2011) y en la cepa
Burkholderia cepacia (Ferreira y cols., 2013) y anaerdbicas, e.g. Aromatoleum
aromaticum EbN1 (Trautwein y cols., 2008; Zink y Rabus, 2010), cuando se cultivan en

140



Discusion

presencia de compuestos aromadticos, los resultados presentados en este trabajo
sugieren que el gen tolR estd controlando en gran medida la remodelacién del
programa morfoldgico cuando Azoarcus sp. CIB se enfrenta a concentraciones téxicas
de hidrocarburos aromaticos (Fig. 50).

Por otro lado, los estudios de transcriptomica revelan que en la cepa mutante
Azoarcus sp. CIBdto/R muchos de los genes presuntamente implicados en la sintesis de
aminodcidos, e.g., cisteina (AzCIB_3152, AzCIB_3153), leucina (AzCIB_4579), triptéfano
(AzCIB_0931) o glutamato (AzCIB_0069, AzCIB_0418), el metabolismo del carbono
(AzCIB_0409, AzCIB_2952, AzCIB_3049, AzCIB_3354, AzCIB_3425, AzCIB_4080), asi
como genes relacionados con el metabolismo energético (AzCIB_0062, AzCIB_0234,
AzCIB_0277, AzCIB_2410, AzCIB_2527, AzCIB_2664, AzCIB_2887, AzCIB_2977,
AzCIB_2978, AzCIB_2980, AzCIB_3335, AzCIB_3337, AzCIB_3387, AzCIB_3399,
AzCIB 3440, AzCIB_3554, AzCIB_3601, AzCIB_4074), tienen una expresion claramente
inferior a la que muestran en la cepa parental tras el choque de tolueno (Tabla 6).

En conjunto, los resultados presentados en esta tesis revelan la implicacion del gen
tolR, y por tanto del di-GMPc, en el control de los programas morfolégico y metabdlico
de la bacteria para la adaptacidn a concentraciones todxicas de hidrocarburos
aromaticos en condiciones anaerdbicas (Fig. 50) y estan de acuerdo con la pérdida de
viabilidad de la cepa mutante tolR cuando se somete al choque de tolueno (Fig. 17).

Dado que la proteina TolR muestra una actividad autoquinasa y PDE de di-GMPc
basal independiente de la presencia de hidrocarburos aromaticos (Figs. 19, 23, 25y
28), parecia légico pensar que TolR pudiese también mediar el control anaerdbico de
ciertos procesos celulares dependientes de los niveles de este segundo mensajero,
e.g., agregacion celular, formacién de biopeliculas, etc. (Romling y cols., 2005, 2006,
2013; Hengge, 2009), independientemente de la presencia de hidrocarburos
aromaticos en el medio de cultivo.

La formacién de biopeliculas estd ligada a la sintesis de exopolisacaridos (EPS), y se
ha observado que, por ejemplo, en P. aeruginosa mutaciones en la PDE WspF inducen
la expresién a través del regulador FleQ, de los genes ps/ y pel de sintesis de EPS
(Hickman y cols., 2005), o en Vibrio cholerae, la expresion de los genes que codifican la
sintesis del EPS disminuyen drdsticamente cuando la PDE VieA es sobreexpresada
(Tischler y Camilli, 2004). Cuando se realizé el andlisis de los genes diferencialmente
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expresados en la cepa mutante Azoarcus sp. CIBdtolR, cultivada en piruvato en
ausencia de hidrocarburos aromaticos, respecto a la cepa control Azoarcus sp. CIB, se
observé un aumento en la expresién de genes presuntamente implicados en la sintesis
de EPS (AzCIB_0496; AzCIB_1836) y en el metabolismo de lipidos de membrana
(AzCIB_1233-1235; AzCIB _3290-3296). Estos resultados, estan de acuerdo con una
serie de fenotipos diferenciales observados en la cepa mutante Azoarcus sp. CIBdtolR
creciendo en piruvato, como son la aparicion de agregados celulares visibles al
miscroscopio, un depdsito a modo de biopelicula estable en el fondo de las botellas de
cultivo, o el incremento de tamafio de las células, que no se observan en la cepa
parental (Figs. 42, 43 y 44). Estos fenotipos son similares a los descritos en la literatura
cuando se eliminan proteinas que disminuyen los niveles de di-GMPc, como la proteina
BdcA de E. coli BW25113, que une y disminuye los niveles locales de di-GMPc sin
degradarlo, lo que se traduce en un aumento en la formaciéon de biopeliculas, de
agregados celulares y en el tamafio celular (Ma vy cols., 2011). Por lo tanto, y pendiente
de un analisis mas detallado de los datos generados con los experimentos de
transcriptomica y su confirmacién mediante otras técnicas experimentales, se puede
concluir que TolR y, por tanto, los niveles de di-GMPc, tienen un efecto pleiotrdpico en
Azoarcus sp. CIB, mas alld del control especifico de la adaptacion a hidrocarburos
aromaticos, controlando otros fenotipos como los descritos anteriormente (Fig. 50).
Dado que la mutacion del gen tolR supuestamente incrementa la concentracién de di-
GMPc en Azoarcus sp. CIBdtolR, otra forma diferente de incrementar la concentraciéon
de este segundo mensajero seria clonar y expresar una DGC activa. En este sentido,
cuando se clond en Azoarcus sp. CIB la DGC PP_4959 de P. putida (Matilla y cols.,
2011), se observo que, respecto a la cepa parental CIB, los cultivos incrementaban la
fase de latencia y la produccion de granulos de PHB utilizando piruvato como fuente
de carbono, fenotipos similares a los observados con el mutante Azoarcus sp. CIBdtolR
(datos no mostrados), y que vuelven a confirmar que los niveles de di-GMPc modulan
diferentes tipos de respuestas celulares en Azoarcus sp. CIB. Por otra parte,
comprobando la expresion entre los DEG de otros genes relacionados con el
metabolismo del di-GMPc podemos decir que, la pérdida de actividad de tolR no esta
compensada con la de otras presuntas PDE en Azoarcus sp. CIB, como ya se ha
observado en otras bacterias (Ferreira y cols., 2013).
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Los posibles receptores celulares de di-GMPc en la cascada de seializacién
controlada por la proteina TolR y que contribuye a la adaptacién al consumo
anaerdbico de hidrocarburos aromaticos en Azoarcus sp. CIB, no son conocidos. En
este sentido, entre los genes diferencialmente expresados en los estudios de
transcriptomica se han identificado una serie de posibles reguladores con dominios
gue podrian interaccionar con el di-GMPc. Asi, por ejemplo, los genes que codifican
AzCIB_0575 (posible regulador de respuesta) y AzCIB_2893 (posible serina/treonina
guinasa) se encuentran reprimidos en la cepa mutante Azoarcus sp. CIBdtolR respecto
a la cepa parental CIB tras un choque de tolueno, y ambas proteinas contienen un
dominio AAA'/ATPase similar al dominio de unién de di-GMPc descrito para el
regulador transcripcional FleQ de P. aeruginosa (Baraquet y cols., 2012; Baraquet y
Harwood, 2013). También estdn reprimidos en la cepa mutante tolR los genes
AzCIB 1216 (posible UspA; Universal stress protein) y AzCIB_2409 (posible regulador
transcripcional), que codifican proteinas con dominios cyclic nucleotide-binding
similares a los descritos en proteinas reguladoras de la familia CRP/FNR y que
interaccionan con di-GMPc (Leduc y Roberts, 2009; Chin y cols., 2009; Fazli y cols.,
2011). Finalmente, se ha identificado una proteina, AzCIB_1025, que posee un dominio
CZB similar al que interacciona con di-GMPc y se localiza en receptores implicados en
guimiotaxis, movilidad y en sefializacion por di-GMPc (Draper y cols., 2011), y cuyo gen
estd mas reprimido tras el choque de tolueno en la cepa Azoarcus sp. CIBdto/lR que en
la cepa parental Azoarcus sp. CIB. Otros genes que codifican proteinas con dominios
similares a algunos de los descritos en la literatura que reconocen di-GMPc, como por
ejemplo la Unica proteina con dominio PilZ de unidn a di-GMPc presente en el genoma
de Azoarcus sp. CIB (AzCIB_2825) y dos posibles reguladores transcripcionales
(AzCIB_2231; AzCIB_2292) de la familia CRP/FNR similares al regulador Bcam1349 de
B. cenocepacia que interacciona con di-GMPc (Fazli y cols.,, 2011), no aparecen
diferencialmente expresados en los estudios de transcriptomica realizados en este
trabajo.

En conclusion, estos estudios ponen de manifiesto la existencia de posibles genes
implicados en la cascada de sefializacién controlada por TolR y mediada por los niveles
de di-GMPc en Azoarcus sp. CIB (Fig. 50). La confirmaciéon de que alguno de estos

genes esta realmente implicado en la cascada de sefializacién controlada por TolR
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necesitard de otros abordajes experimentales complementarios, y la posterior

caracterizacién de los genes confirmados serd objeto de trabajo futuro.

4. Modelo del mecanismo de accion propuesto para TolR en Azoarcus sp. CIB

A la luz de todos los resultados recogidos en esta Tesis Doctoral, se postula un
mecanismo de accidn para la proteina TolR que se resume en la figura 51. En presencia
de hidrocarburos aromaticos (inductores), la interaccidon de éstos con el bolsillo de
reconocimiento del dominio PAS de la proteina TolR incrementa significativamente la
autofosforilacién de la His'®° del dominio AK. La posterior transferencia intramolecular
del fosfato al residuo Asp499 del dominio REC provoca un cambio conformacional del
supradominio catalitico que se traduce en un incremento en la actividad PDE de di-
GMPc. La consiguiente disminucion de los niveles de di-GMPc en Azoarcus sp. CIB
dispara una cascada de senalizacidn celular que permite a la bacteria adaptarse al
consumo y estrés ocasionado por los hidrocarburos aromaticos en condiciones
anaerdbicas. La adaptacion al consumo implica, entre otros procesos, una respuesta
guimiotactica positiva hacia los hidrocarburos, facilitando asi su degradacién. La
adaptacion al estrés ocasionado por concentraciones toxicas de los hidrocarburos
implica, entre otros procesos, cambios en las envueltas celulares y en el metabolismo
general de la célula.

En ausencia de compuestos inductores, la actividad basal autoquinasa de TolR
también ejerce un papel regulador sobre el contenido global de di-GMPc en la célula, y
modula procesos tales como la sintesis de lipidos y polisacdridos de membrana que
influyen en la formacién de biopeliculas y agregacion celular.

En conclusién, la proteina TolR constituye el primer ejemplo de un sistema de
transduccion de sefiales de dos componentes hibrido (HTCS) directamente implicado
en un novedoso mecanismo de adaptacién anaerdbica a los hidrocarburos aromaticos
mediando la regulacién de los niveles de di-GMPc en Azoarcus sp. CIB. Este trabajo
abre ademas una interesante linea de investigacion futura conducente a la
identificacion y estudio de otros elementos implicados en la cascada de sefializacidn
controlada por TolR, y sus posibles aplicaciones biotecnolégicas en el disefio de

organismos biodegradadores de hidrocarburos aromaticos mas eficaces y robustos.
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Figura 51. Modelo del mecanismo de accion de TolR. A) Actividad basal de TolR. En
ausencia de inductor, hay una baja autofosforilaciéon del dominio AK vy, por tanto, una baja
transferencia al dominio REC que supone una baja actividad PDE de di-GMPc. B) Actividad
inducida de TolR. En presencia del inductor (tolueno) hay un aumento de unas 5 veces de la
autofosforilacién del dominio AK y de la transferencia del fosfato al dominio REC, induciendo la
actividad PDE y generando una reduccion de los niveles de di-GMPc celulares. Los niveles de
di-GMPc controlan la respuesta de adaptacion anaerdbica de Azoarcus sp. CIB a los
hidrocarburos aromaticos y también modulan aspectos metabdlicos y morfoldgicos generales
independientes de la presencia de hidrocarburos, a través de una cascada de sefializaciéon que
todavia no es conocida. Se muestran algunos de los fenotipos que caracterizan a la cepa
parental Azoarcus sp. CIB y a la cepa mutante Azoarcus sp. CIBdtolR.
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El gen tolR representa un nuevo elemento regulador que controla la adaptacion de
Azoarcus sp. CIB a los hidrocarburos aromaticos, en condiciones anaerdbicas. Asi,
tolR controla la quimiotaxis hacia los hidrocarburos aromaticos, y esta implicado
en la respuesta de Azoarcus sp. CIB al estrés causado por una elevada

concentracion de tolueno.

TolR constituye el primer sistema regulador de dos componentes hibrido (HTCS)
gue se caracteriza en una bacteria que no pertenece al grupo de los Bacteroides y
cuyo dominio efector no es un dominio de unién a DNA sino una fosfodiesterasa
(PDE) de di-GMPc activa en condiciones anaerdbicas. La implicacion del segundo
mensajero di-GMPc en la adaptacion bacteriana a los hidrocarburos aromaticos no

habia sido descrita hasta la fecha.

Los residuos Phe’, implicado en la interaccion del dominio sensor PAS con las
moléculas inductoras (principalmente hidrocarburos aromaticos), e His'®, del
dominio autoquinasa, son esenciales para la induccion dependiente de efector de
la actividad autoquinasa de TolR, la cual a su vez es necesaria para la activacion del
dominio efector que hidroliza di-GMPc. Por otro lado, se ha demostrado Ia
transferencia de fosfato intramolecular del dominio autoquinasa al dominio
receiver de TolR, siendo la autofosforilacion de la proteina en el dominio

autoquinasa la reaccion mas favorecida en presencia del inductor.

Se ha evolucionado in vitro TolR hacia un sistema regulador de dos componentes
clasico (CTCS), TolRsk-TolRgr, que es capaz de reproducir in vitro la cascada de
trans-fosforilacion tipica de los CTCS. Este sistema también es funcional in vivo y
responde a la presencia de tolueno como inductor, generando una respuesta
adaptativa similar a la mediada por TolR en Azoacus sp. CIB. Sin embargo, el
sistema TolRsc-TolRgg muestra un mayor nivel de actividad basal y una respuesta
tras la induccién menos eficiente que la del sistema nativo TolR, confirmando por
primera vez la hipdtesis sobre las ventajas de eficiencia y rapidez que se

presuponen a los sistemas HTCS sobre los CTCS.
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El gen tolR también esta implicado, muy probablemente por su actividad PDE de
di-GMPc basal, en el crecimiento anaerdbico de Azoarcus sp. CIB en fuentes de
carbono no aromaticas, como lo demuestra el hecho de que su inactivacion
genera en Azoarcus sp. CIBdtolR retraso en el crecimiento, aumento del tamafio
celular, aparicién de agregados celulares en fases tempranas, y un depdsito a

modo de biopelicula en fases tardias del crecimiento en piruvato.

Los analisis transcriptdmicos realizados comparando la cepa parental, Azoarcus sp.
CIB, con la cepa mutante, Azoarcus sp. CIBdtolR, cultivadas anaerdbicamente en
piruvato o sometidas a un choque de tolueno sugieren alteraciones significativas
en la maquinaria de quimiotaxis, en las envolturas celulares y en el metabolismo
general de la célula, que estan de acuerdo con los fenotipos observados y con la
menor viabilidad de la cepa mutante en presencia de concentraciones téxicas de
hidrocarburo. El mayor nimero de genes diferencialmente expresados entre
ambas cepas tras el choque de tolueno, esta de acuerdo con el hecho de que en
esta situacion se induce la actividad PDE de di-GMPc de TolR y estd
significativamente alterada la red de sefalizacidn celular. Estos estudios sientan
las bases para profundizar en la cascada de regulaciéon controlada por TolR en

Azoarcus sp. CIB.
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