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Resumen

Acinetobacter baumannii (A. baumannii) y ‘Candidatus Phytoplasma’ asteris
(Fitoplasma) son dos patdgenos con diferentes estilos de vida.

Por un lado, A. baumannii es un patégeno nosocomial oportunista capaz de generar
infecciones en pacientes inmunodeprimidos y gravemente heridos, y estd asociado a
infecciones de alta mortalidad. Las cepas aisladas de infecciones son generalmente
resistentes a multiples antibidticos y capaces de persistir en condiciones de hambreado
severo y desecacién. Se postula que dos de los mecanismos que esta bacteria utiliza como
estrategia para la subsistencia son la motilidad y la capacidad de adherirse y formar biofilms
sobre superficies bidticas y abidticas.

En el presente trabajo de tesis se estudid la capacidad de regulacién de diversos
aspectos fisioldgicos y moleculares de A. baumannii en funcién de la luz y la temperatura,
utilizando técnicas biofisicas, de biologia molecular y microbiologia.

Los resultados obtenidos indican que se detecta una temperatura critica por debajo de
la cual el fotorreceptor es funcional, por lo que habria dos niveles de control: la expresion
del gen bilsA y la fotoquimica de BIsA en funcion de la luz y la temperatura. Ademas, se
muestra que estos procesos son reversibles.

También se muestran resultados que indican que A. nosocomialis y A. sp. A47 son
capaces de regular la motilidad en funcion de la luz y esto tiene una dependencia de la
temperatura diferente a A. baumannii, pudiendo modular la motilidad en funcién de la luz
incluso a temperaturas compatibles con hospedadores de sangre caliente. Esta capacidad de
modular la motilidad a temperaturas moderadamente altas podria deberse a una dotacién
desigual de genes homologos a blsA, cuyos productos génicos podrian tener estructuras que
les permitan funcionar en otros rangos de temperaturas.

Mostramos que el mensajero secundario diguanilato ciclico (c-di-GMP) estaria
involucrado en la transduccion de la sefial luminica y que A. baumannii cuenta con 11 genes
putativos que codificarian por diguanilato ciclasas (DGCs) y Fosfodiesterasas (PDEs), enzimas

responsables de su sintesis y degradacion.



Otro factor que participaria en la transduccion de la luz es el producto del gen bof, el
cual presenta un dominio de unién a oligonucledtido/oligosacarido. Este, actuaria como un
regulador transcripcional de los genes involucrados en la formacién de biofilms y su funcién
dependeria de BIsA. Por el contrario, el efecto del producto del gen bof en la motilidad seria
a través de una molécula fotosensible distinta a BIsA y a temperaturas de 24° Cy 37° C.

Finalmente, mostramos que la modulacién por luz observada para la susceptibilidad a
antibidticos en cepas clinicas de A. baumannii se correlaciona con la modulacién de los
niveles de expresion de genes que codifican por componentes de dos bombas de eflujo
capaces de expulsar tigeciclina (TIG), como AdeABC y AdellK. Esta modulacién no
dependeria de BIsA y cursaria por medio de la generacién de *0,.

Por su parte, Fitoplasma es un patégeno de plantas que produce efectos devastadores
en mas de 700 cultivos de alto y bajo interés agronédmico, incluyendo varios destinados a la
alimentacion. Es un microorganismo endosimbionte obligado que se transmite a través de
insectos del orden Hemiptera, por lo que son capaces de vivir en asociacién con dos
hospedadores diferentes. Cuando un insecto portador de fitoplasma se alimenta de Ia
planta inyectando su estilete, deposita a la bacteria en ese compartimiento, donde se
desarrolla y disemina. Fitoplasma tiene un genoma muy reducido y carece de muchos genes
gue codifican por componentes de vias catabdlicas, por lo que se cree que la utilizacidn del
malato, abundante en el floema, puede ser la clave para la obtenciéon de energia y poder
reductor a través de la via del malato.

Utilizando técnicas bioquimicas y de biologia molecular, en el presente trabajo de tesis
se estudio la cinética de la enzima malica (EM) para comprobar su posible participacién en la
via del malato y la regulacién de su actividad por diversos metabolitos de dicha via. Ademas,
se evalud la estructura cuaternaria y la importancia del residuo de Tirosina de la posicion 36
que forma parte del sitio activo. También se evalud la capacidad de la enzima Pdul de
participar en la via del malato y la regulacién de su actividad por diversos metabolitos de la
via.

Los resultados indicaron que tanto la EM como la PdulL tienen la capacidad de
participar en la via del malato para la obtencién de energia y poder reductor, que sus
actividades estan reguladas concertadamente por unos pocos metabolitos (Glutamina,
Glutamato vy acetil-fosfato) y especialmente por el nivel energético de la célula representado

por la relacion ATP/ADP. También se vio que el residuo Tyr36 es fundamental para la
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actividad catalitica de la EM, pero no para la formacién y mantenimiento de la estructura
dimérica, la cual es especialmente interesante ya que este residuo en un sitio activo es
aportado por un brazo proveniente del otro mondmero.

En el presente trabajo de tesis se ha logrado ampliar el conocimiento de diversos
aspectos de estos dos patdgenos con diferentes estilos de vida. A partir de la informacion
generada en este trabajo se pueden proponer diferentes blancos de accién para combatirlos

de manera de controlarlos y evitar asi las infecciones que pueden producir.



Abstract

Acinetobacter baumannii (A. baumannii) and ‘'Candidatus Phytoplasma' asteris
(Phytoplasma) are two pathogens with different lifestyles.

On the one hand, the opportunistic nosocomial pathogen A. baumannii can cause
infections in immunosuppressed and severely injured patients and is associated with high
mortality infections. Isolated strains from infections are generally multidrug resistant and
able to persist in starvation and desiccation conditions. It is postulated that motility and the
ability to adhere and form biofilms on biotic and abiotic surfaces are two of the mechanisms
that this bacterium uses as a subsistence strategy.

In this work, we studied the ability to regulate various physiological and molecular
aspects of A. baumannii as a function of light and temperature using biophysical, molecular
biology and microbiology techniques.

The results indicate that a critical temperature is detected below which the
photoreceptor is functional, so there would be two levels of control: bI/sA gene expression
and BIsA photochemistry as a function of light and temperature. In addition, these
processes are shown to be reversible.

In addition, our results show that A. nosocomialis and A. sp. A47 are capable of light
regulating motility and this has a temperature dependence different from A. baumannii,
being able to light modulate motility even at temperatures compatible with warm blood
hosts. This ability to modulate motility at moderately high temperatures could be due to an
unequal endowment of b/sA homologous genes, whose protein structures may allow them
to function in other temperature ranges.

We show that the secondary messenger c-di-GMP would be involved in the
transduction pathway of the light signal and that A. baumannii has 11 putative genes coding
for DGCs and PDEs, enzymes responsible for their synthesis and degradation.

Another factor that would participate in light transduction is the bof gene product,
which presents an oligonucleotide/oligosaccharide binding domain. This would act as a
transcriptional regulator of the genes involved in biofilms formation and its function would

depend on BIsA. On the contrary, the effect of the bof gene product on motility would be



through a none-BlsA photosensitive molecule and at temperatures ranging from 24° C to 37°
C.

Finally, we show that the light modulation observed for antibiotic susceptibility in A.
baumannii isolates correlates with the modulation of gene expression levels coding for
components of two efflux pumps capable of expelling TIG, such as AdeABC and AdellK. This
modulation would not depend on BIsA and would be done through the generation of 10..

On the other hand, Phytoplasma is a plant pathogen that produces devastating effects
in more than 700 crops of high and low agronomic interest, including several destined to
food. It is an obligated endosymbiotic microorganism that is transmitted through insects of
the Hemiptera order, so they are able to live in association with two different hosts. When a
phytoplasma-carrying insect feeds on the plant by injecting its stylet, it deposits the bacteria
in that compartment, where it develops and disseminates. Phytoplasma has a very small
genome and lacks many genes that encode by components of catabolic pathways, so it is
believed that the use of malate, abundant in the phloem, may be the key to obtaining
energy and reducing power through the malate pathway.

Using biochemical and molecular biology techniques, in the present thesis work, the
kinetics of the malic enzyme (ME) was studied to verify its possible participation in the
malate pathway and the regulation of its activity by different metabolites of this pathway. In
addition, the quaternary structure and the importance of the Tyrosine 36 residue that is
part of the active site were evaluated. The ability of PdulL to participate in the malate
pathway and the regulation of its activity by various metabolites in the pathway were also
evaluated.

The results indicated that both ME and Pdul are capable of participate in the malate
pathway for obtaining energy and reducing power, that their activities are regulated by a
few metabolites (Glutamine, Glutamate, and acetyl-phosphate) and especially by the cell
energy level represented by the ATP/ADP ratio. It was also seen that the Tyr36 residue is
fundamental for the catalytic activity of MS, but not for the formation and maintenance of
the dimeric structure, which is especially interesting since this residue in an active site is
contributed by an arm coming from the other monomer.

In this work, it has been possible to broaden the knowledge of diverse aspects of

these two pathogens with different lifestyles. From the information generated in this work,



different action targets can be proposed to fight them in order to control them and thus

avoid the infections they can produce.



Abreviaturas y simbolos

A = Longitud de onda

Abs = absorbancia

ADN = 4cido desoxirribo nucleico

ADNCc = ADN copia

ARN = acido ribonucleico

ARNm = ARN mensajero

AYWSB = Aster Yellows Witches Broom
DEPC = pirocarbonato de di etilo

DOsoo = densidad dptica medida a 600 nm
EDTA = 4cido etilen di-amino tetra acético
EM = Enzima malica

hs = horas

M = concentracidn molar

MIN- minociclina

mM = concentracion milimolar

NaAc = Acetato de sodio

nm = nandmetros

102 oxigeno singulete

pb = pares de bases

PMSF = Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (inhibidor de proteasas)
PTA = Fosfo-trans-acetilasa

(p/v) = peso en volumen, gramos por cada 100ml de solucidn
rpm = revoluciones por minuto

SDS = dodecil sulfato de sodio

TET = tetraciclina

TIG = Tigeciclina

UA = Unidades de Absorbancia
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1. Introduccion general.

1.1. Patogenicidad.

Se define como patdgeno al organismo que produce, o puede producir, enfermedad

en un hospedador, el cual puede ser animal, planta o insecto [1].
La mayoria de las veces, los microorganismos potencialmente patégenos viven en
asociacion con los organismos hospedadores sin que aparentemente causen efecto alguno.
Asi, la enfermedad puede ser el resultado de un cambio repentino en el microorganismo, en
el hospedador o en la relacion entre ellos. Algunas enfermedades son el resultado de la
reaccién del organismo hospedador al patégeno y otras a toxinas producidas por ellos [144].

El resultado de la relacién hospedador-patégeno depende de la virulencia de este
ultimo, esto es, de la capacidad del patégeno para causar dafio al hospedador y de la
resistencia o susceptibilidad del hospedador al patégeno [144].

De acuerdo a su estilo de vida, los patégenos han desarrollado ingeniosas estrategias
gue les permiten llevar adelante exitosos procesos de infeccidon detectando y respondiendo
a senales extracelulares que juegan un rol en las interacciones hospedador-patégeno y en su
habilidad para persistir en el ambiente.

Ni la virulencia del patdgeno ni la resistencia del hospedador son factores constantes:
cada uno varia bajo la influencia de factores externos o como consecuencia de la propia
relacion hospedador-patégeno [144].

En el presente trabajo de tesis se propone ahondar en los mecanismos de
patogenicidad de dos especies bacterianas con diferentes estilos de vida: Acinetobacter
baumannii (A. baumannii) y ‘Candidatus Phytoplasma’ asteris. Por un lado, ciertas cepas
pertenecientes a la especie A. baumannii presentan un caracter de patdgeno oportunista
humano en el dmbito nosocomial, mientras que los fitoplasmas son bacterias fitopatdgenas

endosimbiontes obligados [144].
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1.2. Acinetobacter baumannii.

1.2.1. Relevancia clinica.

Los miembros del género Acinetobacter son aerobios estrictos, coco bacilos Gram-
negativos ubicuos que se encuentran frecuentemente en el medio ambiente y en
establecimientos hospitalarios, donde algunos grupos particulares del género fueron
asociados con brotes de infecciones nosocomiales [2].

A. baumannii es la especie clinica mas importante del género. En las Ultimas décadas,
surgiéo como uno de los patégenos oportunistas mas comunes involucrados en infecciones
adquiridas en hospitales, generalmente afectando a pacientes inmunodeprimidos vy
gravemente heridos [3]. A. baumannii se encuentra asociado a infecciones de alta
mortalidad incluyendo septicemia, bacteriemia, neumonias, endocarditis, meningitis
secundarias, infecciones de heridas y de tracto urinario [4], [5] y se ha identificado como el
Unico agente causal de la fascitis necrotizante [6]. Las cepas de A. baumannii involucradas
en los brotes de estas enfermedades son generalmente resistentes a multiples drogas y
facilmente pueden colonizar ambientes nosocomiales y resistir a condiciones desfavorables
tales como desecacién, falta de nutrientes y tratamiento antimicrobiano. Estudios
epidemioldgicos han mostrado que A. baumannii puede persistir en la piel y mucosas
humanas por dias o semanas, permitiendo la colonizacién del personal hospitalario y la
consecuente diseminacién a los pacientes [4], [7]. Aun cuando exhibe escasa virulencia, su
elevada resistencia intrinseca y su capacidad de adquirir rdpidamente resistencia frente a
nuevos farmacos [8] genera la seleccidn y radicacion de clones resistentes que dificultan el
tratamiento de infecciones mediante el uso de terapias antimicrobianas rutinarias [9], [10].
Por todo esto, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) lo ha declarado como una seria
amenaza para la salud publica ubicdndolo en el primer lugar entre los patégenos
bacterianos de prioridad critica que requieren atencién urgente (World Health Organization
2017).

Se ha propuesto que un determinante clave para el éxito de este patdégeno en
establecimientos clinicos es la capacidad de adherirse a superficies bidticas y abidticas y
formar biofilms en ellas [12]-[15]. A pesar de existir numerosos estudios sobre la resistencia
a los antibidticos y la epidemiologia de las infecciones por A. baumannii, poco se sabe sobre

los factores ambientales y las sefiales que modulan su fisiologia y habilidad para interactuar
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con el ambiente médico y hospedador humano. Dentro de las sefales ambientales
detectadas por los organismos, la luz es aquella a la cual este trabajo se aboca
particularmente. El rol de este estimulo ha sido ampliamente estudiado en organismos
fotosintéticos, sin embargo, poco se sabe del rol que la luz cumple en la regulacion de la

fisiologia de procariotas quimiétrofos no fotosintéticos, ya sean patégenos o ambientales.

1.2.2. Fotobiologia

La superficie de nuestro planeta esta sujeta a cambios dramdticos en los niveles de luz
solar a lo largo del dia. Ademds de ser una fuente primaria de energia para los organismos
fotétrofos, la luz es una importante sefial que muchos otros utilizan para evaluar el estado
del ambiente. Asi, especies de todos los reinos han desarrollado la capacidad de detectar y
responder a las distintas longitudes de onda a través de todo el espectro visible [16]-[18].

Muchos microorganismos reaccionan de manera especifica a la luz ambiental, ya sea
migrando hacia un ambiente particular para aprovechar los efectos beneficiosos de la luz o
lejos del mismo, para evadir los efectos perjudiciales de la radiacidon electromagnética,
cambiando su comportamiento y/o metabolismo o induciendo funciones de reparacion [19].
Estas respuestas se dan ya sea por modificacién de la maquinaria existente o activacién o
represion de sets especificos de genes.

Las proteinas fotorreceptoras son las que median en primer lugar entre la seial dada
por la luz ambiental y la respuesta bioldgica. Estas se definen como proteinas que no
canalizan energia luminica a los procesos bioenergéticos ni tienen funciones de reparacion,
sino que solamente generan una sefial al ser excitadas por la luz.

La gran mayoria de los fotorreceptores descriptos pueden ser clasificados en 6 familias
bien definidas, principalmente basadas en la estructura de sus croméforos. Estas son
rodopsinas, fitocromos, xanthopsinas, criptocromos, fototropinas y las proteinas

conteniendo dominios BLUF [17].

1.2.3. Dominios BLUF

La primer proteina caracterizada conteniendo dominio BLUF (Blue Light sensing Using
FAD) fue AppA de Rhodobacter sphaeroides, la cual funciona como un anti-represor
transcripcional de genes fotosintéticos [20]. Este dominio esta ampliamente distribuido en

proteinas de bacterias y eucariotas inferiores [21].
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Basados en el andlisis de la arquitectura del dominio, la familia de proteinas BLUF se
clasifican en “cortas” o “complejas” [22]. Las proteinas cortas poseen, ademas del dominio
BLUF, un segmento extra de aproximadamente 50 aminoacidos en su C-terminal que no
posee homologia con nada descripto, es decir, carecen de un dominio efector conocido. Se
propone que éstas transducen la sefial luminica a un médulo efector asociado ubicado en
otra cadena polipeptidica via interacciones proteina-proteina [21]. En las proteinas
complejas, tanto el dominio sensor como el efector residen en la misma cadena

polipeptidica.

1.2.4. Antecedentes de nuestro grupo.

Trabajos anteriores de nuestro grupo han demostrado, utilizando herramientas
genéticas y biofisicas, que tanto la motilidad, como la formacién de biofilms y virulencia
frente al eucariota Candida albicans son procesos regulados por luz en A. baumannii, y que
dependen de una proteina fotorreceptora que contiene un dominio BLUF (Blue light sensing
using FAD) N-terminal, a la que denominamos BIsA (Blue light sensing A) [12].
Especificamente, en este microorganismo la formacidn de biofilms se ve altamente inhibida
en condiciones de luz, mientras que en oscuridad se produce esta estructura multicelular a
24° C [12]. Con respecto a la motilidad, en placas con medio semisélido ésta se ve inhibida
en presencia de luz azul a 24° C, mientras que en oscuridad no se ve afectada y la bacteria se
mueve por toda la superficie.

Esto es particularmente interesante ya que hasta entonces, la fotorregulacidén se
estudié ampliamente en microorganismos fotdtrofos, en los que la luz cumple ademas un
rol en procesos bioenergéticos, mientras que en quimidtrofos no habia sido practicamente
descripta.

Posteriormente, mostramos que la regulacién por luz ocurre no sélo en A. baumannii,
sino que se encuentra ampliamente distribuida dentro del género Acinetobacter, incluyendo
otras especies de interés clinico [23].

La capacidad de Acinetobacter baumannii para formar biofilms en superficies bidticas
y abidticas [13] y para moverse pueden ser factores claves en su patogenicidad, dado que
esto contribuye a su persistencia y diseminacién en los establecimientos nosocomiales, asi

como a la resistencia bacteriana a los compuestos antimicrobianos. Ademas de ser
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caracteristicas fisiolégicas importantes, nos ofrecen modelos simples de estudio de la
fotorregulacidn en las cepas salvajes y mutantes, como para poder profundizar en la

caracterizacion del mecanismo de transduccion de la sefial luminica.

1.3. Fitoplasma.

1.3.1. Caracteristicas generales.

Los fitoplasmas (‘Candidatus Phytoplasma’) son bacterias fitopatégenas que
pertenecen a la clase Mollicutes, por lo que carecen de pared celular [24]-[26]. Son
pardsitos obligados que se transmiten por insectos del orden Hemiptera [27]. Sobreviven y
se replican intracelularmente tanto en estos insectos como en las plantas que infectan
mostrando de esta manera adaptacion a la vida en dos hospedadores diferentes. Son
inyectados en las plantas en el momento en que el insecto se alimenta y dentro de la planta
se alojan en el floema [28], [29]. Son sumamente diversos y se clasifican filogenéticamente
en 38 grupos y mas de 200 subgrupos [30]. Son microorganismos pleomérficos, sin
movilidad y con didmetros menores a 1 micrémetro. Al igual que otros miembros de la clase
Mollicutes, que han surgido por evolucion reductiva y sufrieron una extensa reducciéon de su
genoma, las células de fitoplasma contienen un cromosoma de ADN de doble cadena
circular con un tamafio de 600-800 kpb [25]. Su contenido es bajo en G+C (23%), una
caracteristica comun a todos los miembros de la clase Mollicutes [29]. A pesar de sus
genomas muy pequefios, muchos genes predichos estan presentes en miultiples copias. Los
genomas de fitoplasma contienen una gran cantidad de genes de transposicion y secuencias
de insercion que son exclusivas de estos organismos. Estos son los responsables de la
variabilidad del genoma, permitiendo que los fitoplasmas sobrevivan en diversos ambientes
de plantas e insectos y produciendo la marcada heterogeneidad de los tamafios del genoma
del fitoplasma [31]—[33].

La extensa evolucion reductiva resulta en capacidades metabdlicas enormemente
restringidas como consecuencia de su adaptacién a la forma de vida en estrecha asociacién
con sus hospedadores eucariotas [34]. Por lo tanto, carecen de muchos genes para las
funciones metabdlicas estandar y no tienen vias de recombinacién homdlogas funcionales
[31]. También carecen de genes para la biosintesis de muchos componentes celulares

fundamentales [35].
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Se ha reportado que los fitoplasmas poseen una o dos proteinas de superficie con
dominios transmembrana que le permiten adherirse a las células del hospedador (requisito
previo para la colonizacién e infeccidn) siendo claves para la interacciéon especifica del
fitoplasma con este [27].

Los fitoplasmas producen efectos devastadores en mas de 700 especies de plantas
[30], incluidos muchos cultivos de importancia econédmica, como los arboles frutales y las
plantas ornamentales [36]. Pueden alterar la morfologia de las plantas y la longevidad y

tasas de reproduccion y comportamiento de los insectos vectores [37].

1.3.2. Enfermedades y sintomatologia.

Los fitoplasmas son responsables de enfermedades de las plantas que tienen un gran
impacto econdmico [38]. Son capaces de infectar mds de 700 especies de plantas [30] y de
desarrollar mas de 300 enfermedades distintas en ellas, afectando a cientos de géneros. Las
enfermedades asociadas con los fitoplasmas ocurren en todo el mundo y en muchos
cultivos, aunque los fitoplasmas individualmente pueden tener rangos de hospedadores
limitados [27]. Los fitoplasmas estan asociados con enfermedades de las plantas en varios
cientos de especies, que incluyen cultivos muy importantes de vegetales, frutas, plantas
ornamentales, madera y arboles de sombra. Muchas plantas cultivadas pueden ser
infectadas por fitoplasma, tanto en paises donde la agricultura no estd avanzada como en
paises donde la agricultura esta altamente industrializada [27].

Las plantas infectadas con fitoplasma muestran una amplia gama de sintomas, que
incluyen retraso del crecimiento, coloracion amarillenta, escoba de bruja (proliferacion de
brotes), filodia (formacién de tejidos similares a hojas en lugar de flores), virescencia
(reverdecimiento de los drganos florales), proliferacion de brotes de dérganos florales,

enrojecimiento de las hojas y tallos y necrosis del floema [24].

1.3.3. Relacidn con los insectos vectores.
Los insectos responsables de la transmision de fitoplasmas son principalmente los
cicadelidos [26]. Una vez infectados, los insectos permanecen infecciosos por el resto de su

vida, pero por lo general no transmiten los fitoplasmas a su progenie [39].
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Algunos insectos huéspedes pueden beneficiarse de su asociacién con los fitoplasmas,
produciendo mas descendencia, mostrando una mayor longevidad [40] y aumentando las
distancias de vuelo [24]. Ademas, como consecuencia de los sintomas que el fitoplasma
provoca en la planta, esta puede volverse mas atractiva para los insectos vectores [24], ya

que prefieren los tejidos vegetativos a los drganos reproductores [41].

1.3.4. En las plantas.

Los fitoplasmas son transferidos por los insectos a la planta, ingresando directamente
al floema, desde donde se diseminan sistémicamente [27]. Son suficientemente pequefios
para pasar libremente a través de los poros del tubo criboso, por lo que pueden ser
arrastrados por el floema junto con los productos de asimilacion del carbono desde las hojas
a los drganos de las plantas que los consumen. En consecuencia, se han encontrado
fitoplasmas en tejidos de raiz, como en hojas [42].

El movimiento activo de los fitoplasmas parece improbable, considerando la falta de
genes que codifican los elementos del citoesqueleto o flagelos [38].

Los fitoplasmas dependen de la savia que alimenta a los insectos vectores para su
transmision [43].

Se cree que la transmisidn de fitoplasmas a las semillas generalmente no es posible

porque el floema carece de una conexion directa con la semilla [38].

1.3.5. Propagacion.

La cepa aster yellows witches broom (AYWB) de fitoplasma suele infectar a las plantas
anuales [44], que mueren al florecer y producir semillas, por lo que dependen de los
insectos vectores para su propagacion antes de que las plantas mueran [43]. Los fitoplasmas
se propagan principalmente por insectos de la familia de los cicadelidos, que se alimentan
de los tejidos del floema de las plantas infectadas [43]. El rango de huéspedes que puede
infectar fitoplasma es, por lo tanto, fuertemente dependiente de los insectos vectores. Los
fitoplasmas entran al insecto a través del estilete cuando este se alimenta del floema de las
plantas infectadas. Luego se mueven a través del intestino y son absorbidos por la
hemolinfa para finalmente colonizar las glandulas salivales. Todo este proceso puede durar

hasta varias semanas y el tiempo que transcurre entre que el fitoplasma es absorbido por el
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insecto y alcanza un titulo infeccioso en la glandula salival se define como su periodo latente
[27].

Los fitoplasmas se mueven dentro de las plantas a través del floema desde el punto de
ingreso hasta las raices y pueden pasar a través de los elementos del tubo del criboso en el
floema [42]. Varios estudios han mostrado una distribucion desigual del fitoplasma en los
organos de las plantas hospedadoras y fluctuaciones estacionales en los hospedadores
lefiosos. En general, el titulo mas alto se encontré en los drganos de origen (hojas maduras),
mientras que el titulo mas bajo se encontré en raices [27]. Ademas, el titulo de fitoplasma
varia mucho de una planta a otra, debido a las diferencias de las especies de plantas en su
susceptibilidad a la infeccion por este fitopatégeno.

Los fitoplasmas tienen un efecto notable en las interacciones entre insectos y plantas,
es decir, pueden hacer que las plantas infectadas sean mds atractivas para los insectos.
Estos vectores prefieren los tejidos verdes/amarillos jévenes para la alimentacion que
justamente se producen en abundancia en plantas infectadas por fitoplasma, dando lugar a
los sintomas Ilamados escoba de bruja, filodios, virescencia y coloracién amarillenta [28].

Dado que los fitoplasmas son parasitos intracelulares de plantas e insectos [38], su
capacidad para adaptarse a dos ambientes diversos es de considerable interés.
Aproximadamente el 33% de los genes expresados cambia durante el pasaje entre la planta
y el insecto, lo que sugiere que el fitoplasma altera dramaticamente la expresidn del gen en

respuesta a su huésped [45].

1.3.6. Perspectivas para el control de enfermedades del fitoplasma.

Los brotes de epidemias de enfermedades de fitoplasma pueden detenerse mediante
el control de los vectores o eliminando a los patdgenos de las plantas infectadas ya sea con
antibidticos o con otros quimicos [36].

La interferencia con la colonizacion de los insectos por los fitoplasmas, o con la
absorcidon de nutrientes del fitoplasma en el floema vegetal, es el objetivo primario para la
proteccién de las plantas sin usar pesticidas ni antibidticos.

Es importante identificar los factores involucrados en la patogenicidad de fitoplasmas

para encontrar medidas efectivas de modo de controlar las enfermedades que causan. El
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metabolismo energético es ciertamente un tema clave para comprender la biologia del

fitoplasma y su patogénesis.
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2. Objetivos.

2.1. Objetivo general.

Estudiar diversos aspectos fisiolégicos y/o bioquimicos de dos microorganismos
patégenos que presentan estilos de vida diferente como Acinetobacter baumannii y

Candidatus Phytoplasma asteris.

2.2. Objetivos especificos.

2.2.1. Acinetobacter.

Estudiar el comportamiento y la integracion de las sefiales de luz y temperatura a
través de BlsA y a nivel fotoquimico.

Caracterizar la dependencia de la temperatura de la fotorregulacién de la motilidad en
otras especies de importancia clinica del género Acinetobacter.

Identificar nuevos componentes involucrados en la transduccién de la sefial luminica
en A. baumannii.

Profundizar en el mecanismo de modulacion de la susceptibilidad a antibidticos

dependiente de la luz en Acinetobacter.

2.2.2. Fitoplasma.
Caracterizar la enzima malica predicha presentes en los genomas de los fitoplasmas
“Ca. Phytoplasma asteris” cepa “Witches broom”.
Evaluar la funcionalidad de la enzima Pdul en la via del malato en fitoplasmas.
Estudiar la regulacién de la enzima madlica y de la PduL por metabolitos de la via del

malato.
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3. Materiales y métodos.

3.1. Ensayos de motilidad.

3.1.1. Placas de motilidad.

Para ensayar la capacidad de fotorregulacion de la motilidad de las diferentes cepas,
se prepararon placas con medio semisélido “Swimming Agarose” (SA) conteniendo: 1% (p/v)
triptona, 0,5% (p/v) NaCl y 0,3% (p/v) agarosa. Estas placas se prepararon en el momento de
ser utilizadas, al igual que el medio, el cual se esterilizd en autoclave el mismo dia y utilizé
solo una vez. Las placas se prepararon con 20 ml de medio fundido, exactamente medido
cada vez. Una vez solidificadas, se inocularon en el centro con la cepa correspondiente y se
incubaron durante toda la noche en condiciones de luz azul o de oscuridad, segln
corresponda y a la temperatura indicada en cada caso, tras lo cual fueron inspeccionadas
visualmente y comparadas. Todos los ensayos de motilidad se realizaron al menos 3 veces
para cada cepa y condicién de modo de tener 3 muestras bioldgicas independientes. Los
valores obtenidos se analizaron mediante un andlisis de la variancia (ANOVA) seguido del

test de comparacion multiple de Tukey (p<0,05) utilizando el programa SigmaPlot 12.0.

3.1.2. Placas de motilidad complementadas.

Para evaluar el efecto de los diferentes compuestos conteniendo el nucledtido
guanina en la motilidad de las cepas ATCC 17978 y ATCC 17978 AblsA, estos se calentaron
15 minutos a 90° C con el fin de provocar el desagregado. Luego, se mezclaron con el medio
semisélido SA fundido a una concentracion final de 400 uM vy se volcaron sobre la placa de
Petri hasta que se solidificaron. Se utilizé esta concentracién, ya que se reportd que a 400
UM el c-di-GMP produjo un 85% de inhibicion de la formacion de biofilms en Staphylococcus
aureus DK825 [46]. Estas placas se prepararon en el momento de ser utilizadas, al igual que
el medio, el cual se esterilizé en autoclave el mismo dia y utilizé solo una vez. Las placas se
prepararon con 20 ml de medio fundido, exactamente medido cada vez. Una vez
solidificadas, se inocularon en el centro con la cepa correspondiente y se incubaron durante
toda la noche en condiciones de luz azul o de oscuridad, seglin corresponda y a la
temperatura indicada en cada caso, tras lo cual fueron inspeccionadas visualmente y

comparadas. Todos los ensayos de motilidad se realizaron al menos 3 veces para cada cepa
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y condiciéon de modo de tener 3 muestras bioldgicas independientes. Los valores obtenidos
se analizaron mediante un andlisis de la variancia (ANOVA) seguido del test de comparacion
multiple de Tukey (p<0,05) utilizando el programa SigmaPlot 12.0.

Todos los compuestos de guanina utilizados fueron amablemente provistos por el Dr.
Herman O. Sintim del Departamento de Biologia Celular y Genética Molecular de la

Universidad de Maryland, E.E.U.U.

3.2. Ensayos de formacién de biofilms.

3.2.1. Método de preparacion de los ensayos.

Para los ensayos de biofilms y tal como se describié en [12]; 0,01 ml de cultivo de la
cepa correspondiente crecido durante toda la noche en agitacién a 37° C se mezclé con 1 ml
de medio de cultivo LB liquido, fresco y esterilizado en autoclave y esto luego se inoculd en
tubos de vidrio durante 96 horas. Todos los ensayos se hicieron por triplicado para ambas

condiciones, tanto de luz, como oscuridad y para cada cepa ensayada.

3.2.2. Medio complementado.

Para evaluar el efecto de los distintos compuestos conteniendo el nucledtido de
guanina en la formacién de biofilms de las cepas ATCC 17978 y ATCC 17978 AbIsA, estos se
calentaron 15 minutos a 90° C con el fin de provocar el desagregado. Luego, se mezclaron
con el medio LB fresco a una concentracion final de 400 uM. Todos los ensayos se hicieron
por triplicado para ambas condiciones de iluminacién, para cada cepa ensayada y para cada

compuesto utilizado.

3.2.3. Revelado.
Para el revelado de los ensayos de biofilms, el cultivo crecido se aspird y el tubo se
lavé vigorosamente con agua destilada. Las células adheridas a las paredes del tubo se

visualizaron por tincién con violeta cristal 0,1 % (p/v).

3.3. Condiciones luminicas.

Todos los ensayos realizados en condiciones de luz, esta fue emitida por arreglos de 9
LEDs (light-emitting-diode) con una intensidad de 6 a 10 umol fotones/m?s, la cual fue
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determinada usando un luminémetro Li-250A (LI-COR). Cada arreglo se construydé usando
tres tiras de LEDs (conteniendo tres LEDs cada una) con picos de emisidon centrados a 462
nm en el caso de la luz azul, o a 700 nm en el caso de la luz roja, segun lo determinado
usando un espectroradidmetro LI-COR LI-1800 [12]. Cabe seiialar que la temperatura de los
medios liquidos y agar en las condiciones de iluminacién usadas en estos experimentos no
varia significativamente de aquella medida en condiciones de oscuridad o en la cdmara de

incubacion.

3.4. Curvas de crecimiento.

Para las curvas de crecimiento realizadas se utilizd el medio Luria-Bertani (LB)
conteniendo: 1% (p/v) triptona; 0,5% (p/v) extracto de levadura; 1% (p/v) NacCl.

La cepa A. baumannii ATCC 17978 se dejo crecer durante toda la noche a 37° C con
agitacion a 200 rpm. A partir de este cultivo se hizo una dilucién en medio LB fresco de
modo de tener una DOspo inicial de 0,1 UA al momento de dar inicio a la curva de
crecimiento y en las condiciones indicadas en cada caso (24° C o 37° C y luz azul u
oscuridad). Las curvas fueron monitoreadas midiendo la Abs a 600 nm (DOsoo) de pequefias
alicuotas del cultivo en funcién del tiempo. Las curvas de crecimiento se realizaron al menos

3 veces para cada condicion.

3.5. Reaccién de transcripcion reversa seguida de Reaccidon en Cadena

de la Polimerasa en Tiempo Real (RT-qPCR).

Con el fin de obtener informacidén a nivel de transcripto para el ARNm de b/sA en las

diversas condiciones en estudio, se procedid a realizar experimentos de RT-gPCR.

3.5.1. Obtencion de las muestras.

3.5.1.1. Curvas de crecimiento.

La cepa A. baumannii ATCC 17978 se dejo crecer durante toda la noche a 37° C con
agitacion a 200 rpm. A partir de este cultivo se hizo una dilucién en medio LB fresco de
modo de tener una DOsqo inicial de 0,1 al momento de dar inicio al experimento. A distintos

tiempos que van de 0 min a 1800 min se tomaron muestras del cultivo, las cuales se
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centrifugaron a 4° C, durante 15 min a 5000 rpm para recolectar las células. Luego se
elimind el sobrenadante y el pellet obtenido se congeld en N; liquido y se guardd a -80° C
durante toda la noche. Este procedimiento se realizé por triplicado para obtener 3 muestras

bioldgicas independientes para cada conjunto de condiciones y para cada alicuota analizada.

3.5.1.2. Cambio de condiciones del cultivo liquido.

La cepa A. baumannii ATCC 17978 se dejo crecer durante toda la noche a 37° C con
agitacion a 200 rpm. A partir de este cultivo se hizo una dilucién en medio LB fresco de
modo de tener una DOsgo inicial de 0,1 al momento de dar inicio al experimento. Una vez
qgue este cultivo alcanzd una DOeoo = 0,5 se procedié a realizar el cambio de condiciones,
pasandolo de 24° C a 37° C (en el caso del cultivo en oscuridad) o de condiciones de luz a
oscuridad (en el caso del cultivo crecido a 23° C. Este momento se tomd como tiempo inicial
(to), a partir del cual se tomaron muestras en los tiempos y condiciones indicados en cada
caso. Las células recolectadas se centrifugaron a 4° C, durante 15 min a 5000 rpm para
recolectar las células. Luego se elimind el sobrenadante y el pellet obtenido se congeld en
N: liquido y se guardé a -80° C durante toda la noche. Este procedimiento se realizé por
triplicado para obtener 3 muestras bioldgicas independientes para cada conjunto de

condiciones y para cada alicuota analizada.

3.5.1.3. Motilidad

Cada muestra de la cepa A. baumannii ATCC 17978 crecida en placas de motilidad en
condiciones de luz y temperatura indicadas en cada caso, se cosecharon barriendo
suavemente la superficie del medio con un bisturi y con una micropipeta, transfiriéndolas a
un tubo eppendorf de 1,5ml. Se congelaron en N; liquido, se guardaron a -80° C durante
toda la noche. Este procedimiento se realizé por triplicado para obtener 3 muestras

bioldgicas independientes para cada conjunto de condiciones.

3.5.1.4. Susceptibilidad a MIN.
Las células de A42 o ATCC 19606 se crecieron a 24° C en microplacas de 96 pocillos en
LB liquido hasta una DOeoo de 0,4 UA en luz azul o en oscuridad y en presencia o ausencia de

una concentracion final de 0,1 mg/ml de TIG . Las células se recolectaron, se centrifugaron,
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se elimind el sobrenadante, se congelaron con N liquido y se guardaron a -80° C durante
toda la noche. Este procedimiento se realizd al por triplicado para obtener 3 muestras

bioldgicas independientes para cada condicion analizada.

3.5.1.5. Modulacién de las bombas de eflujo independiente de BIsA.

Las células de A42 se cosecharon barriendo suavemente con un bisturi la superficie de
placas con LB-agar suplementadas o no con 5mM de azul de metileno (AM) e incubadas en
luz roja o en oscuridad segun se indica. El agregado de AM en conjunto con la luz roja
promueve la generacion de '0,. Este ensayo se realizé por triplicado para cada condicién

analizada de modo de contar con 3 muestras bioldgicas independientes.

3.5.2. Extraccion de ARN.

Las células se descongelaron lentamente, se resuspendieron en buffer de lisis (0,1 M
NaAc; 10 mM EDTA; 1% SDS en agua tratada con DEPC) y se hirvieron durante 3 min. Luego
se hicieron dos extracciones con fenol a pH4 (ajustado usando NaAc 50 mM) previamente
calentado a 60° C y una extraccién con cloroformo. En cada paso se incubd durante 2 min,
se centrifugd 10 min a 12000 g y a 4° C y posteriormente se tomd la fase superior acuosa. El
ARN obtenido de esta forma se precipitéd durante toda la noche con etanol absoluto a -20°
C, se lavd con etanol 70%, se resuspendiod en H;O destilada tratada con DEPC y se hidrato

incubandolo 10 min a 55° C.

3.5.3. Determinacioén de la cantidad y pureza del ARN.

Para todos los casos, la cantidad y pureza del ARN extraido se determinaron
espectrofotométricamente realizando diluciones 1:200 de las muestras de ARN en H,0 DEPC
y se midieron las absorbancias a A = 260 y 280 nm utilizando el programa KC Junior en un
espectrofotémetro Power Wave XS (BIO-TEK Instruments) con paso éptico de 0,5 cm. Luego
se estimd la pureza calculando la relacion Abs260/Abs280. Valores entre 1,7 y 2,1 indican
una pureza apropiada de la preparacidon de ARN total respecto al contenido de proteinas.
Finalmente, se realizaron los célculos necesarios para estimar la cantidad de ARN en cada
muestra, considerando que 1 UA a A = 260 nm corresponde a 40 pg/ml de ARN simple

hebra.
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3.5.4. Determinacion de la integridad del ARN.

Se determind la integridad del ARN obtenido mediante electroforesis en geles de
agarosa 1 % (p/v) en buffer de corrida TBE 0,5X (44 mM Tris-HCl pH = 8; 36 mM 4acido
bérico, 50 mM EDTA) en presencia de SyberSafe® a una concentracién final de 0,5 ug/ml.
Las muestras se mezclaron en relacion 4:1 con buffer de siembra 5X (0,25 % (p/v)
xilencianol; 0,25 % (p/v) azul de bromofenol; 30 % (v/v) glicerol). Se sembré adicionalmente
el marcador de tamafio molecular ADN del fago A (Thermo) digerido con EcoRIl y Hindlll
(Promega), de concentracion conocida. La corrida electroforética se realizd a una intensidad
constante de 70 mA. Los geles fueron visualizados en transiluminador UV (longitud de onda
de trabajo: 302 nm, equipo BioChemiSystem, UVP Bioimaging Systems) y fotografiados
utilizando una cdmara Hamamatsu 1394-C8484-51-03G.

3.5.5. Eliminacién del ADN gendmico.

4 ug de ARN total se trataron con 1 pul de DNAsa | (Promega); 0,25 ul de RNAsin
(inhibidor de ARNasas, Promega) y H2,O DEPC hasta volumen final de 20 ul, por 30 min a 37
°C.

3.5.6. Reaccion de transcripcion reversa.

Las reacciones de transcripcidn reversa se realizaron con el fin de obtener la primera
hebra de ADNc a partir del ARN total obtenido por extraccidn, para cada condicién
estudiada. 2ug de ARN total obtenido después de la eliminacidn del ADN gendmico se
mezclaron con 1 ul de oligonucledtidos al azar (Biodynamics) en un voumen final de 15 pl.
Esta mezcla se incubd durante 5 minutos a 65° C y se llevd rapidamente a hielo, donde se
agregaron 10 pl de buffer de reaccidon conteniendo 1 mM dNTPs (Thermo), buffer Mo-MLV
1X (Promega), 28 U RNAsin (inhibidor de ARNasas) y 200 U MoMLYV (transcriptasa reversa,
Promega) y H,O DEPC hasta completar un volumen final de 25 pul. Esta preparacion se
incubd durante 2hs a 37° C y posteriormente la enzima Mo-MLV se inactivd incubando 10
min a 70° C.

Los productos de ADNc se diluyeron en una relacién 1:8 para su posterior analisis

mediante gPCR.
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3.5.7.qPCR

El ADNc obtenido se amplificé con oligonucledtidos especificos para los genes de
interés (listados en la Tabla 3.1) y recA (como gen normalizador).

Se incluyeron muestras de ARN sin retrotranscribir como control del contenido de
ADN genodmico. Las reacciones de RT-qPCR se desarrollaron en un termociclador con
sistema de deteccion Mx3005P QPCR (Agilent technologies, Stratagene, programa MxPro
QPCR version 4.10) y utilizando el colorante fluorescente SyberGreen | (Invitrogen). El
volumen final de 20 ul contenia: buffer GoTaq 1X (Promega); 2,5 mM MgCl,; 200 uM dNTPs
en mezcla equimolar; 0,5 mM de cada uno de los oligonocledtidos cebadores; 0,04 U/ul
GoTaq ADN polimerasa (Promega); 1 ul del ADNc correspondiente a cada muestra analizada
o ARN sin retrotranscribir diluido en igual proporcién a modo de control y H,O destilada
estéril hasta completar volumen final. Cada reaccion de qPCR consisti6 en una
desnaturalizacién inicial de 2 min a 94 °C, seguida de 40 ciclos de 4 etapas: 10 s a 96 °C
(desnaturalizacién), 15 s a 54 °C (hibridacién de cebadores), 1 min a 72 °C (elongacidn) y por
ultimo, se realizd una etapa de elongacién final de 10 min a 72 °C.

Se determinaron las curvas de fusion para cada reaccién de gPCR midiendo la
disminucion de fluorescencia de los productos obtenidos respecto al aumento de
temperatura (de 65° C a 98 °C). La especificidad de las reacciones de PCR fue confirmada
mediante el analisis de las curvas de fusidn utilizando el software provisto por el equipo vy,
adicionalmente, mediante la verificacién de tamafo de los productos de amplificacidon

obtenidos en electroforesis en gel de agarosa 2 % (p/v) en SyberSafe.

3.5.8 Determinacion de la expresion génica y analisis estadisticos.

La eficiencia de la amplificacidon para cada gen se determiné utilizando el método de Ia
curva estandar relativa [47]. El calculo de la expresién génica relativa al gen normalizador de
cada transcripto se llevd a cabo mediante el método qBASE [48]. Para cada una de las 3
réplicas bioldgicas se realizaron 3 réplicas técnicas para el gen normalizador y para cada gen
de interés. Los datos obtenidos se evaluaron a través de analisis de la variancia (ANOVA)
seguido del test de comparaciéon multiple de Tukey (p<0.05) usando el programa SigmaPlot

12.0.
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3.6. Inmunodeteccion.

Con el fin de obtener informacién a nivel de proteina para BIsA para cada condicién en

estudio, se procedio a realizar diversos experimentos de inmunodeteccion.

3.6.1. Obtencion de las muestras

3.6.1.1. De placas de motilidad.

Para los ensayos de inmunodeteccidn de la proteina BlsA de células de A. baumannii
ATCC 17978 o de los controles ATCC 17978 AblsA y ATCC 17978 AblsA pWH1266-BlIsA a
partir de placas de motilidad, se cosecharon las bacterias en las condiciones de luz y
temperatura correspondientes, barriéndolas suavemente con un bisturi por la superficie de
la placa y se recolectaron con micropipeta en un tubo eppendorf de 1,5ml. Se centrifugaron
5 minutos a 5.000 rpm y se elimind el sobrenadante. De esta manera se obtuvieron 3
muestras bioldgicas independientes para cada condicidn a partir de al menos 3 ensayos

independientes.

3.6.1.2. De curva de crecimiento.

Para los ensayos de inmunodeteccién de la proteina BlsA de células de A. baumannii
ATCC 17978 o de los controles ATCC 17978 AblsA, ATCC 17978 AblsA pWH1266 y ATCC
17978 AblsA pWH1266-BIsA proteinas provenientes de cultivos en LB liquido, se extrajeron
las alicuotas correspondientes a los tiempos, condiciones de luz y temperatura indicados, se
centrifugaron durante 5 minutos a 5.000 rpm y se elimind el sobrenadante. Esto se hizo al

menos por triplicado para obtener 3 muestras bioldgicas independientes.

3.6.1.3. Proteina recombinante control.
La proteina BIsA unida a 6 residuos de His utilizada como control en los
inmunoensayos se generd previamente por miembros de nuestro grupo, lo cual estd

reportado en el trabajo [12].
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3.6.2. Extraccion de proteinas totales.

Los pellets celulares obtenidos tal como se indic6 en el punto anterior se
resuspendieron en 5ml de TBS 1X (10 mM Tris-HCI pH=7,5; 150 mM NacCl) y con el inhibidor
de proteasas PMSF a una concentracidon final de 0,2mM. Luego se sonicaron y se
centrifugaron durante 20 minutos a 12.000rpm y a 4° C. Al sobrenadante se le agregd TCA a
una concentracion final de 10% para precipitar las proteinas totales y se incubd durante 30
minutos en hielo. Luego se centrifugd 15 minutos a 12.000rpm y a 4° C y se elimind el
sobrenadante. Se lavo con acetona fria 80% (v/v), se centrifugd, se elimind el sobrenadante
y se dejd secar a temperatura ambiente. El precipitado se resuspendié en SB 1x incoloro y se

llevd a pH basico con una solucién de Tris-HCl 1,5M; pH8,8 y se hirvieron durante 3 minutos.

3.6.3. Cuantificacion proteica.

La concentracidn proteica total se realizd por el método de Bradford [49] utilizando el

reactivo Protein Assay (Biorad) y albimina sérica bovina como testigo.

3.6.4. Electroforésis.
Las proteinas totales de cada muestra se sembraron en cantidades iguales (350 ug) y
se separaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones

desnaturalizantes (SDS-PAGE) utilizando 15% de poliacrilamida.

3.6.5. Transferencia.

Las proteinas separadas por SDS-PAGE se transfirieron mediante la aplicacién de un
campo eléctrico desde el gel de poliacrilamida a una membrana de nitrocelulosa (Hybond-C,
Amersham) utilizando una celda Trans-Blot SD Semi-Dry de Biorad durante 60 mina 20 V. La
membrana luego se bloqued por 1 h con 5 % (p/v) leche descremada en polvo en buffer TBS

1X (10 mM Tris-HCI pH=7,5, 150 mM NaCl).

3.6.6. Inmunodeteccién
La membrana de nitrocelulosa con las proteinas totales unidas se incubé durante toda

la noche a 4° C con anticuerpo primario anti-BlsA en buffer TBS 1X en agitacion suave. Luego
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se hicieron 3 lavados de 15 minutos con TBS 1X y posteriormente incubd durante 1 hora en

agitacién suave con el anticuerpo secundario correspondiente y se repitieron los lavados.

3.6.7. Revelado

3.6.7.1. kit femto.

En este caso el anticuerpo secundario utilizado fue un anticuerpo IgG de conejo
conjugado con la enzima peroxidasa de rabanito (HRP, BioRad) en TBS 1X (10 mM Tris-HCl
pH=7,5; 150 mM NacCl).

Para el revelado se utilizd el kit SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity
Substrate (Thermo). La membrana se incubd durante 5 minutos con la solucidn de trabajo y
se visualizé en el equipo BioChemiSystem, UVP Bioimaging Systems y se fotografié a

distintos tiempos de exposicion utilizando la cdmara Hamamatsu 1394-C8484-51-03G.

3.6.7.2. NBT y BCIP.

En este caso el anticuerpo secundario utilizado fue un anticuerpo IgG de conejo
conjugado con la enzima fosfatasa alcalina (Sigma).

Posteriormente la membrana se reveld incubando con 20 ul de 50 mg/ml NBT y 10 ul
50 mg/ml de BCIP en 10 ml de buffer sustrato (100 mM Tris-HCI pH=9,5, 100 mM NaCl y 5
mM MgCl2). La reaccidn se desarrolld en oscuridad hasta aparicién de bandas purpuras y se
detuvo por lavados sucesivos con agua destilada. La membrana se secé a temperatura

ambiente y se fotografid.

3.6.8. Anticuerpos anti-BlsA

El suero de conejo conteniendo los anticuerpos primarios anti-BIsA utilizados en los
inmunoensayos se generaron por miembros de nuestro grupo de trabajo, lo cual estd
reportado en el trabajo [3].

Estos anticuerpos se purificaron incubando el suero con una membrana de
nitrocelulosa sobre la que se habia fijado previamente la proteina BIsA durante 1 hora con
agitacion suave. Luego se lavé la membrana 3 veces con TBS 1X (Tris-HCl 10mM, pH=7,5;

NaCl 150mM) durante 15 minutos. Posteriormente se incubd la membrana durante 1 min
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con solucién de elucion (Glicina 100mM, pH = 3, NaCl 100mM), se tomd la solucién de

elucién y se neutralizé con 50 pl de una solucidn de neutralizacion (Tris-HCI 1M, pH=8).

3.7. Medios de cultivo

3.7.1. Placas de LB-agar.

Se utilizd el medio Luria-Bertani (LB) conteniendo: 1% (p/v) triptona; 0,5% (p/v)
extracto de levadura; 1% (p/v) NaCl complementado con 1,5% (p/v) para el crecimiento
sistematico de las bacterias utilizadas en el presente trabajo de tesis. En ciertos casos se
complementd con diferentes antibidticos para generar presion selectiva, dependiendo de la

cepa cultivada.

3.7.2. Ensayos de susceptibilidad a antibidticos.

Estos ensayos se realizaron de acuerdo a los procedimientos recomendados por el
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI 2014) con algunas modificaciones.

Para la determinacidn de los halos de inhibicidn por antibiogramas se utilizaron placas
de Petri con 20ml de LB-agar (Difco). Segun el caso, las placas se suplementaron con azul de
metileno (AM) para producir 102 en presencia de luz roja (Galbis-Martinez et al. 2012). Las
placas se inocularon con 100 ul de cultivo de cada cepa ensayada y previamente
resuspendida en solucién fisioldgica y ajustada a una DOeoo de 0,1. Estas células se
inocularon en la superficie de la placa utilizando una espatula de Drigalsky para estandarizar
las condiciones. Los discos con antibidticos (BBL) conteniendo 15 mg de TIG o 30 mg de MIN
se ubicaron en la superficie de las placas, las cuales luego se incubaron durante toda la
noche en condiciones de luz azul, roja u oscuridad, como se indica en cada caso. Todos los
ensayos se hicieron como minimo por triplicado. Los resultados se analizaron utilizando el
programa SigmaPlot 12.0, mediante un analisis de la variancia (ANOVA) seguido de un test

de comparacién multiples de Tukey (p<0,05).
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3.7.3 Citrato de Simmons.

Para los ensayos de conjugacion se utilizaron placas con 20 ml de medio Citrato de

Simmons (Britania) complementadas con 40mg/ml Kanamicina de modo de seleccionar las

bacterias transconjugantes.

3.8. Cepas bacterianas, plasmidos y cebadores.

3.8.1. Cepas bacterianas, plasmidos y cebadores utilizados.

En el presente trabajo de tesis se utilizaron las cepas bacterianas, los pldsmidos y los

cebadores que se listan a continuacion, en la tabla 3.1.

Tabla 3.1. Listado de Cepas bacterianas, plasmidos y cebadores utilizados en el presente trabajo de tesis, incluyendo

caracteristicas relevantes y el origen o referencia.

Cepa / plasmido / cebador

Caracteristicas relevantes

Origen / Referencia

A. baumannii
ATCC 17978 Aislamiento clinico ATCC
ATCC 17978 pWH1266 [12]

ATCC 17978 pWH1266-Pbof

Este trabajo

ATCC 17978 AblsA [12]
ATCC 17978 AblsA pWH1266 [12]
ATCC 17978 AblsA pWH1266-blsA [12]

ATCC 17978 AblsA pWH1266-Pbof

Este trabajo

ATCC 19606

ATCC

ATCC 19606 AblsA

Este trabajo

A. nosocomialis RUH2624

Aislamiento clinico.

A42 Aislamiento clinico. [51]

A47 Aislamiento clinico. [52], [53]2015, Traglia 2015
Al118 Aislamiento clinico. [54]

Escherichia coli DH5a Gibco-BRL

E. coli DH5a pKnock-blsA::Kn Bacteria dadora en conjugacion. [12]

E. coliHB101 pRK2073 Bacteria asistente en conjugacion.

E. coli BL21(DE3) Bacteria para la expresidn de proteina recombinante.

Plasmidos

pWH1266 [55]

pWH1266-Pbof

Este trabajo

pKnock-blsA::Kn [12]
pGEM-T Easy Plasmido de clonado. Promega
pET28a Plasmido de expresion.
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Cebadores Secuencia

recA.rtF 5’-TACAGAAAGCTGGTGCATGG-3’ [12]
recA.rtR 5-TGCACCATTTGTGCCTGTAG-3’ [12]

PbofF 5’-GGATCCAGTCGACTCGAAGGAAG-3’ Este trabajo
PbofR 5’-GGATCCATTTATAAGCTTGCTTATT-3’ Este trabajo
adeA.rtF 5’-GGGCATGTATGTGCGTGTCAAT-3’ Este trabajo
adeA.rtR 5’-ACAACGACTCTGTCACCGACTT-3’ Este trabajo
adeB.rtF 5’-ATTGAGCGCGAATTATCGGGTG-3’ Este trabajo
adeB.rtR 5’-AAGCGAGCTTCTACAGCCTTGA-3’ Este trabajo
adeC.rtF 5’-ACAACCGTGATTTACGGACTGC-3’ Este trabajo
adeC.rtR 5’-TAGGCAGTCATTCCCAAGCCAA-3’ Este trabajo
adel.rtF 5’-GGCAAGCTGTAGCGATGCTTGTTA-3’ Este trabajo
adel.rtR 5’-ATTGAGCCGGTTTCGCAGCATT-3’ Este trabajo
adel.rtF 5’-CTTCCAGGTAGCGATTATTGCGGTT-3’ Este trabajo
adel.rtR 5’-ACACCAAAGCCTACAGAGTGCTGA-3’ Este trabajo
adeK.rtF 5’-GTCGGCGTTCCGTGAAGTTAATGA-3’ Este trabajo
adeK.rtR 5’-AGCTGCATATGAAGAACGCTGTGC-3’ Este trabajo
adeN.rtF 5’-CCAGTCCTTGAGTCACATCATCTCGT-3’ Este trabajo
adeN.rtR 5’-ACGATGTCGTCAAGAGAGACAGCA-3’ Este trabajo
BIsA.R/1 5-GCAATGTCTCACAATTATGT-3’ [12]
BlsA.F/2 5’-ATGACCATACAAACATCTAG-3’ [12]

PduLF 5’-GCTAGCATGGAGGAAAACATGTAT-3’ Este trabajo
PduLR 5’-CTCGAGTTATTTCAGTAATTTAAC-3’ Este trabajo
EMF 5’-GCTAGCATGAACATCAAAGAAAAAGCAT-3’ Este trabajo
EMR 5’-CTCGAGTCATTTTCTTACTACTCCAGT-3’ Este trabajo
EMY36AR 5’-GAGTGGCAACTAATGATAAATCATC-3’ Este trabajo

3.8.2. Cepas bacterianas generadas en el presente trabajo.

3.8.2.1. Bacterias electrocompetentes.

A partir de un cultivo crecido durante toda la noche y a 37° C de la cepa ATCC 17978 o
ATCC 17978 AblsA se inoculd 1 litro de LB liqguido previamente autoclavado y estéril, de
modo de tener una DOsgoo inicial de 0,1 UA. Posteriormente se incubé a 37° C en agitacidon
(200rpm) hasta una DOeoo de 0,4 UA y se pasé a un bafo de hielo durante 30 minutos.
Posteriormente se dividid en recipientes adecuados para la centrifugacién a 4000g durante
15 minutos a 4° C en una centrifuga de mesada Sorvall™. Luego se hicieron dos lavados con

agua fria y estéril y un tercer lavado con glicerol 10% frio y estéril. Finalmente se
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resuspendieron todas las células en 3 ml de glicerol 10% frio y estéril y se dividieron en

tubos eppendorf de 1,5 ml, en alicuotas de 50 pl.

3.8.2.2. ATCC 19606 AblsA.

Se mezclaron las cepas E. coli DH5a pKnock-blsA::Kn, E. coli HB101 pRK2073 y A.
baumannii ATCC 19606 utilizandose como cepas dadora, asistente y receptora
respectivamente en un ensayo de conjugacion. Las transconjugantes se seleccionaron en
placas de Petri conteniendo medio Citrato de Simmons (Britania) complementado con
40pg/ml kanamicina. El éxito del procedimiento se analizé mediante la extraccion del ADN
gendmico de una transconjugante resistente a kanamicina y sensible a ampicilina,

utilizdndolo como molde para una reaccién de PCR con oligos BlsA.F/2 y BIsA.R/1.

3.8.2.3. ATCC 17978 pWH1266-Pbof.

Se mezclaron 50 pl de las células ATCC 17978 electrocompetentes generadas en este
trabajo con 2 pl del pldsmido pWH1266-Pbof y se les aplicé un pulso de corriente con un
equipo Generador de Pulso (cédigo 1652076, BioRad) utilizando un potencial de 2V.

Posteriormente se adicioné 1 ml de LB liquido fresco y se incubaron durante 1 hora a
37° C para la recuperacién. Luego, las bacterias transformantes se inocularon en placa de
Petri con medio LB-agar conteniendo el antibidtico ampicilina en una concentracién de 100

ug/ml de modo que solo puedan crecer las transformantes.

3.8.2.4. ATCC 17978 AblsA pWH1266-Pbof.

Se mezclaron 50 pl de las células ATCC 17978 AblsA electrocompetentes generadas en
este trabajo con 2 pl del plasmido pWH1266-Pbof y se les aplicd un pulso de corriente con
un equipo Generador de Pulso (cédigo 1652076, BioRad) utilizando un potencial de 2V.

Posteriormente se adicioné 1 ml de LB liquido fresco y se incubaron durante 1 hora a
37° C para la recuperacién. Luego, las bacterias transformantes se inocularon en placa de
Petri con medio LB-agar conteniendo el antibidtico ampicilina en una concentracién de 100

ug/ml de modo que solo puedan crecer las transformantes.
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3.8.3. Plasmidos generados en el presente trabajo.

3.8.3.1. pWH1266-Pbof

Una region de ADN de 775 pares de bases (pb) incluyendo al gen bof, se clond en el
plasmido pWH1266 en el sitio de corte de la enzima BamHI, quedando bajo el control del
promotor del propio gen. Para esto se utilizaron los cebadores PbofF y PbofR conteniendo
en sus respectivos extremos 5’ una secuencia para el reconocimiento de la enzima de
restriccion BamHI. Luego el producto de amplificacidon de la PCR se clond en el sitio BamHI

del plasmido pWH1266.

3.8.4. Cebadores generados.

Una lista con todos los cebadores utilizados, que incluye a los que se han generado en
este trabajo de tesis se muestra en la tabla 3.1.

Todos los cebadores generados en este trabajo, se disefiaron con la ayuda del

programa Primer3 Plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi),

y sus propiedades se analizaron utilizando el programa Oligoanalyzer 3.1

(https://www.idtdna.com/site/account/login?returnurl=%2Fcalc%2Fanalyzer) de modo de

generar cebadores adecuados para el propdsito requerido.
Aguellos cebadores disefiados especialmente para ensayos de qPCR se hicieron de

modo que el producto generado sea de entre 150 pb y 300 pb.

3.8.5. Conservacién y utilizacion de ADN plasmidico.

Todos los plasmidos utilizados en este trabajo se introdujeron en la cepa E. coli DH5a

para asi guardarlos y conservarlos.

3.8.5.1. Transformacion quimica de E. coli DH5a.

A partir de un cultivo de E. coli DH5a crecido con agitacién a 200 rpm y a 37° C se hizo
una diluciéon en medio LB liquido fresco de modo de tener una DOsgo inicial de 0,1 UA y se
incubd nuevamente con agitacion a 200 rpm y a 37° C. Una vez que se alcanzé una DOego de
0,4 UA se centrifugd una alicuota durante 3 minutos a 5.000 rpm y se elimind el
sobrenadante. El pellet de células se resuspendié en 500 ul de CaCl; 0,1 M frio y estéril, se
centrifugd, se resuspendié en 100 pl de CaCl; 0,1 M frio y estéril y se agregd el plasmido

correspondiente.
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Posteriormente se incubd durante 1 hora en hielo, 1:30 minutos a 42° C y nuevamente
2 minutos en hielo. Se agregd 1 ml de LB liquido fresco y estéril y se incubd durante 1 hora a
37° C sin agitacion. Luego, se centrifugd durante 3 minutos a 5.000 rpm, se eliminé el
sobrenadante, excepto por un volumen de aproximadamente 100 ul y el pellet se
resuspendid en ese volumen mencionado de sobrenadante. Esto se inoculé en placas de LB-
agar conteniendo el antibidtico correspondiente para ejercer presion de seleccion y se
esparcié por todo el medio con espdtula de Drigalsky. Las placas generadas de esta manera
se incubaron durante toda la noche a 37° Cy posteriormente se selecciond una colonia para
inocular LB liquido fresco complementado con el antibiético correspondiente e incubarlo
durante toda la noche a 37° C con agitaciéon de 200 rpm. Una alicuota de este cultivo se

guardé a -80° C en un crioviale, con glicerol en una concentracién final de 10%.

3.8.5.2. Extraccion de ADN plasmidico.

La extraccion de ADN plasmidico se llevé a cabo utilizando columnas QlAprep Spin
Miniprep Kit (QIAGEN). A partir de un cultivo incubado durante toda la noche a 37° C, con
agitacion a 200 rpm, se tomd una alicuota de 3 ml y se centrifugd durante 3 minutos a 5000
rpom. El pellet se resuspendié en 100 pl de solucién de lisis 1 (25 mM Tris-HCI pH=8; 10 mM
EDT; 50 mM glucosa). Se agitd vigorosamente, incubd durante 5 minutos en un bafio de
hielo, se agregaron 200 pl de solucién de lisis 2 (0,2 N NaOH; 1 % (p/v) SDS) y se mezclé
suavemente por inversion. Luego se agregaron 150 pl de solucién de lisis 3 (3 M KAc, 1,15 M
HAc), se agit6 vigorosamente, se incubé durante 5 minutos en hielo, se centrifugd durante 5
min a maxima velocidad y se transfirio el sobrenadante a un tubo de 1,5 ml estéril
conteniendo 500 pl de 6 M Kl y 40 pyl de 3 M NaAc pH=5,5. Luego, se transfirié todo el
volumen a una columna QlAprep y se centrifugd durante 1 min a maxima velocidad. Se
descarto el eluido y se lavd la columna con 750 pl de etanol al 80 % (v/v). Por ultimo, se
agregaron 50-100 pl de H,0 destilada y se centrifugd 1 minuto a maxima velocidad.

Finalmente, las extracciones fueron verificadas y la concentracién de los plasmidos

estimada por electroforesis en gel de agarosa 1-2 % (p/v) en presencia de SyberSafe.
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3.9. Analisis bioinformaticos.

3.9.1. Construccion del arbol filogenético de dominios BLUF.

Con el objetivo de comparar los dominios BLUF de genes homodlogos a blsA presentes
en las especies nosocomiales A. nosocomialis RUH2624 y A. sp. A47 se realizd una busqueda
de secuencias utilizando la herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) del NCBI
(National Center for Biotechnology Information) y utilizando la secuencia de la regién BLUF
de blIsA de A. baumannii ATCC 17978 como molde. Las secuencias se alinearon mediante
MUSCLE [56] y se infirieron darboles filogenéticos mediante el método de mdaxima
probabilidad (MEGA6; Tamura etal. 2013) basado en modelos de sustitucion de
aminoacidos particulares para cada grupo de secuencias (establecidos previamente a partir
de andlisis de los alineamientos). La significancia estadistica de cada rama se evalud por

analisis de bootstrap con 500 repeticiones.

3.9.2. Estudio bioinformatico del contenido de DGCs y PDEs en A. baumannii.
Utilizando la herramienta BLAST del NCBI se buscé la presencia de genes putativos que
codifiquen por DGCs y PDEs en el genoma de A. baumannii ATCC 17978 utilizando la
secuencia de la DGC PleD de Caulobacter crescentus. Las secuencias obtenidas se
descargaron y se alinearon para su comparacién y busqueda de motivos conservados con el

programa MegAlign (DNAstar, Lasergene).

3.9.3. Interacciones proteicas tedricas.

Para identificar las proteinas que se predice que pueden interactuar con el producto
del gen bof y con BIsA, se utilizd la base de datos bioldgica STRING version 11.0 (string-
db.org).

3.10. Medidas espectroscopicas.

3.10.1 Espectro de absorcidn.
El espectro de absorcidon se registrd utilizando un espectrofotdmetro modular en
miniatura UV-Vis USB2000+ (Ocean Optics, E.E.U.U), conectado a través de una fibra 6ptica

a una fuente de luz UV-Vis (Analytical Instrument System, E.E.U.U). Los ensayos se
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realizaron utilizando una cuveta de cuarzo de 5 x 5 milimetros (Hellma, Miillheim, Alemania)
con 350 pl de BIsA fresca, montado en un porta cubetas FLASH 300 conectado a un
controlador de temperatura basado en Peltier (Quantum Northwest). Los efectos de la
dispersién de la luz en el espectro de absorcién se corrigieron utilizando el programa a|e —

UV-Vis-IR Spectral Software 1.2, FluorTools (www.fluortools.com) [58].

3.10.2. Espectro de emisién de fluorescencia.

El espectro de emision de fluorescencia se registro con un espectrofluorémetro
Hitachi F-2500 (Kyoto, Japdn) equipado con un fotomultiplicador Hamamatsu R-928. Un
filtro de densidad neutral de 10% T se ubico en la salida del haz de excitacidon para minimizar
los procesos fotoquimicos durante la adquisicion. El espectro de emision de BIsA se obtuvo
mediante excitacion selectiva del cofactor FAD a 450 nm. Todas las medidas se registraron
entre 15,6° Cy 36,6° C en una solucidn proteica saturada de aire.

Los tiempos de fluorescencia se registraron utilizando un sistema contador de fotones
Tempro-01 time-correlated single photon counting (TCSPC) (Horiba, Glasgow, Reino Unido).
El decaimiento de la intensidad de fluorescencia obtenido por excitacién con un pulso de luz
azul (Nanoled® 461 + 27 nm, 1 MHz, Horiba) se ajustd con el programa de andlisis de
decaimiento de la fluorescencia DAS6® (Horiba) por deconvolucion de la funcion de pulso
(obtenido con una suspension Ludox® diluida a la longitud de onda de excitacién) usando
una funcion de modelo multiexponencial. El control de temperatura para los experimentos
se realizé utilizando un bano con fluido circulatorio (Haake F3) conectado al soporte de la
cubeta. Todos los experimentos se realizaron por duplicado y se reportan los promedios con

su desvio estandar [58].

3.10.3. Espectro de Dicroismo Circular.

El espectro de Dicroismo Circular se obtuvo utilizando un espectropolarimetro Jasco J-
810 utilizando celdas con un paso 6ptico de 0,5 cm y 0,2 cm y promediando 8 escaneos
repetitivos entre 200nm y 250nm a 30° C. Para cada ensayo se utilizaron aproximadamente

50mg de cada proteina en buffer fosfato (20 mM NazHPOa4 pH 8,0; 5 mM MgCls).
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3.11. Clonado, expresion y purificacion de las proteinas EM y PdulL.

3.11.1. Clonado.

Los marcos abiertos de lectura de la EM y PdulL de fitoplasma AYWB se amplificaron
por PCR utilizando como molde ADN total de plantas de lechuga infectadas con ‘Ca.
Phytoplasma’ AYWB utilizando los cebadores PdulLF, PduLR, EMF, EMR indicados en la tabla
3.1. Estos cebadores se disefiaron de modo que el producto de amplificacién de cada par
tenga un extremo que pueda ser cortado por la enzima de restricciéon Nhel y el otro extremo
por Xhol. Estos productos de amplificacién se clonaron en el vector pGEM T-Easy (Promega)
y luego se subclonaron en el plasmido de expresién pET28a (Novagen) utilizando las
enzimas de restriccion mencionadas. Los productos de expresidn se disefiaron de modo de
tener un extremo N-terminal de 6 residuos de His para su purificacién en una columna de
Ni-agarosa.

Por otro lado, se realizd una mutagenesis sitio-dirigida mediante un MegaPrimer
amplificado por PCR utilizando los cebadores EMF y EMY36AR. El MegaPrimer luego se usé
con el cebador EMR para obtener la secuencia mutada (EM-Tyr36Ala). Los productos de
amplificacién se clonaron en el vector pGEM T-Easy (Promega) y el fragmento cortado con
las enzimas de restriccion Nhel y Xhol se subcloné en los sitios del pET28a (Novagen). El
producto de expresion se diseiié de modo de tener un extremo N-terminal de 6 residuos de

His para su purificacién en una columna de Ni-agarosa.

3.11.2. Expresion.

Para la expresion se transformaron células de E. coli BL21(DE3) con los plasmidos
pET28a-EM, pET28a-PdulL o pET28a-EMY36A. Se crecieron hasta una DO600 de 0,4-0,8 en
medio LB con kanamicina. Los cultivos se indujeron mediante el agregado de IPTG 0,1mM.
Después de 12-16 horas de crecimiento aerébico a 16° C las células se recolectaron por
centrifugacién durante 5 minutos a 4000g y se resuspendieron en buffer A (100 mM Tris-
HCl; pH 8; 10 mM MgCly, 2 mM PMSF, 5 mg/ml DNasa |). Posteriormente se sonicaron y el
lisado obtenido se centrifugd durante 20 minutos a 15000g a 4° C y el sobrenadante se
mezcld con buffer de uniéon 1X (5 mM imidazol; 500 mM NaCl; 20 mM Tris-HCI, pH 7,9)

suplementado con glicerol 10% (v/v).
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3.11.3. Purificacion.

El sobrenadante se cargd en columnas con 5ml de resina Ni-NTA (Qiagen) previamente
equilibradas con buffer de unidn. Después de lavarse con buffer de unién y con buffer de
lavado (49 mM imidazol; 500 mM NacCl; 20 mM Tris-HCI, pH 7,9) las proteinas se eluyeron
con buffer de eluciéon (200 mM imidazol; 500 mM NaCl; 20 mM Tris-HCl, pH 7,9). Las
proteinas EM, PduL y EMY36A marcadas con las 6His se concentraron utilizando
concentradores (Amicon Ultra-15, Millipore) y se desalaron utilizando buffer B [100 mM
Tris-HCI; pH 7,5; glicerol 10 % (v/v)] y luego se digirieron en una mezcla con trombina en
relacion 20:1 en buffer B suplementado con 1 mM MgCl, a 16° C durante 2 horas para
remover el extremo N-terminal de 6His. Las proteinas purificadas se guardaron a -80° C
hasta que se caracterizaron. Las concentraciones se determinaron
espectrofotométricamente a 280 nm utilizando el coeficiente de extincién tedrico de cada
proteina: EM y EMY36A (8940 M cm™) y Pdul (3034 M* cm™), considerando su secuencia

proteica correspondiente.

3.11.4. Cristalizacion de la EM.

Brevemente, el cristal de la EM-AYWB se obtuvo utilizando una disposicion de gota
colgante, con la solucidn de reserva consistiendo en 30% (p/v) PEG 4000; 0,1 M Tris—HCI pH
8,5; 0,2 M MgCl; a 20° C, con la proteina a una concentracién de 8,8 mg/ml en 100mM Tris—
HCl pH 8,0; 5 mM NAD; 5 mM ADP; 40 mM piruvato; 10 mM MgCly; 10% (v/v) glicerol y a 20°
C. Luego se realizd una crioproteccion agregando lentamente a la gota la solucidn
correspondiente [20% (v/v) glicerol; 30% (p/v) PEG 4000; 0,1 M Tris—HCl pH 8,5; 0,2 M
MgClz; 5 mM NAD; 5mM ADP; 40 mM piruvato]. Luego, los cirstales se remojaron
rapidamente en solucién de crioproteccién 100% y se congelaron rapidamente en N3 liquido

para almacenarlos hasta que se analizaron.

3.11.5. Procesamiento de datos de difraccién, determinacién de la estructura y

procedimientos de refinamiento.
La descripcion del procesamiento de los datos de difraccion de rayos-X, la
determinacion de la estructura de la EM-AYWB vy los procedimientos para el refinamiento de

la estructura se encuentran detallados en [59].
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3.11.5. Andlisis de secuencia y estructurales.

Las secuencias proteicas se obtuvieron de bases de datos no redundantes del NCBI y
las estructuras tridimensionales de la pagina del PDB (Protein Data Bank) utilizando la EM
como molde. Las estructuras se analizaron utilizando el PyMOL 9v.1.8.6; Schrodinger) y PISA

[60].

3.12. Ensayos de actividad enzimatica.

3.12.1. Ensayos de actividad para la EM con NAD o NADP.

El pH 6ptimo para la EM se determind utilizando los siguientes 3 buffers: 50mM MES
(pH 5,5 a 6,5); 50mM Tricina-MOPS (pH 7 a 7,5); y 50mM Tris-HCI (pH 7,5 a 8,5). La
descarboxilacién oxidativa del L-malato por la EM se monitoreé utilizando ensayos
espectrofotométricos mediante el agregado del sustrato NAD o NADP y malato a
concentraciones variables, en un volumen final de 0,5ml; junto a una mezcla de reaccién
estandar conteniendo 100 mM Tris-HCI (pH 8,2); 0,25 mM MnCl, or 5mM MgCl,. Todas las
concentraciones de sustrato reportadas se refieren a su forma libre, sin acomplejar y se
calcularon considerando la constante de disociacién de diferentes complejos formados
(Mg?*-NADP, MnZ*-NAD, Mg?*-malato y Mn?*-malato). La reaccidn se comenzd con la adicidn
de L-malato y se registrd la absorbancia a 340nm y a 30° C instantaneamente. Se definié una
unidad de enzima como la cantidad de enzima que cataliza la producciéon de 1mmol de
NAD(P)H por minuto. Para los calculos se utilizd un coeficiente de absorcién de 6,22mM1
cm™ para el NAD(P)H. Los pardmetros cinéticos se calcularon a partir de experimentos
realizados por triplicado y se sometieron a regresién no lineal utilizando las siguientes
ecuaciones [61], [62]:

Vmaxs

Michaelis-Menten: v = Donde S es la concentraciéon de sustrato, Km es la

m

constante de Michaelis y Vmax es la velocidad maxima de reaccion.
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. VinaxS™ , .
Hill: v = == Donde S es la concentracion de sustrato, Sos es la concentracion de
0,5

sustrato en el punto de semi saturacion, n es el coeficiente de Hill y Vmax es la velocidad

maxima de reaccion.

V15K, +V, 52

Donde S es la concentraciéon de sustrato, Ki1 es la constante
K Ky +SK,+S2

Dos sitios: v =

de disociacion del sustrato en el sitio catalitico, Kz es la constante de disociacion del sustrato
en el sitio regulatorio, Vi1 es la velocidad maxima cuando el sitio regulatorio esta vacio y V2
es la velocidad mdxima cuando el sitio regulatorio estd ocupado.

Todos los procedimientos de ajuste de datos se realizaron con el programa Sigma Plot
12.0. Los activadores o inhibidores potenciales de la actividad enzimatica se analizaron
midiendo la actividad de la EM a pH 8,2 en ausencia o presencia de 0,5; 1 o 2mM de
succinato, fumarato, citrato, glucosa 6-fosfato, aspartato, glicina, glutamato, glutamina,
ADP, ATP o acetil-fosfato 0 20 0 50mM de CoA o acetil-CoA. El pH final y las concentraciones
de metal se corroboraron después de la adicién de los metabolitos, en caso de ser
necesario. La concentracion de malato utilizada para la evaluacion de los metabolitos fue de
2mM, mientras que la concentracion del cofactor NAD fue de 0,05mM y de NADP fue de
0,08mM.

3.12.2. Ensayos de actividad para la PdulL.

La actividad de la PduL en la direccidn de la sintesis de acetil-CoA (reaccion directa) se
ensayo a 30° C mediante el monitoreo de la formacidn del enlace tioester del acetil CoA a
233nm (£233nm=55,55 mM* cm™). La mezcla de reaccién contenia 50mM Tris-HCI pH 8,0; 20
mM KCI; 10 mM acetil fosfato de litio; 0,2 mM litio-CoA y 2mM ditiotreitol [63]. La reaccion
reversa (sintesis de acetil-fosfato) se monitored midiendo la liberacion de CoA dependiente
de fosfato del acetil-CoA con el agente tiol de Ellman DTNB, midiendo la formacidn del anidn
tiofenolato a 412nm (€412nm=513600 M cm™). La mezcla de reaccidn contenia 50 mM Tris-
HCI (pH 8,0); 20 mM KCI; 0,1 mM DTNB; 0,1 mM acetyl-CoA y 5 mM KH2PO4 [63]. Cuando se
ensayaron diferentes compuestos como inhibidores potenciales o activadores de la
actividad PTA de Pdul, ambas direcciones de la reaccion se midieron a pH 8 en ausencia o

presencia de 0,5; 2 o 4mM de los compuestos piruvato, glutamato, glutamina, alanina,
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acetato, ATP o ADP. Las concentraciones de sustrato se modificaron para ajustarse a
condiciones subsaturantes para cada reaccion: 4 mM CoA y 2 mM acetil-fosfato para la
reacciéon directa y 0,02 mM acetil-CoA para la reacciéon reversa. Todas las medidas se

hicieron al menos por triplicado.

3.12.3. Ensayos de actividad para la EMY36A.

Se intentd medir la actividad enzimatica de la EMY36A utilizando el mismo protocolo

general que el descripto para la EM salvaje (3.12.1).
3.13. Cromatografias.

3.13.1. Cromatografia de exclusion molecular.

La masa molecular de la EM, EMY36Ay de la PdulL nativas y recombinantes se
determinaron por cromatografia de exclusién molecular utilizando una columna HiPrep
Sephacryl 16/60 300 HR con una capacidad de 120ml (GE Healthcare Life Sciences). La
columna se equilibré con 25 mM Tris-HCI (pH 7,5) y glicerol 10% (v/v) y se calibré utilizando
estandares de masa molecular (Sigma). Las muestras y los estandares se aplicaron por

separado en un volumen final de 50ul a un flujo constante de 1ml/min.
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4. Integracion de sefnales de luz y temperatura

a través del fotorreceptor BIsA.

4.1. Introduccidn

Se ha reportado que la fotorregulacidn por luz azul depende de la temperatura en A.
baumannii, ocurriendo a 24° C, pero no a 37° C [12]. Ademas, se reportd que los niveles del
transcripto blsA son menores a 37° C que a 24° C en células obtenidas de placas de
motilidad [12].

Para profundizar nuestro entendimiento de la dependencia con la temperatura de la
funcionalidad de BIsA, en este trabajo de tesis hemos determinado el rango de temperatura
de funcionamiento de BIsA, estudiando la expresion de blsA a nivel transcripcional y de los
niveles del fotorreceptor en la célula, asi como las perturbaciones potenciales en el

nanoambiente del FAD en BIsA a diferentes temperaturas.

4.2. Resultados y discusiones

4.2.1. Determinacion de la temperatura critica de transicion de la regulacién por

luz en Acinetobacter.

Acinetobacter baumannii puede persistir en nichos con marcadas diferencias de
temperatura: el medio ambiente, con temperaturas moderadamente bajas y el hospedador
humano, con temperaturas mas altas de entre 33° Cy 37° C. Se ha reportado anteriormente
qgue la cepa ATCC 17978 de A. baumannii presenta regulacion por luz a 24° C, pero no a 37°
C [12]. Especificamente, cuando se inocula esta cepa en placas de Petri conteniendo el
medio semisdlido Swimming-Agarose (SA) a 24° C, la luz inhibe totalmente su motilidad,
mientras que en oscuridad se extiende ocupando toda la superficie de la placa. Cuando se

incuba a 37° C, no se observa inhibicién de la motilidad ni en luz ni en oscuridad.

4.2.1.1. La modulacién por luz de la motilidad de A. baumannii se da a temperaturas de 24° C o
menores.
Se hicieron experimentos de motilidad trabajando en un rango de temperaturas entre

18° C y 37° C, para comprender el mecanismo de regulacion por luz en A. baumannii de
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manera mas detallada y con el objetivo de identificar si existe una temperatura critica a la
gue se produce un cambio drdstico en la fotorregulacidon o si es un proceso gradual.

Los resultados muestran que el proceso seria mas similar a la primera situacién
planteada. A temperaturas de 24° C o menores y en condiciones de luz azul la inhibicién de
la motilidad es total, mientras que en oscuridad no se produce tal inhibiciédn. Por el
contrario, a temperaturas de 25° C o mayores, la motilidad no se inhibe ni en condiciones de

luz azul ni en oscuridad (Figura 4.1y 4.2).

18°C 21°C 23°C 24°C 25°C 26°C

Luz

Osc

Luz

Osc

Figura 4.1. Ensayo representativo de la motilidad de A. baumannii ATCC 17978 a distintas temperaturas en el rango de 18°

Ca37° Cy en condiciones de luz y oscuridad.
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Figura 4.2. Cuantificacion del area de motilidad de A. baumannii ATCC 17978 en funcion de la luz y la temperatura. Las
barras blancas representan temperaturas de 24° C o menores, mientras que las barras rellenas representan temperaturas

de 25° C o0 mayores. Los asteriscos indican valores estadisticamente diferentes (p<0,05).

Esto indica que la cepa salvaje ATCC 17978 es capaz de fotorregular la motilidad a
temperaturas de 24° C o menores, mientras que pierde esta capacidad a temperaturas de
25° C o mayores. Por lo tanto, se observa una temperatura critica que define la

fotorregulacion de la motilidad de la cepa salvaje entre 24° Cy 25° C.

4.2.1.2. La expresion del gen blsA de A. baumannii estd modulada por luz a temperaturas
iguales o menores a 24° C.

Para dilucidar el mecanismo subyacente que produce este cambio abrupto, se
recolectaron células a partir de placas de motilidad a dos temperaturas inferiores y dos
superiores a la temperatura critica (21° Cy 23° C, y 26° Cy 30° C respectivamente), tanto en
luz como en oscuridad. Luego, se evaluaron los niveles de transcripto de b/sA mediante
ensayos de transcripcion reversa seguida de la reaccién en cadena de la polimerasa en
tiempo real (RT-gPCR).

En la figura 4.3 puede observarse que, a las temperaturas ensayadas menores a la

critica, blsA se expresa entre 2 y 4 veces mas en oscuridad que en luz; mientras que su
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expresion se encuentra significativamente reducida (mds de 25 veces) a temperaturas

superiores a la critica como 26° Cy 30° C, ya sea en luz o en oscuridad.

18
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21°C 23°C 26°C 30°C
Temperatura

Figura 4.3. Niveles de expresion del gen bisA en células recolectadas a partir de placas de motilidad a dos temperaturas
inferiores y dos temperaturas superiores a la temperatura critica de transicion de la fotorregulacién. Las barras blancas
representan temperaturas de 24° C o menores, mientras que las barras rellenas representan temperaturas de 25° C o
mayores. Las barras con contorno azul corresponden a luz azul y las barras con contorno negro corresponden a oscuridad.

Los asteriscos indican valores estadisticamente diferentes (p<0,05).

Estos resultados indican que a las dos temperaturas ensayadas por debajo de la
temperatura critica los niveles del transcripto b/sA se regulan por luz, mientras que a las
temperaturas superiores a la temperatura critica no hay fotorregulacién de los niveles de
este transcripto. Esto puede deberse a una modulacion de la transcripcion o de la
estabilidad de los ARN mensajeros.

Luego, a partir de muestras obtenidas en condiciones similares a las anteriores, se
efectuaron ensayos de inmunodeteccién del fotorreceptor BIsA. Asi, a través de estos
estudios se constato la presencia de BIsA a temperaturas menores a la critica en condiciones
de oscuridad, mientras que no se detectd en condiciones de luz. Interesantemente, no se
detectd la presencia de BIsA a temperaturas mayores a la critica, ya sea en luz o en

oscuridad (Figura 4.4).
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Figura 4.4. Ensayo de inmunodeteccion de la proteina BlsA de células recolectadas a partir de placas de motilidad
utilizando anticuerpos especificos. La calle rotulada como “BlsA” indica que se sembrd la proteina recombinante y
constituye un control positivo. La calle rotulada como “AblsA pWH1266-BlsA” indica que se sembrd la cepa que

sobreexpresa BIsA y constituye otro tipo de control positivo.

4.2.1.3. Biofisica de BIsA.

A fin de estudiar el comportamiento y la integracion de las sefales de luz y
temperatura a través de BIsA a nivel fotoquimico, se expresd esta proteina de manera
recombinante y posteriormente se purificd. Luego se confecciond primeramente el espectro
de absorcion de la proteina BlsA adaptada a condiciones de oscuridad (es decir, en su

estado basal de energia, bBIsA) a 15° C (Figura 4.5).

Absorbancia

o

300 350 400 450 500 550
A (nm)

Figura 4.5. Espectro de absorcidon UV-Vis a 15° C de la proteina BIsA adaptada a condiciones de oscuridad.

Este espectro muestra un patron caracteristico de las proteinas que unen flavina,
incluyendo dos picos a 360 nm y 459 nm, de los cuales en el ultimo se observa una
estructura vibridnica definida con hombros a 426 nm y 482 nm, los que sugieren que la

flavina se ubica en un ambiente apolar.
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La relacion de absorbancias entre la banda vibracional del hombro de mayor longitud
de onda y la del maximo (482nm/459nm, An/Amax), S€ Propuso como un parametro
conveniente para monitorear los cambios ambientales en el microentorno del FAD [64]. Por
lo tanto, se midid la variacion de la relacion de absorbancias (An/Amax) en funcion de la
temperatura (Figura 4.6) y se observé que en el caso del FAD unido a BlsA, el valor del
pardmetro An/Amax €s practicamente constante en el rango de temperaturas que va desde
15,6° C hasta 24,2° Cy luego, a temperaturas superiores, cae abruptamente hasta alcanzar
valores similares a aquellos registrados para el FAD libre en solucién [58]. Asi, a
temperaturas mayores a 24° C se evidencian cambios dramaticos en la estructura proteica

interna, indicando que el FAD se encuentra con una mayor exposicién al solvente [58].
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Figura 4.6. Variacion del parametro Ah/Amax en funcién de la temperatura del FAD unido a la proteina BlsA y libre en

solucién.

En el mismo sentido, a través de estudios de anisotropia de fluorescencia, se observa

gue los valores, van disminuyendo a medida que aumenta la temperatura (Figura 4.7).
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Figura 4.7. Anisotropia de fluorescencia en funcidn de la temperatura para el FAD en solucidn (puntos rojos) y el FAD unido

a BIsA (puntos azules).

Esto indicaria que se produce una pérdida de rigidez en la nanocavidad del FAD a

medida que la temperatura aumenta [58].

4.2.1.4. Discusion.

Los resultados presentados en esta seccién indican que existe una correlacién entre la
fotorregulacién de la motilidad, los niveles de ARN mensajero de b/sA y los niveles y el
mantenimiento de la estructura de la proteina BIsA.

Especificamente, se observd que a temperaturas de 24° C o menores A. baumannii es
capaz de modular la motilidad y la expresion de blsA en funcidén de la luz y que BIsA
mantiene una estructura interna tal que el FAD no se encuentra expuesto al solvente. Por el
contrario, a temperaturas de 25° C o mayores no hay modulacién por luz de la motilidad ni
expresion diferencial del gen b/sA (Figuras 4.3 y 4.4) y BIsA pierde su estructura interna y la
rigidez de la nanocavidad del FAD, exponiéndolo al solvente.

En este sentido, se ha reportado que la motilidad de A. baumannii es completamente
dependiente del pili tipo | a 24° C y que la expresion del gen prpA, que codifica por uno de

sus componentes estd modulada por luz y que es dependiente de BIsA. En cambio, a 37° C
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tiene que haber otro sistema que contribuye a la motilidad y que también esta modulado
por luz [65].

Todo esto indicaria que los niveles del fotorreceptor BlsA, su estructura interna y la
rigidez de la nanocavidad del FAD podrian ser los factores que permitirian que A. baumannii
sea capaz de modular la motilidad en funcidn de la luz a temperaturas de 24 ° C o menores.

Por lo tanto, podemos decir que hay dos niveles de control de la percepcién de la
sefial luminica. Uno es al nivel de la regulacion de la expresion del gen blsA, mientras que el
otro es a nivel biofisico de BIsA. En este segundo caso, la respuesta es mucho mas rdpida
que en el caso de la regulacién de la expresidn génica, por lo que se postula que este
mecanismo podria ser critico para restringir la fotorregulacion instantdneamente, por
ejemplo, frente a cambios repentinos de temperatura, cuando el fotorreceptor aun se

encuentra presente en la célula.

4.2.2. La dependencia de la fotorregulacién de la motilidad con la temperatura es
un proceso reversible.

4.2.2.1. Reversibilidad de la regulacion por luz de la motilidad de A. baumannii en funcion de la
temperatura.

Listeria monocytogenes es una bacteria Gram positiva que detecta la luz azul a través
de la proteina sensora de unién a FAD, Lmo0799 [66].

Cuando se hicieron ensayos de motilidad a 23°C para L. monocytogenes alternando las
condiciones entre luz y oscuridad en ciclos de 12hs, fue capaz de producir sustancias
poliméricas extracelulares solo en condiciones de luz, mostrando reversibilidad en cada ciclo
[67].

Inspirados en este hallazgo y sabiendo que A. baumannii ATCC 17978 fotorregula la
motilidad a temperaturas menores a 24° C, pero no asi a temperaturas mayores a 25° C
(como se demostrd en la seccidén 4.2.1), ensayamos su comportamiento al exponer dicha
cepa alternadamente a ciclos de 6 horas de incubacion a 23° C y 37° C en condiciones
constantes de luz. De esta manera, evaluar si el fenotipo observado es reversible en funcién
de los cambios de temperatura.

En las figuras 4.8; 4.9a y 4.9b se puede observar que cada vez que las placas se

incubaron durante 6 horas a 37° C en condiciones de luz azul, se produjo un movimiento de
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las células sobre la superficie del medio SA, evidenciandose la falta de inhibicién de la
motilidad a esta temperatura, incluso si previamente esta cepa estuvo expuesta a 23° C.
Esto se condice con los resultados reportados anteriormente [12], [23], donde mostramos
qgue a 37° C la cepa salvaje no fotorregula la motilidad, moviéndose tanto en condiciones de
luz azul, como en oscuridad y también con los resultados mencionados en la seccién 4.2.1
donde demostramos que esta falta de fotorregulaciéon ocurre a temperaturas iguales o
mayores a 25° C.

Sin embargo y sorpresivamente, en la segunda incubacion de 6 horas a 23° C (de 12 a
18 horas), la luz no logra inhibir la motilidad de esta bacteria, mientras que si lo hace en la
primeray en la tercera incubacién a esta temperatura (0 — 6 hsy 24 — 30 hs).

Tal como se reportd anteriormente [12], [23] la luz azul inhibe totalmente la motilidad
de la cepa salvaje inoculada en el centro de una placa con medio SA e incubada durante 45
horas a 23° C (control de tiempo completo en luz a 23° C), observandose sélo crecimiento
bacteriano en el punto de inoculacidon (Figura 4.8). En el caso de la placa incubada en
oscuridad (control de tiempo completo en oscuridad a 23° C), se observa que no hay
inhibicién de la motilidad, de modo que las bacterias llegan a diseminarse por toda la
superficie del medio SA. Por otro lado, en las placas incubadas a 37° C, tanto en condiciones
de luz azul, como en condiciones de oscuridad, no se observa una inhibicion de la motilidad,
sino que se produce un movimiento de las bacterias por toda la superficie del medio (placas

control de tiempo completo en luz u oscuridad a 37° C) (Figura 4.8).
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Figura 4.8. Ensayo representativo de la motilidad para la cepa ATCC 17978 de A. baumannii en presencia de luz azul
alternando entre 23° C y 37° C (flechas blancas con contorno azul y flechas azules alternadas) a intervalos de 6hs. Se
observa que las placas control incubadas a 23° C constantemente en luz (representadas por una flecha blanca con contorno

azul) no se movieron durante el tiempo que durd el ensayo. Las placas control incubadas a 23° C en oscuridad (flecha
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blanca con contorno negro), a 37° C en luz (flecha azul con relleno) y a 37° C en oscuridad (flecha negra con relleno) se

movieron progresivamente hasta ocupar toda la placa.
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Figura 4.9. A) Cuantificacidn del area ocupada por las células de la cepa salvaje expuesta a ciclos alternados de luza 23°Cy
37° C (AT) y sus controles a 23° C en luz azul y en oscuridad, en funcién del tiempo. B) Ampliacion de la Figura 9A para los
tiempos comprendidos entre 5y 13 horas. Los puntos blancos con contorno azul indican incubaciones en luz azul y a 23° C.
Los puntos blancos con contorno negro indican incubaciones en oscuridad y a 23° C. Los puntos azules rellenos indican

incubaciones en luz azul y a 37° C. Los puntos negros rellenos indican incubaciones en oscuridad y a 37° C.

El hecho de que las bacterias se muevan en la segunda incubacién a 23° C podria
deberse a la fase de crecimiento en la que se encontraban, sumada a la adaptacién a la
temperatura anterior. Las 6 horas de incubacién a 37° C (6 — 12 hs) podrian ser suficientes
como para que se inhiba la expresidn de blsA, se inactive el fotorreceptor ya sintetizado y se
active la expresion de todos los genes involucrados hasta dar el resultado de la motilidad.
Cuando la bacteria vuelve a ser incubada durante 6 horas a 23° C (12 — 18 hs), sumado a la
fase de crecimiento, la baja cantidad de BIsA presente que recupera su conformacion activa
y funcional, no lograria llegar a inhibir la motilidad, tal vez por el tiempo requerido por cada
paso en la cadena de la transduccién de la sefal, asi como tampoco se llegaria a expresar
una cantidad significativa de b/sA para aumentar los niveles del producto génico y producir
el efecto correspondiente.

En la siguiente etapa en que esta bacteria fue incubada a 23° C (24 — 30 horas)
después de haber sido adaptada a 37° C, puede haber cambiado la fase de crecimiento y
este motivo puede ser suficiente para que el apagado y/o la inhibicién de toda la maquinaria
necesaria para la motilidad y los componentes de la cascada de transduccién de la sefial se

produzca mas rapido, ya sea a nivel transcripcional o post-transcripcional.
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4.2.2.2. La capacidad de BIsA de realizar el fotociclo es reversible en funcion de la temperatura.

En este sentido, se evalué mediante herramientas biofisicas si el fotorreceptor tiene la
capacidad de revertir y ciclar entre el estado basal de energia y el estado excitado de
sefializacion, de forma coherente con lo observado fenotipicamente y en funcién de la
temperatura. Para ello se hizo un espectro de absorcién de la proteina adaptada a
condiciones de oscuridad (bBIsA) e iluminada (en su estado excitado, eBlIsA) (Figura 4.10a) y
se calculd el espectro diferencial entre la proteina excitada y la proteina adaptada a
oscuridad (Figura 4.10b).

Dado que la mayor diferencia en absorbancia entre ambos estados se da a 510 nm, se

utilizé esta longitud de onda para confeccionar el perfil cinético de la proteina BIsA (Figura

4.11).
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Figura 4.10. A) Espectro de absorcidon UV-Visible de la proteina BIsA adaptada a condiciones de oscuridad (bBIsA, linea
negra) y en condiciones de luz azul (eBlsA, linea azul) a 15,6° C. B) Espectro diferencial resultado de eBIsA — bBIsA. La flecha

indica el pico a 510 nm.
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Figura 4.11. Perfil cinético a 510 nm al iluminar BlsA con luz azul (460 nm), seguido de un periodo de oscuridad a 15° C.
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Se puede observar que cuando la proteina BIsA adaptada a condiciones de oscuridad
(bBIsA) se irradia con luz de color azul (460 nm), se produce un pasaje de la poblacién al
estado excitado de energia, llegando a un maximo de absorbancia a los 360 segundos
aproximadamente, lo que se corresponde con un pasaje de la poblacién completa al estado
excitado (eBlIsA). En ese momento se dejé de irradiar la muestra, de modo que se produce la
vuelta al estado basal de energia de BIsA, lo que se ve como un decaimiento en la
absorbancia a 510 nm, hasta que toda la poblacién vuelve al estado basal de energia. El
tiempo que tarda la mitad de la poblacién de bBIsA en alcanzar el estado excitado es de 70
s, mientras que el tiempo que tarda la mitad de la poblacién eBIsA en relajarse y volver al
estado basal es de 290 s, tal como lo indica el pardmetro Tesisa ¥ Trec respectivamente.

Experimentos de didlisis indicaron que a 15° C, BIsA se encuentra soluble y el cofactor
permanece unido. En cambio, a 37° C, una fraccidn significativa de bBIsA sufre un cambio
conformacional y se agrega, mientras que la fraccién soluble es capaz de retener el cofactor.

Este experimento de didlisis confirma que después de calentar la proteina a 37° C, sélo
el 30% de BIsA permanece soluble. Tras enfriarse nuevamente a 15° C, la bBIsA recuperada
es capaz de responder al estimulo de la luz azul, para formar el estado excitado eBIsA, el
cual en condiciones de oscuridad se vuelve a relajar al estado basal bBIsA, tal como se

muestra en la figura 4.12.
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Figura 4.12. Perfil cinético de BIsA a 15° C, medido a 510 nm. A) Antes de calentar la muestra a 37° C. B) Después de

calentar la muestra a 37° Cy volver a enfriarla a 15° C.
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4.2.2.3. La modulacion por luz de la motilidad es reversible a temperaturas cercanas a la critica.

Sabiendo que la temperatura critica de transicion de la fotorregulacidon entre la
inhibicién de la motilidad por luz y la falta de inhibicién es entre 24° Cy 25° C, se quiso
ensayar el comportamiento y la posible reversibilidad del fenotipo de la cepa 17978 a
temperaturas mas cercanas a estas. Para ello, se hicieron experimentos similares a los
mencionados en el apartado 4.2.2.1, incubando las placas con el medio semisdlido SA,
inoculadas en el centro con la cepa ATCC 17978, durante 6 horas de forma alternada a 23° C
y 27° C.

Como se puede observar en las figuras 4.13; 4.14a y 4.14b, los resultados obtenidos
en este ensayo coinciden con los del ensayo de la seccién anterior (Figuras 4.8, 4.9ay 4.9b),
donde en ambos casos, en las incubaciones en luz azul a temperaturas superiores a la
temperatura critica (24° C - 25°C), la motilidad de la cepa salvaje no es inhibida, mientras
que, excepto por la segunda incubacién a 23° C, en las incubaciones a temperaturas
menores a la temperatura critica la luz inhibe la motilidad.

Como se vio anteriormente, en las placas control incubadas a 23° C la luz azul inhibe la
motilidad de la cepa salvaje, mientras que esta inhibicidn no se produce en oscuridad. En las

placas control incubadas a 27° C la motilidad no estd inhibida ni en luz azul, ni en oscuridad.
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6hs 12hs 18hs 24hs 30hs 45hs
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27°CL
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Figura 13. Ensayo representativo de la motilidad para la cepa ATCC 17978 de A. baumannii en presencia de luz azul
alternando entre 23° C y 27° C (flechas blancas con contorno azul y flechas azules alternadas) a intervalos de 6hs. Se
observa que las placas control incubadas a 23° C constantemente en luz (representadas por una flecha blanca con contorno

azul) no se movieron durante el tiempo que durd el ensayo. Las placas control incubadas a 23° C en oscuridad (flecha
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blanca con contorno negro), a 27° C en luz (flecha azul con relleno) y a 37° C en oscuridad (flecha negra con relleno) se

movieron progresivamente hasta ocupar toda la placa.
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Figura 14. A) Esquema del ensayo de motilidad de A. baumannii ATCC 17978 expuesta a ciclos alternados de luz a 23° Cy
27° C (AT, en verde) y sus controles a 23° C en luz azul y en oscuridad. B) Ampliacidn de la figura A para los tiempos
comprendidos entre 5y 13 horas. Las curvas representadas con puntos blancos indican temperaturas de 23° C. Las curvas
representadas por puntos rellenos indican temperaturas de 27° C. Color azul indica luz azul, mientras que color negro

indica oscuridad. La curva de color verde corresponde al ensayo de cambio de condiciones entre 23° y 27° C, en luz azul.

Nuevamente, la hipdtesis se basa en la conjuncidn de factores tales como la fase de
crecimiento de las bacterias, sumado al equilibrio entre la sintesis y degradacion de Ila
proteina BIsA y su estabilidad a estas temperaturas cambiantes. También se demuestra con
esto una reversibilidad en este fenotipo cuando se expone a las bacterias a temperaturas

cercanas al punto critico de transicidn de la fotorregulacién.

4.2.2.4. Reversibilidad de la fotorregulacion de la motilidad a 23° C.

A. baumannii tiene un estilo de vida en el que alterna entre un ambiente fuera del
hospedador humano y otro durante la infeccién. En su estado libre en el ambiente natural,
esta bacteria esta expuesta a cambios constantes en las condiciones de iluminacién, entre la
luz y la oscuridad, producto del fotoperiodo. Por esto se ensayd la capacidad de esta
bacteria de revertir la fotorregulacion en funcién de la exposicidén a periodos de 6 horas de
luz azul o de oscuridad, a 23° C.

Como se puede observar en las figuras 4.15; 4.16A y 4.16B, en el caso de la placa que
se incuba a 23° Cy alternadamente en luz azul y oscuridad, se ve que, en una primera etapa

de incubacidén en luz, la bacteria crece en el punto de inoculacién. En la segunda incubacion,
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en oscuridad, la bacteria se desplaza por la superficie de la placa lo que indica la falta de
inhibicién de la motilidad. En la siguiente incubacién en luz azul, al contrario de lo que era
de esperarse, la luz no inhibe la motilidad de esta cepa. En la etapa siguiente en oscuridad,
se produce un aumento del area ocupada por las bacterias, lo que indica que éstas se
movieron por la superficie del medio SA. En la incubacién siguiente en luz azul, no se
produce un aumento significativo del drea ocupada por las células, lo que indica que
nuevamente la luz inhibe la motilidad de esta cepa. Finalmente, en la Ultima etapa en
oscuridad, las bacterias llegan a ocupar toda la superficie del medio.

En el caso de los controles, como se pudo observar previamente, la luz azul inhibe la
motilidad de la cepa salvaje a 23° C, mientras que no se observa inhibiciéon de la motilidad
en condiciones de oscuridad a esta misma temperatura [12], [23] y Figura 4.1 en la presente

tesis).

6hs 12hs 18hs 24hs 30hs 45hs
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Figura 15. Ensayo representativo de la motilidad a 23° C para la cepa ATCC 17978 de A. baumannii, con intervalos de
incubacion de 6hs en condiciones de luz y oscuridad (flechas blancas con contorno azul y con contorno negro alternadas).

Se observa que las placas control incubadas a 23° C constantemente en luz (representadas por una flecha blanca con
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contorno azul) no se movieron durante el tiempo que duré el ensayo. Las placas control incubadas a 23° C en oscuridad

(flecha blanca con contorno negro) se movieron progresivamente hasta ocupar toda la placa.
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Figura 16. A) Esquema del ensayo de motilidad de A. baumannii ATCC 17978 expuesta a ciclos alternados de luz y
oscuridad a 23° C (AL-O, en rojo) y sus controles en luz (azul) y en oscuridad (negro). B) Ampliacion de la figura A para los

tiempos comprendidos entre 5y 13 horas.

Tal como se menciond antes, hay varios factores que pueden estar influyendo en estas
observaciones, tales como la fase de crecimiento de las bacterias, sumado al equilibrio entre
la sintesis y degradacidon del ARN mensajero y de la proteina BlsA y su estabilidad a estas
condiciones de iluminacion cambiantes. También se demuestra con esto una reversibilidad
en la fotorregulacion de este fenotipo cuando se expone a las bacterias a un fotoperiodo,
como debe ocurrir en la naturaleza, para que esta bacteria sea capaz de detectar, adaptarse

y responder a las condiciones ambientales.

4.2.2.5. Discusion

La capacidad de BIsA de absorber energia y pasar del estado basal (bBIsA) al estado
excitado (eBlsA) y volver al estado basal es una caracteristica que se ha comprobado a 15° C
y que ocurre en cuestion de segundos. Este fotociclo no se ha observado a 37° C, ya que
bBIsA no fue capaz de absorber energia y pasar al estado excitado.

Estas observaciones se correlacionan con la temperatura critica de transicion de la
fotorregulacién de la motilidad a nivel fenotipico como al nivel de la expresién de blsA
(mostrada en la seccion 4.2.1). Especificamente, la capacidad de BlsA de realizar el fotociclo,

la modulacion de los niveles de expresion de blsA en funcidn de la luz y la fotorregulacion de
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la motilidad de A. baumannii se dan a temperaturas menores a la temperatura critica. En
cambio, a temperaturas mayores que la critica, BIsA no es capaz de realizar el fotociclo, los
niveles de expresidn de blsA son escasos o nulos y A. baumannii no es capaz de fotorregular
la motilidad.

Todo esto indicaria que la capacidad de A. baumannii de revertir el fenotipo de
motilidad en circunstancias cambiantes de luz y temperatura podria deberse a la capacidad
de BIsA de realizar el fotociclo, como también a la expresion diferencial de blsA.

Es llamativo que en los tres experimentos realizados para probar la reversibilidad de Ia
motilidad de A. baumannii en funcién de los cambios de temperatura o de iluminacién, se
repitié un patrén en el que en la segunda etapa en que se hubiera esperado que la bacteria
detenga su movimiento, esto no ocurrid. La causa podria ser la fase de crecimiento en que
las bacterias se encontraban en ese momento, no pudiendo adaptarse a este cambio de
condiciones en esa etapa, pero si en las posteriores.

A modo de integracién de los resultados presentados en las secciones 4.2.1y 4.2.2, en
nuestro grupo de trabajo se propuso un modelo que describe la situacién de la proteina
BlsA en funcion de la luz y la temperatura (Figura 4.17) [58]. En este modelo, se plantea que
cuando A. baumannii se encuentra de forma estable a 24° C o menos (Figura 4.17a), es
capaz de fotorregular diferentes aspectos de su fisiologia. En este estado, las células
cuentan con una poblacién minima de la proteina BIsA en presencia de luz azul y una
poblacién mucho mayor en oscuridad. La diferencia entre ambos estados, ademas de la
concentracion producto de la expresion diferencial, es la conformacién. Los blancos de
accién de BIsA son diferentes ya sea que esté en su estado excitado (eBlsA) o en su estado
basal de energia (bBIsA), es decir, en luz o en oscuridad respectivamente. Si se produce un
cambio repentino de temperatura, de modo que la bacteria pasa a estar a 37° C, se produce
un cambio conformacional de BIsA tal que la mayor parte de la proteina libera al FAD, se
agrega y precipita. Tanto en luz como en oscuridad, la fraccidn de BIsA que no se agrega y
permanece en solucion, mantiene unido al FAD, pero en una conformacién tal que queda
mas expuesto al solvente lo que no le permite pasar al estado excitado (eBlIsA), realizar el
fotociclo y transmitir la sefial luminica (Figura 4.17b). Con el tiempo, es posible que se
produzca una degradacion de BlsA de manera que los niveles detectados de esta proteina a
esta temperatura sean nulos o escasos. En esta situacion, no hay fotorregulacion de la
motilidad, no solo debido a que hay muy poca proteina en condiciones de oscuridad y nada
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en condiciones de luz, sino que ademas, lo poco que puede haber no posee la conformacién
adecuada en la nanocavidad del FAD como para tener un fotociclo operativo y transmitir la
sefial (Figura 4.17c). Si en este momento se produce un cambio repentino de temperatura
gue hace que la bacteria vuelva a 24° C o menos, la poca cantidad de BIsA que se
encontraba en solucidn, con el FAD unido, cambia de conformacidn, volviéndose activa con
la posibilidad de realizar el fotociclo, detectar la luz y transmitir la sefial (Figura 4.17d). Asi,
probablemente comience la sintesis de novo de BlIsA hasta alcanzarse niveles adecuados del
ARN mensajero y de la proteina. De este modo la célula recupera la capacidad de detectar la
luz a través de la absorcion de la energia gracias a BlsA y el FAD unido en una conformacién
adecuada, transferir la energia, realizar un fotociclo y dar comienzo a la cascada de
transduccion de la sefial luminica que va a dar como resultado la fotorregulacién de la

motilidad y de otros aspectos de la fisiologia de A. baumannii.
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Figura 4.17. Modelo propuesto como explicacidon para la fotorregulacién de la motilidad, desde el punto de vista de la
cantidad de proteina BIsA presente, su estabilidad, la conformacién y la capacidad de retener el cofactor FAD, en funcion

de la temperatura, el tiempo y las condiciones de iluminacion.
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4.2.3. La luz regula la motilidad asimismo en otras especies de Acinetobacter de
interés clinico.

4.2.3.1 La regulacién por luz de la motilidad se reduce gradualmente con la temperatura en
Acinetobacter sp. A47.

Acinetobacter sp. A47 ha sido recuperada de pacientes post quirdrgicos y los analisis
de secuencia comparativos de los genes 16s ARN, rpoB y gyrB indican que dicha cepa
corresponde una nueva especie del género Acinetobacter, cercana a A. haemolyticus [52],
[53].

Con el fin de caracterizar esta cepa y determinar si es capaz de fotorregular la
motilidad en funcién de la temperatura, se realizaron ensayos en los que se inoculd esta
bacteria en el centro de placas de Petri conteniendo medio SA. Estas se incubaron
posteriormente en luz o en oscuridad.

Los resultados indican que la luz inhibe la motilidad de la cepa A47, mientras que esta
inhibicién no ocurre en condiciones de oscuridad, por lo que A47 es capaz de fotorregular la
motilidad. Dicha inhibicion es total a 24° C, mientras que la inhibicién de la motilidad se va

reduciendo a medida que aumenta la temperatura (Figura 4.18).

24°C 28°C 30°C 35%C

Luz

Figura 4.18. Ensayo representativo de la motilidad de la cepa A47 a distintas temperaturas en el rango de 24°Ca 35°Cy en

condiciones de luz y oscuridad.

Es interesante notar que la inhibicién por luz de la motilidad no solo es dependiente

de la temperatura, sino que ademads es inversamente proporcional a esta (Figura 4.18).
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Este resultado indica que la fotorregulacion de la motilidad en esta cepa no es
activada por un mecanismo del tipo “todo o nada”, sino que se produce de forma gradual.

Estudios in silico indican que la cepa A47 posee dos fotorreceptores putativos del tipo
BLUF codificados en su genoma. Como se puede ver en la figura 4.19, uno de ellos (WP
038344067.1) es filogenéticamente mas cercano al Unico fotorreceptor BLUF de A.

baumannii ATCC 17978 que al otro fotorreceptor BLUF de la cepa A47 (WP 038344112.1).
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Figura 4.19. Arbol filogenético que muestra cémo agrupan los dominios BLUF de los distintos fotorreceptores del género

Acinetobacter. En rojo se muestra el Unico BLUF de A. baumannii ATCC 17978. En violeta se muestran los 2 BLUF de A. sp

A47. En verde se muestran los 3 BLUF de A. nosocomialis RUH2624.

Estos resultados nos permiten ahondar en la fisiologia y el comportamiento de esta
importante especie clinica en diferentes circunstancias, con el objetivo ultimo de contribuir

a su control en ambientes nosocomiales y asi evitar las infecciones producidas.
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4.2.3.2. La regulacion por luz de la motilidad se mantiene en un amplio rango de temperaturas
en A. nosocomialis RUH2624.

Las especies A. nosocomialis, A. calcoaceticus, A. baumannii y A. pittii forman parte del
complejo Acinetobacter calcoaceticus — Acinetobacter baumannii (ACB) [2]. A. nosocomialis
es predominantemente aislada de pacientes hospitalizados [2], [68] y constituye asimismo
un importante patégeno hospitalario.

Andlisis de secuencias muestran que hay codificados tres fotorreceptores putativos
del tipo BLUF en el genoma de este microorganismo, los cuales serian homadlogos a BIsA de
A. baumannii, si bien dos de ellos pertenecen a distintos grupos monofiléticos [23] y Figura
4.19).

Ademas, dicha cepa es capaz de fotorregular la motilidad y la formacién de biofilms
[23]. A diferencia de la cepa modelo de A. baumannii ATCC 17978, la fotorregulacién de la
motilidad ocurre no sélo a 24° C sino también a 37° C [23], observandose una intensidad
similar a las distintas temperaturas intermedias (Figura 4.20). En particular, a las
temperaturas ensayadas de 25° C, 26° C, 27° C, 32° Cy 37° C se observa que en presencia de
luz la motilidad se encuentra inhibida parcialmente, mientras que esto no ocurre en

oscuridad.

25°%€C 26°C 27°€ 32°C 37°C

Luz

Osc

Figura 4.20. Ensayo representativo de la motilidad de la cepa A. nosocomialis RUH 2624 a distintas temperaturas en el

rango de 25° Ca 37° Cy en condiciones de luz y oscuridad.

Es decir, que la luz inhibe la motilidad dentro del rango de 25° Ca 37° C en la cepa A.
nosocomialis RUH2624, mientras que en oscuridad la motilidad no es inhibida. Esto marca

una diferencia con otras cepas y especies de Acinetobacter.
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4.2.3.3. Discusion

En esta seccidn se estudiaron A. nosocomalis RUH 2624 y A. sp. A47. En comparacién
con A. baumannii, las tres son capaces de modular por luz la motilidad. Sin embargo, el
modo en que lo hacen es diferente. Mientras que en A. baumannii la fotorregulacion ocurre
hasta temperaturas de 24° C, en A47 la fotorregulacién es gradual durante todo el rango de
temperaturas ensayadas y en A. nosocomialis la fotorregulacion se mantiene constante en
todo el rango de temperaturas ensayadas.

Estas diferencias pueden deberse a la dotacién desigual de copias del gen b/sA en cada
una de las tres especies mencionadas como también a las diferencias estructurales vy
funcionales entre ellas. Mientras que A. baumannii posee un Unico gen de este tipo, A47
tiene 2 y A. nosocomialis tiene 3.

Ademas, se observd que los 3 genes tipo BLUF de A. nosocomialis pertenecen a
distintos grupos monofiléticos, al igual que lo que ocurre con los 2 de A47. Asi, se vio que
uno de los de A. nosocomialis es mas cercano al de A. baumannii y a uno de los de A47, el
segundo de los de A. nosocomialis mas cercano al segundo de A47 y el tercero de A.
nosocomialis se ubica mas lejano a todos los mencionados.

Es interesante notar que tanto la cepa A. nosocomialis como la A47 no solo son
capaces de detectar las condiciones de iluminacion a temperaturas bajas, sino que ademas
lo hacen a altas temperaturas, compatibles con hospedadores de sangre caliente. Esta
capacidad no solo hace que puedan integrar estos dos estimulos, para darle una nocién mas
cabal del ambiente en el que se encuentran, sino que ademas indica que la luz podria tener

influencia en las infecciones de estos microorganismos en humanos.

4.2.4. Expresion génica de blsA en A. baumannii.

4.2.4.1. La expresion de blsA aumenta en situacion de hambreado severo.

Con el objetivo de determinar en qué condiciones fisiolégicas de A. baumannii es
necesaria la fotorregulacidn a través de BIsA, se estudiaron los niveles de expresion del gen
bisA en diferentes situaciones utilizando la cepa ATCC 17978 de A. baumannii.

Asi, efectuamos en primera instancia curvas de crecimiento en condiciones de medio

liguido con agitacion a 24° C (Figura 4.21) y a 37° C (Figura 4.22), en presencia de luz o en
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oscuridad. Se observa que tanto las células que crecen en condiciones de luz azul, como
aquellas en condiciones de oscuridad, presentan curvas de crecimiento normales vy

similares, indicando que la luz no afecta su crecimiento.
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Figura 4.21. Curva de crecimiento de A. baumannii 17978 en cultivo liquido y en condiciones de luz (azul) y de oscuridad

(negro) a 24° C.
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Figura 4.22. Curva de crecimiento de A. baumannii 17978 en cultivo liquido y en condiciones de luz (azul) y de oscuridad

(negro) a37° C.

Posteriormente se midieron los niveles de expresién de bl/sA a partir de muestras
tomadas de diferentes puntos de las curvas a ambas temperaturas.
Como se puede observar en la figura 4.23, los resultados indicaron que a 24° C los

niveles del transcripto blsA son mayores en oscuridad que en luz durante toda la fase
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exponencial. Sin embargo, en la fase estacionaria, estos valores fueron notablemente
mayores, especialmente en oscuridad. Por el contrario, a 37° C, los niveles de expresién de
blsA fueron marcadamente menores que a 24° C tanto en fase exponencial como en fase

estacionaria y similares entre luz y oscuridad.
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Figura 4.23. Expresion del gen blsA en cultivo liquido con agitacion a 24° C (puntos blancos con contorno) y a 37° C (puntos

rellenos), en luz (azul) y oscuridad (negro).

De todos los puntos analizados en estas curvas, se eligieron algunos correspondientes
a la fase exponencial y estacionaria de crecimiento tanto en luz, como en oscuridad y a 24° C
y se tomaron muestras para analizar los niveles del fotorreceptor BIsA en las células en estas
condiciones.

En la figura 4.24 se puede ver que cuando se hizo un inmunoensayo sembrando 350ug
de proteinas totales de cada una de las cuatro condiciones ensayadas aparecen bandas
correspondientes a la proteina BIsA. En la calle sembrada con el control positivo, la banda se
ubica mas arriba, debido a que este control corresponde a la proteina BIsA recombinante

con una fusidn a una cola de poli-Histidina necesaria para su purificacién.
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ATCC 17978

Control MPM L F.Exp O F.Exp L ON OON

BIsA

Figura 4.24. Inmunodeteccion de BlIsA en muestras de A. baumannii ATCC 17978 provenientes de cultivo a 24° C,
correspondientes a la fase exponencial de crecimiento (F.Exp), o fase estacionaria (ON) y en condiciones de luz (L) y de

oscuridad (O). El tamafio de la banda del MPM es de 15kDa.

La banda correspondiente a BlsA que aparece en la alicuota extraida del cultivo en
fase estacionaria y en condiciones de oscuridad (O ON) tiene una mayor intensidad que la
gue se observa en las alicuotas extraidas de los cultivos en fase estacionaria en presencia de
luz (L ON), asi como de la fase exponencial tanto en luz (L F.Exp) como en oscuridad (O
F.Exp). Esto indicaria que hay una mayor expresion de la proteina BIsA en condiciones de
oscuridad en fase estacionaria que en las otras 3 muestras analizadas.

Ademas, se hicieron otros inmunoensayos para detectar BIsA en extractos de
proteinas totales de mutantes AblsA (que no expresa el fotorreceptor) (Figura 4.26), AblsA
pWH1266-BIsA (Figura 4.25), la cual expresa una copia salvaje del gen blsA desde su propio
promotor clonado desde el plasmido pWH1266 y la mutante AblsA conteniendo el vector
vacio pWH1266 (Figura 4.26), como control. En todos los casos las alicuotas se tomaron en
las mismas fases y condiciones que las alicuotas de la cepa salvaje que se muestran en la

figura 4.24.

AblsA pWH1266-BlsA

Control MPM LFExp OFExp LON OON

BlsA

Figura 4.25. Inmunodeteccion de BIsA en muestras de mutantes en b/sA que expresan una copia salvaje de BlsA desde su

propio promotor en el plasmido pWH1266, provenientes de cultivo a 24° C, correspondientes a la fase exponencial de

72



crecimiento (F.Exp) y a la fase estacionaria (ON) y en condiciones de luz (L) y de oscuridad (O). El tamafio de la banda del

MPM es de 15kDa.

De aqui se puede ver, tal como era de esperarse, que en las cuatro muestras se
expresa el fotorreceptor BIsA. Es importante mencionar que en este caso estamos
analizando un sistema que no es natural, al expresar la proteina en cuestion desde un
pldsmido, por lo que la dosis génica varia y pueden estar influyendo diferentes factores que
no necesariamente intervienen en las condiciones presentes en las células salvajes. Sin
embargo, se puede observar que tanto para la fase exponencial como para la estacionaria,
las bandas correspondientes a las condiciones de incubacion en oscuridad son de mayor
intensidad que las de luz. Esto indica que al igual que en las células salvajes se da la
fotorregulacion de la expresién de BIsA.

Los inmunoensayos realizados a partir de las proteinas totales extraidas de la mutante
AblsA y AblsA-pWH1266, no presentan bandas a la altura correspondiente al fotorreceptor,
como era de esperarse, ya que ninguna de las dos cepas es capaz de sintetizar BlsA (Figura

4.26).

AblsA pWH1266 AblsA
MPM LFExp OFExp LON OON LFExp OFExp LON OON Control

s <

Figura 4.26. Inmunodeteccidon de la proteina BIsA en muestras correspondientes a la cepa mutante en el
fotorreceptor AblsA, la cual no lo expresa, asi como la mutante transformada con el plasmido vacio utilizada como control,
provenientes de cultivo crecido a 24° C hasta fase exponencial (F.Exp) y fase estacionaria (ON) y en condiciones de luz (L) y

de oscuridad (O). El tamafio de la banda del MPM es de 15kDa.

4.2.4.2. Los niveles del ARNm de blsA, disminuyen al pasar de 24°C a 37°C en un cultivo en
oscuridad.

Se ha mostrado en la figura 4.23 que la expresion de b/sA en células creciendo en
cultivo liquido es mayor en oscuridad que en luz a 24° Cy que los niveles de expresién a 37°
C son todavia menores. Con el objetivo de evaluar los cambios en los niveles de expresion
de biIsA frente a cambios de condiciones de temperatura en cultivo liquido, se crecieron las

bacterias en oscuridad hasta fase exponencial, de tal manera que las células se encontraran
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adaptadas al crecimiento a esa temperatura. A continuacién, el cultivo se cambid
subitamente a 37° C. Luego, se recuperaron células a distintos tiempos, se extrajo ARN y se

efectuaron determinaciones de los niveles de b/sA por RT-qPCR (Figura 4.27).

2 a
18 T X
T 1.6 l
L
> 14
3
212
g C
s 1
©
2038
C
Ne]
2 0.6
= d
$ 04
i
0.2 -
0
0 15 30 60

Tiempo (min)
Figura 4.27. Niveles de expresion relativa de blsA a distintos tiempos frente a un cambio de temperatura del medio de

cultivo de 24° C a 37° C. Las distintas letras indican valores estadisticamente diferentes (p<0,05).

Estos resultados indican que los niveles del ARN mensajero de b/sA en condiciones de
oscuridad disminuyen progresivamente con el tiempo al pasar de 24° C a 37° C, en cortos
periodos de tiempo, reduciéndose en un 84% a los 60 minutos. Esto concuerda con lo
observado para los ensayos en cultivo liquido (Figura 4.23) y de motilidad (Figura 4.3),
donde para este ultimo caso se vio que los niveles de blsA son significativamente menores a
temperaturas superiores a la temperatura critica de transicién de la fotorregulacién (24° C -
25°C).

Esta disminucidn en la expresion de los niveles de blsA en funcién del tiempo a 37° C,
observada en cultivo incubado en condiciones de oscuridad, puede ser consecuencia de la
reduccion en la estabilidad del ARNm, sumado a la reduccidon o ausencia de sintesis de novo

del ARNm.

4.2.4.3. Los niveles del ARNm de blsA disminuyen al pasar de oscuridad a luz azul en un cultivo a
24°C.
Luego, se crecieron las bacterias en oscuridad hasta fase exponencial, de tal manera

que las células se encontraran adaptadas al crecimiento a esas condiciones. A continuacion,
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el cultivo se cambié subitamente a condiciones de luz azul y se recuperaron células a
distintos tiempos, se extrajo ARN y se efectuaron determinaciones de los niveles de b/sA por
RT-gPCR (Figura 4.28).

En este caso, se observa que la expresién relativa del gen bIsA disminuye
progresivamente con el tiempo alcanzando niveles a los 240 minutos de aproximadamente

el 15% del valor al tiempo O (Figura 4.28).
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Figura 4.28. Niveles de expresidn relativa de blsA a 24° C, en funcion del tiempo y frente a un cambio de condiciones de

iluminacidn, al pasar de oscuridad a luz azul. Las distintas letras indican valores estadisticamente diferentes.

Esto es congruente con resultados anteriores en los que se observa que los niveles de
blsA son mayores en cultivos adaptados a oscuridad respecto de cultivos adaptados a luz

[12], [58]; Figura 4.23).

4.2.4.4. Discusién.

Se ha reportado que Acinetobacter baumannii es capaz de subsistir en diversos
ambientes y condiciones, especialmente el dmbito hospitalario [69], [70]. Para poder
persistir y tener una ventaja competitiva frente a otros organismos, es necesario que entre
otras caracteristicas cuente con una gran plasticidad para adaptarse a las diversas
condiciones y responder adecuadamente.

En esta seccidn se vio que cuando A. baumannii se encuentra en cultivo liquido a 24° C
no solo es capaz de modular los niveles de expresion de b/sA en funcién de la luz, sino que

en condiciones de hambreado severo, las diferencias se hacen mucho mas importantes.
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Este hallazgo puede indicar que ante la falta de nutrientes, la deteccion de la luz juega
un papel fundamental para la subsistencia de A. baumannii, probablemente indicando a la
bacteria que debe disparar ciertos mecanismos que le permitan subsistir o incluso escapar
hasta que vuelva a encontrar un ambiente favorable.

En relacién a esto, en cultivo liquido y en placas de motilidad, a 24° C o menos y en
condiciones de luz, las bacterias responden de la misma manera, es decir, activando la
expresion del gen blsA. Esto podria indicar que la estrategia por la que A. baumannii se
mueve por la superficie de la placa en las condiciones mencionadas se deba a una actitud
ndmade para escapar de las zonas de las que va consumiendo los nutrientes, hacia otras
donde todavia estén disponibles.

Por otro lado, también se vio que A. baumannii es capaz de modular la expresién de
blsA ante los cambios repentinos de condiciones de luz y temperatura. Esta capacidad para
responder rapidamente también le conferiria una ventaja competitiva con otros organismos
con los que comparte los diversos nichos. El descenso gradual de los niveles de blsA
detectados en los dos cambios de condiciones ensayados puede deberse a la degradacion
progresiva del ARNm presente en la condicién de partida.

Cuando se ensay? la capacidad de expresar el gen blsA en cultivo liquido en funciéon de
cambios de temperatura y de condiciones de iluminacién a tiempos cortos, la respuesta fue
una disminucion gradual de los niveles del ARN mensajero. Este descenso paulatino podria
deberse a un equilibrio entre la velocidad de degradacién del ARN mensajero proveniente

de las condiciones iniciales y de la disminucion de la tasa de transcripcion de blsA.

4.3. Conclusiones.

El conjunto de datos presentado en el presente capitulo nos permite sacar las
siguientes conclusiones:

Existe una temperatura critica de transicién a partir de la cual se pierde la regulacion
por luz de la motilidad. Esto se correlaciona con una regulacion de la expresién del
fotorreceptor BlsA, tanto a nivel del ARN mensajero, como de los niveles de la proteina en la

célula.
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La dependencia de la fotorregulacion de la motilidad con la temperatura se da
también al nivel de la fotoquimica de BIsA, lo cual es un modo mucho mas rdpido de
respuesta que la sintesis o degradacion ya sea del ARN mensajero o de la proteina.

La fotoactividad de BIsA esta gobernada por cambios conformacionales de la proteina
dependientes de la temperatura que producen una fuerte reduccidn de la eficiencia de la
fotoactivacion y agregacion proteica a temperaturas elevadas.

BlsA es un fotorreceptor que controla la respuesta a la luz a temperaturas bajas a
moderadas y su regulacion se da a dos niveles: expresion y fotoactividad.

La capacidad de realizar el fotociclo y los rdpidos cambios conformacionales que es
capaz de sufrir BlsA, funcionan como una primera linea de control y como un sistema mucho
mas rdpido para la detecciéon de cambios repentinos de condiciones. La adaptacion a las
nuevas condiciones es un proceso rapido, que lleva minutos.

Acinetobacter baumannii es capaz de revertir la motilidad en funcion de los cambios
de temperatura y de condiciones de iluminacion.

A. nosocomialis y A. sp. A47 son capaces de modular por luz la motilidad en el rango
de temperaturas ensayadas.

A. baumannii, A. nosocomialis y A47 poseen una dotacidn desigual de fotorreceptores
tipo BLUF codificados en su genoma.

Estos diferentes fotorreceptores podrian ser los responsables de las diferentes
caracteristicas de la regulacién de la motilidad entre las 3 especies de Acinetobacter.

La expresion de blIsA en cultivo liquido y a 24° C aumenta considerablemente en
condiciones de hambreado severo.

Los niveles de ARN mensajero de blsA se modulan frente al cambio de condiciones de

iluminacién y de temperatura.
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5. Transducciéon de la sefial luminica en A.

baumannii.

5.1. Introduccion

En nuestro grupo de trabajo hemos avanzado considerablemente en la caracterizacion
de los procesos modulados por luz en A. baumannii. En este capitulo se muestran avances
en la dilucidacion del mecanismo de transduccién de la sefial.

Se ha reportado que algunos compuestos que contienen el nucleétido guanina
funcionan como mensajeros secundarios en bacterias, cumpliendo el rol de efectores en
diferentes sistemas de transduccion de la senal [46], [71].

En particular, el diguanilato ciclico o c-di-GMP (del inglés cyclic-di-quanosine
monophosphate), es un mensajero secundario muy importante y comun entre las bacterias,
ya que controla una gran cantidad de funciones tales como motilidad, virulencia, agregacion
y formacién de biofilms, muchas de las cuales son fundamentales para la interacciéon con
organismos eucariotas [71]. En general, elevados niveles de c-di-GMP promueven la
transicién de un modo de vida mavil e individual a otro sésil y colectivo [71]-[76].

El c-di-GMP se sintetiza gracias a la accidn de la enzima diguanilato ciclasa (DGC), que
condensa dos moléculas de GTP y se caracteriza por tener un motivo GGDEF (Glicina-Glicina-
Aspartato-Glutamato-Fenilalanina) o  GGEEF  (Glicina-Glicina-Glutamato-Glutamato-
Fenilalanina). En contrapartida, es degradado por fosfodiesterasas (PDE), que pueden
presentar un motivo EAL (Glutamato-Alanina-Leucina) o bien HD-GYP (Histidina-Aspartato y
Glicina-Tirosina-Prolina) [71]. Estas enzimas a su vez suelen estar asociadas a dominios
sensores que detectan sefiales intra y extracelulares, por lo que los niveles de c-di-GMP
dependen de las condiciones en las que se encuentra la célula y del equilibrio entre las
actividades de la DGCy PDE [72].

Se ha demostrado que el c-di-GMP inhibe la motilidad tipo swimming dependiente de
flagelo y tipo twitching dependiente de pili tipo IV [77] en varias bacterias [78] tales como
Escherichia coli [79]-[81], Pseudomonas aeruginosa PA14 [82], Lysobacter enzymoenes [83]
Rhizobium etli, Rhizobium leguminosarum, Pseudomonas savastanoi y Pseudomonas

syringae [75].
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Ademas, se ha demostrado que el c-di-GMP estimula la produccidon de biofilms en
Bordetella bronchiseptica [84], Salmonella enterica serovar Typhimurium, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli [85], [86], Shewanella oneidensis [87], Vibrio vulnificus [88],
Pectobacterium atrosepticum [89], Sinorhizobium meliloti [90] y en diferentes rizobios y
patovares del complejo Pseudomonas syringae [75].

Dado que Acinetobacter baumannii fotorregula la motilidad y la formacidn de biofilms
(Mussi 2010, Golic 2013 y en el capitulo 4 de la presente tesis), se propuso estudiar si este

compuesto podria estar involucrado en la sefalizacidn por luz de A. baumannii.

En este capitulo, se analizé6 ademas otro posible actor en la transduccién de la sefial
luminica en A. baumannii, como es una proteina con dominio BOF (Binding of
Oligosaccharide Fold) muy proxima en el contexto gendmico a blsA.

El andlisis in silico del entorno génico de blsA en A. baumannii ATCC 17978, revel6 la
presencia de un gen corriente arriba, que estd muy cercano y codificado en el mismo
sentido (Figura 5.1). Este gen codificaria para una proteina putativa con dominio BOF vy
debido a su proximidad y orientacidon, podria estar involucrado en la cascada de

transduccion de la seiial luminica, iniciada por la proteina BlsA.

o
g
8
8

Hipotética blsA Proteina BOF
Figura 5.1. Entorno génico de bisA, donde se muestra la presencia, proximidad y sentido en el que esta codificado un gen

presentando dominio BOF.

La familia de proteinas conteniendo dominios BOF presenta gran diversidad en
secuencia y funcién. A algunas de ellas se les ha reconocido la capacidad de uniéon a ADN
doble hebra [91] y simple hebra [92]-[94], ARN mensajero [95], [96], ARN de transferencia
[97]-[100] ensamblado de complejos proteicos y regulacién de interacciones
proteina-proteina [91], [97], [101], asi como la unidn a oligosacaridos [102].

La presencia de una proteina putativa con dominio BOF en las inmediaciones del gen
qgue codifica para el fotorreceptor BIsA, con una gran variedad potencial de blancos de
accién, proponen a esta proteina como un candidato interesante para la transduccion de la

sefal.
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5.2. Resultados y discusion.

5.2.1. Participacion del c-di-GMP en la transduccién de la sefial luminica en A.
baumannii.

5.2.1.1. Busqueda in silico de DGCs y PDEs en el genoma de A. baumannii ATCC 17978.

Se evalud la presencia de DGCs y PDEs putativas en el genoma de A. baumannii como
posibilidad de que el c-di-GMP se sintetice y se degrade en esta bacteria y por consiguiente
gue pueda funcionar como mensajero secundario. Con el objetivo de identificar DGCs vy
PDEs putativas se realizdé una comparacion de secuencias in silico utilizando como molde la
DGC PleD de Caulobacter crescentus.

Se identificaron de esta manera 5 DGCs putativas, de las cuales 2 presentan un motivo
GGDEF (A1S_ 2986 y A1S 3296), mientras que las otras 3 tienen un motivo GGEEF
(A1S_0751, A1S_1067, A1S_1695). También se identificaron 3 proteinas putativas que
contienen los motivos GGDEF y EAL (A1S_0546, A1S_1949 y A1S_2506) y 1 proteina putativa
con los motivos GGEEF y EAL (A1S_3345), lo que indicaria que podrian ser proteinas con
actividad dual DGC y PDE. Por ultimo, se identificaron 2 PDE putativas de las cuales una de
ellas (A1S_2337) contiene un motivo EAL, mientras que la otra (A1S_2666) carece de los
motivos caracteristicos EAL o HD-GYP (por lo tanto no se incluyd en la tabla), lo que sugeriria
gue podria ser un regulador de respuesta que une c-di-GMP pero que no presentaria

actividad enzimatica (Tabla 5.1).

Tabla 5.1. Regidn proteica flanqueante a los motivos GG(D/E)EF y/o EAL de las diferentes DGCs y PDEs putativas de A.

baumannii ATCC 17978 y PleD de Caulobacter crescentus y sus respectivos locus genéticos.

Locus Secuencia
A1S_2986|H Q D F | A R L EcHN€ AV I LHS I T
Al1S_ 3296 |A S D L | V R Y KcIN¢ L I L L E Q Vv
A1S 0751|P H D L L G R F KcIN¢ Al F 1 P DT
A1S_1067|H V D F V A R Y KcHN¢ vvLilL P E T
Al1S_1695|S G D L V A R Y KHN¢ LLLF P M T
A1S 0546 |E K C K L L R | EcENcEm®] L LI AE N T|I C G I R W N‘
Al1S 1949|E R C S V A R LEHCEIINN A V | V S H L E|V V G L RWH
A1S 2506 |T A Y T A S R | ECBECEIRENE Y | L M P G A|l H E W N G K
Al1S_3345|N E D | | GRFI L L L P TIN T H H E Q Q
A1S_2337 I K G I R W Q
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|P|eD|A|DLPCRFVVIMPETS|GDTPI“|LKRAI

Las secuencias proteicas de estas DGCs y PDEs putativas se compararon con los genes

gue se expresan diferencialmente en funcion de la luz obtenidos a partir de un estudio de
transcriptomica por RNA-seq realizado sobre la cepa ATCC 19606 crecida en microplacas con
LB liguido y sin agitacién [103].

Los resultados indican que en la cepa ATCC 19606 no hay ninguna proteina homologa

a estas DGCs o PDEs en la cepa ATCC 17978, que se modulen por luz (Tabla S1 en [103]).

5.2.1.2. El c-di-GMP no altera la modulacion por luz de la motilidad en A. baumannii.

Para probar el efecto del posible mensajero secundario c-di-GMP en la motilidad de la
cepa salvaje ATCC 17978 y la mutante isogénica en el fotorreceptor (AblsA), se efectuaron
ensayos de motilidad a 24° C agregandose este compuesto al medio de cultivo. A modo de
control, se utilizaron los compuestos guanosina monofosfato o GMP (por sus siglas en inglés
guanosine mono phosphate), GMP ciclico (GMPc) y 8-Br-GMP (analogo al GMPc).

En las Figuras 5.2 y 5.3 se puede ver que la luz inhibié la motilidad de la cepa ATCC
17978 a 24° C frente al agregado de cada uno de los compuestos de guanina ensayados, asi
como también para la placa de motilidad utilizada como control, sin compuestos (s/c)
agregados. En cambio, en condiciones de oscuridad, la motilidad no se vio inhibida, sino que
la cepa salvaje se movid ocupando toda la superficie del medio SA, tanto frente al agregado
de los diferentes compuestos de guanina ensayados, como para el control (Figuras 5.2 y
5.3). En el caso de la cepa mutante en el fotorreceptor AblsA, se observd que, tanto en
condiciones de luz como de oscuridad, las bacterias se movieron ocupando toda la
superficie de la placa, tanto en las que fueron suplementadas con los compuestos de

guanina en sus diferentes formas como en las que no (Figuras 5.2 y 5.3).
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Figura 5.2. Ensayo representativo de la motilidad a 24° C para A. baumannii ATCC 17978 salvaje y su mutante isogénica en

el fotorreceptor (AblsA), en condiciones de luz y oscuridad con el agregado o no (s/c) de diferentes compuestos de

guanina.
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Figura 5.3. Cuantificacidon del area de motilidad de A. baumannii ATCC 17978 y su mutante isogénica en el fotorreceptor
(AblsA) frente al agregado de los diferentes compuestos de guanina en el medio de cultivo. Las barras blancas con
contorno azul indican incubacién en luz azul a 24° C. Las barras blancas con contorno negro indican incubacién en

oscuridad a 24° C. Los asteriscos indican valores estadisticamente diferentes (p<0,05).
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Es decir que el agregado de cada uno de estos compuestos no produjo diferencias
significativas en la motilidad de la cepa salvaje, ni de la mutante AblsA, ni en luz ni en

oscuridad, respecto del control sin compuestos (s/c) agregados.

Estos resultados sugieren que ninguno de todos los compuestos de guanina y
especialmente el c-di-GMP, evaluado como posible mensajero secundario, tiene efecto
sobre la fotorregulacién de la motilidad de la cepa salvaje ni de la mutante en el

fotorreceptor al ser agregados al medio de cultivo a 24° C.

5.2.1.3. El c-di-GMP modula la produccion de biofilms en A. baumannii.

A fin de determinar si los compuestos de guanina podrian actuar en la cadena de
transduccion de la sefial luminica para la modulacién de biofilms, se ensayé la capacidad de
la cepa salvaje ATCC 17978 de A. baumannii y de la mutante AblsA de producir biofilms
frente el agregado al medio de cultivo de estos compuestos.

En la Figura 5.4, se observa que en presencia de los compuestos GMP, 8-Br-GMP vy
GMPc los niveles de biofilms producidos en condiciones de luz fueron escasos o nulos,
mientras que en condiciones de oscuridad fueron significativamente mas elevados. Esto
mismo se observd para el control, en el que la cepa salvaje se incubd sin agregar ningln
compuesto al medio de cultivo (s/c), manifestandose la fotorregulacion de la produccion de
biofilms. En cambio, frente al agregado del c-di-GMP, los niveles de biofilms producidos en
luz y en oscuridad fueron escasos en ambas condiciones y comparables entre si,
perdiéndose la fotorregulacion (Figura 5.4).

En el caso de la mutante AblsA, se vié que frente al agregado de GMP, 8-Br-GMP vy
GMPc se produjo biofilms tanto en condiciones de luz, como en oscuridad. Los niveles
producidos fueron similares entre estas condiciones y comparables al control, en el que no
se adiciond ningin compuesto al medio de cultivo, evidencidndose la ausencia de
fotorregulacién. En cambio, cuando se adiciond c-di-GMP, se observd que, aunque la falta
de fotorregulacién persiste, se produjo una disminucién considerable de los niveles de
biofilms en ambas condiciones de iluminacién. Los niveles de biofilms producidos frente al
agregado del c-di-GMP fueron similares a los observados en condiciones de iluminacion para

la cepa salvaje (Figura 5.4).

84



Luz Osc

Luz Osc Luz Osc Luz Osc

s/c c-di-GMP GMP 8-Br-GMP GMPc
Luz Osc

o . . . .

m . . .

Figura 5.4. Ensayo representativo de produccidon de biofilms para las cepas de A. baumannii ATCC 17978 salvaje y la

mutante isogénica en el fotorreceptor (AblsA), frente al agregado de los diferentes compuestos conteniendo el nucleétido

de guanina.

A partir de estos resultados se pudo observar que de todos los compuestos de guanina
ensayados el c-di-GMP es el Unico que tiene efecto en la modulacién de la formacion de
biofilms, especificamente, reduciendo los niveles producidos. Ademas, el agregado de c-di-
GMP al medio de cultivo de la mutante AblsA, tanto en luz como en oscuridad, mostré un
comportamiento similar a la cepa salvaje en luz. Esto sugiere que la presencia de BlsA podria
modular los niveles de c-di-GMP, reduciendo de esta manera la produccién de biofilms en

luz.

5.2.1.4. Discusion.
Se propone abajo un modelo que podria explicar los resultados mostrados en esta
seccion respecto de la participacion del c-di-GMP en la transduccidn de la sefial luminica

que lleva a la formacion de biofilms en A. baumannii (Figura 5.5).
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Figura 5.5. Modelo propuesto para la modulacion de la formacién de biofilms mediado por c-di-GMP a 24° C. En oscuridad,
la molécula X se uniria a la regidén operadora del gen que codifica por una DGC, reprimiendo su transcripcion en oscuridad
y/o a la regién promotora de una PDE activando su transcripcidn, resultando en cualquiera de los casos en la disminucién
de los niveles de c-di-GMP y estimulando la produccion de biofilms. En presencia de luz, BIsA antagoniza con la molécula X

impidiendo que se una al ADN, por lo que los niveles de c-di-GMP aumentan y no se producen biofilms.

En este modelo, se propone que la molécula X podria ser un regulador transcripcional,
en analogia con dos mecanismos descriptos por nuestro grupo de trabajo [104] Tuttobene y
col., en revisidn) para la transduccién de la sefial de otros procesos celulares, o bien un
regulador post-transcripcional.

En uno de los mecanismos mencionados, se vio que en condiciones de oscuridad, BlsA
se une y antagoniza el funcionamiento de Fur en oscuridad, el cual es un represor de la
transcripciéon de los genes que codifican para el siderdforo Acinetobactina (Tuttobene et al.,
2018). En cambio, en el otro mecanismo BIsA se une y antagoniza el funcionamiento de
AcoN en luz, el cual es un represor de la transcripcion de los genes que codifican para el
catabolismo de la acetoina (Tuttobene y col., en revision).

Entonces, en este modelo se propone que a 24° C y en condiciones de oscuridad la
molécula X podria ser un represor de genes que codifican por DGC o bien inductor de genes
gue codifican por PDEs, reprimiendo o induciendo la expresidon génica segun el caso. Como

resultado, podria haber un contenido mayor de PDEs que de DGCs y por lo tanto los niveles
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de c-di-GMP serian bajos y se producirian biofilms. Cuando la bacteria se encuentra en
condiciones de luz, BlsA podria unirse y antagonizar el funcionamiento de la molécula X, por
lo que se reduciria significativamente su capacidad de unirse a cualquiera de las dos
regiones del ADN mencionadas. Como resultado, se podria activar la transcripcion de la DGC
en cuestion y/o no se induciria la transcripcion de la PDE. Como resultado, la concentracién
de c-di-GMP aumentaria, inhibiéndose la produccidn de biofilms.

Segln este modelo, cuando se incuba a la bacteria salvaje a 24° C en presencia de luz
azul, los niveles de c-di-GMP serian altos y por consiguiente los niveles de biofilms
producidos serian nulos o escasos. Asi, cuando se agregd este compuesto al medio de
cultivo, no se produjo ningiin cambio (Figura 5.4), mientras que en oscuridad, los niveles de
c-di-GMP serian bajos y se formarian biofilms, pero el agregado exdgeno de c-di-GMP haria
gue se produzca poco o nada (Figura 5.4).

En el caso de la mutante AblsA, la asusencia del fotorreceptor resulta en la
imposibilidad de que se antagonice el funcionamiento del compuesto X, por lo que los
niveles de c-di-GMP tanto en luz como en oscuridad serian siempre bajos y se producirian
biofilms. Al agregar el c-di-GMP de forma exdgena, se elevarian los niveles de este
mensajero secundario y por consiguiente los niveles de biofilm producidos serian nulos o

escasos (Figura 5.4).

Pseudomona aeruginosa PA14 cuenta con 40 DGCs y PDEs codificadas en su genoma.
Muchas de estas enzimas afectan a distintos fenotipos [105]. Por ejemplo, se ha reportado
gue algunas DGCs tienen efecto en la formacion de biofilms, mientras que otras no [105], y
gue algunas PDEs tienen efecto positivo mientras que otras negativo sobre la motilidad tipo
twitching [82].

En este sentido, el hecho de que no haya ninguna DGC, ni PDE cuya expresién se
module por luz en la cepa ATCC 19606 en cultivo liquido y sin agitacién, como muestran
nuestros resultados de RNA-seq [103] puede deberse a que en este aspecto especifico de su
fisiologia no participe el c-di-GMP. Esto no implica que en otros aspectos de la fisiologia de
esta cepa, como la produccion de biofilms, no haya modulacién por luz de alguna DGC o
PDE. El mismo andlisis cabe para la cepa ATCC 17978, para la cual se mostré que tiene 11
DGCs y PDEs putativas codificadas en su genoma. En esta cepa se mostré que el c-di-GMP

podria estar involucrado en la cascada de transduccién de la seiial luminica inhibiendo la
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formacién de biofilms, mientras que no participaria en la motilidad. Por lo tanto, bien podria
pasar que cuando la cepa ATCC 17978 se encuentra a 24° C, en cultivo liquido y sin
agitacion, sea capaz de regular la expresion o la actividad de alguna de las DGCs y/o PDEs en
funcién de las condiciones de iluminacion detectada por BIsA y de esta manera modular los
niveles de c-di-GMP y producir biofilms o no. Por el contrario, cuando la cepa ATCC 17978 se
encuentra en circunstancias en las que deba decidir si llevar a cabo la motilidad tipo
twitching o permanecer estatica, esta decisidn seria independiente de los niveles de c-di-

GMP, ya sea que se modulen por luz o no.

Es asi como los resultados obtenidos en este capitulo en relaciéon con el c-di-GMP,
pueden explicarse segun las siguientes posibilidades: 1) El c-di-GMP lograria ingresar a la
célula y participar en la cascada de transduccién de la seial luminica segun el modelo
propuesto anteriormente (Figura 5.5). 2) El c-di-GMP lograria ingresar a la célula y afectar
negativamente la produccidon de biofilms, independientemente de la transduccién de la
sefial luminica. 3) El c-di-GMP no lograria ingresar a la célula, pero en el medio extracelular
seria capaz de formar complejos, secuestrar ciertas moléculas extracelulares que sean
importantes para la formacidon de biofilms o afectar negativamente las interacciones
intercelulares o las estructuras necesarias para dar este fenotipo. 4) El c-di-GMP no lograria
ingresar a las células, pero es capaz de unirse a un receptor de superficie el cual puede
gatillar eventos de sefializacion modulando la expresién génica y de proteinas, dando

finalmente la inhibicidon de la formacion de biofilms.

5.2.2. Participacién del producto del gen bof en la transducciéon de la sefial

luminica.

Se ha reportado que el gen ygiW, que tiene un dominio de unién a
oligonucledtido/oligosacarido (BOF), regula la formaciéon de biofilms en Aggregatibacter
actinomycetemcomitans [106]. Por otro lado, en E. coli se vio que un gen homélogo a ygiW
afecta la motilidad y la virulencia en respuesta a la detecciéon de quorum y sefales
hormonales [107]. Esto sugiere que el producto del gen bof en A. baumannii podria estar
involucrado al menos en la regulacién de estas dos caracteristicas fenotipicas. Ademas y

como ya se menciond en la introduccion, el gen que codifica por la proteina putativa BOF se
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encuentra muy préximo al gen que codifica por el fotorreceptor BIsA, haciendo que sea muy

probable que estén involucrados en una misma via.

5.2.2.1. Andlisis in silico del gen bof y el interactoma de la proteina BOF.

Los analisis de transcriptdmica realizados sobre la cepa ATCC 19606, revelaron que el
gen bof es uno de los 54 genes que presentan mayor diferencia en sus niveles de expresion
entre condiciones de iluminacién y de oscuridad (mas en luz que en oscuridad) (Figura 5.6;

[103].

dnpA bof rhtB
DJ41_1943 DJ41_1946 DJ41_1949

biIsA

DJ41_1941 DJ41_1948
201540 00 1015 20 4.0

log,FC

Figura 5.6. Representacion esquematica de la regién gendmica que contiene al gen blsA y bof, inducido por luz. Cada flecha
representa un gen. Los clores representan diferentes grados de expresion génica diferencial en luz versus oscuridad,

basado en la escala de colores de la barra en la parte inferior.

Ademads, como se mencioné anteriormente, al localizarse adyacente a b/sA y en una
orientacion idéntica, cabe la posibilidad que sean parte de un mismo operén, y/o que los
productos de estos dos genes estén involucrados en una misma via regulatoria. Analisis in
silico indican que BIsA y la proteina BOF interaccionarian entre si (Figura 5.7), aumentando
las probabilidades de que el producto del gen bof pueda funcionar en ciertos casos como un

efector del fotorreceptor.
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Figura 5.7. Andlisis in silico que muestra las posibles proteinas interactuantes con BOF (AIL78423.1). Se puede identificar
entre ellas a BIsA (AIL78422.1), una proteina con un dominio de cierre de glicina (ABUW_1563), un transportador ABC de
acidos grasos de cadena larga (AIL_80379.1), una proteina que tiene un dominio de unién desconocido llamado duf2846
(AIL_80248.1), una acil-CoA deshidrogenasa (AIL_78427.1), una proteina tipo glucosamina 6 fosfato desaminasa
(IX87_07185), una metil transferasa de clase 1 dependiente de SAM (ABUW_1469) y una glicosil transferasa (AIL78424.1).

Este grafico se construyd utilizando la base de datos bioldgica string-db.org

Vale la pena destacar, como se puede observar en la figura 5.7, que hay 4 proteinas
gue estarian interaccionando con BIsA y con BOF. Una acil-CoA deshidrogenasa
(AIL_78427.1), una proteina tipo glucosamina 6 fosfato desaminasa (IX87_07185), una metil
transferasa de clase 1 dependiente de S-Adenosil-Metionina (ABUW_1469) y una glicosil
transferasa (AIL78424.1). Todas estas estan involucradas en una gran variedad de funciones
a nivel celular incluyendo el metabolismo y la regulacién de la expresidon génica a nivel
epigenético.

En nuestro grupo de trabajo se ha confirmado que en condiciones de luz, la proteina
BIsA interacciona con BOF (Tuttobene y col., manuscrito en preparacion), resultados que

sostienen los obtenidos en esta tesis.
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5.2.2.2. El producto del gen bof afecta a la motilidad de la mutante AblsA a 23° Cy 37°C.

Para evaluar la funcién de la proteina BOF dos estrategias posibles incluyen la
generacién de una mutante isogénica en el gen bof de manera de eliminar la presencia de la
proteina en la célula, mientras que la otra se basa en aumentar el nimero de copias de este
gen, de manera de generar mas copias de su producto en la célula. En este sentido, en
nuestro grupo de trabajo se esta intentando generar la mutante en bof, mientras que en
paralelo se generd una cepa derivada de la ATCC 17978 conteniendo el plasmido pWH1266-
Pbof, de modo de aumentar considerablemente su representacion génica y la
correspondiente proteina. Vale mencionar que en este plasmido, el gen bof se encuentra
bajo el control de su propio promotor.

Como se puede observar en las figuras 5.8 y 5.9, cuando se hicieron ensayos de
motilidad a 23° C utilizando la cepa ATCC 17978 conteniendo el pldsmido pWH1266-Pbof,
esta sufrié una inhibicion total de su motilidad en condiciones de luz azul, mientras que en
oscuridad se movié ocupando toda la superficie de la placa. Tal como se reportd
anteriormente, el mismo fenotipo se observd para la cepa salvaje ATCC 17978 y para la cepa
salvaje conteniendo el plasmido pWH1266, utilizadas como control [12], [23].

En los ensayos realizados con la cepa mutante en el fotorreceptor AblsA conteniendo
el plasmido pWH1266-Pbof se observé una inhibicién parcial de la motilidad en condiciones
de luz, mientras que, en condiciones de oscuridad, las bacterias se movieron por toda la
superficie de la placa (Figura 5.8 y 5.9). Esto difiere de los resultados obtenidos con la Ab/sA
y con la AblsA conteniendo el plasmido pWH1266, utilizadas como control, las cuales se
mueven por toda la superficie de la placa en condiciones de luz azul, como en oscuridad

(Figura 5.8 y 5.9) [12], [23].
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Figura 5.8. Ensayo representativo de la motilidad a 23° C en condiciones de luz y oscuridad para la cepa A. baumannii ATCC
17978 y su mutante isogénica en el fotorreceptor (AblsA), transformadas o no con el plasmido pWH1266 o con el plasmido

pWH1266-Pbof.
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Figura 5.9. Cuantificacién del drea de motilidad de A. baumannii ATCC 17978 y su mutante isogénica en el fotorreceptor
conteniendo a los plasmidos pWH1266-Pbof o bien pWH1266 vacio. Las barras blancas con contorno azul indican

incubacion en luz azul a 23° C. Las barras blancas con contorno negro indican incubaciéon en oscuridad a 23° C.

Posteriormente, se hicieron ensayos a 37° C sobre la cepa mutante AblsA para evaluar
si el efecto del producto del gen bof se mantendria a altas temperaturas.

Los resultados obtenidos muestran que, a 37° C, la cepa mutante también sufridé una
inhibicién parcial de la motilidad (Figura 5.10), mientras que las cepas utilizadas como

control se movieron por toda la superficie de la placa en ambas condiciones de iluminacién.
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Figura 5.10. Ensayo representativo de la motilidad a 37° C y en condiciones de luz y oscuridad para la cepa mutante en el

fotorreceptor (AblsA) sin transformar, transformada con el pldsmido pWH1266 o con el plasmido pWH1266-Pbof.

A partir de estos ensayos se pudo ver claramente que a ambas temperaturas
ensayadas solo se afecta la motilidad de la cepa AblsA conteniendo el plasmido pWH1266-

Pbof cuando estuvo expuesta a la luz azul.

5.2.2.3. El producto del gen bof modifica la produccion de biofilms en la cepa ATCC 17978 a 23°
Cy37°C.

Posteriormente, se evalud la posible participacién del producto del gen bof en la
fotorregulacion de la produccién de biofilms en A. baumannii. Por lo tanto, se analizé el
efecto del aumento del nimero de copias de BOF sobre la capacidad de formacién de
biofilms de la cepa salvaje ATCC 17978 y la mutante en el fotorreceptor AblsA. Los ensayos
realizados a 23° C en tubos de vidrio muestran que la cepa salvaje conteniendo el plasmido
pWH1266-Pbof produjo biofilms en condiciones de luz y en niveles similares a los
observados en oscuridad (Figura 5.9). Por su parte, y tal como se reportd previamente [12],
[23], la cepa salvaje y la cepa salvaje conteniendo el pldsmido pWH1266, utilizadas como
control, no produjeron biofilms en condiciones de luz, mientras que si lo hicieron en
condiciones de oscuridad (Figura 5.11).

En el caso de la cepa AblsA conteniendo el pldsmido pWH1266-Pbof, se produjo
biofilms en ambas condiciones de iluminacién, observandose el mismo fenotipo que para la

AblsA y la AblsA conteniendo el plasmido pWH1266, utilizadas como control (Figura 5.11).
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Figura 5.11. Ensayo representativo de la produccidn de biofilms a 23° C en las células de A. baumannii ATCC 17978 salvaje y
en la mutante isogénica en el fotorreceptor (AblsA), transformadas o no con el plasmido pWH1266 o pWH1266-Pbof segin

corresponda, en condiciones de luz u oscuridad.

5.2.2.4. Discusion.

Al comparar los resultados obtenidos en los ensayos de formacién de biofilms para la
cepa ATCC 17978 pWH1266-Pbof (donde se produjo biofilm en condiciones de luz y de
oscuridad), con aquellos para sus controles ATCC 17978 y ATCC 17978 pWH1266 (donde se
produjo biofilms solo en condiciones de oscuridad), se puede descartar que este efecto sea
producto del plasmido en si mismo. Por lo tanto, los resultados se deberian a la presencia de
multiples copias del gen bof resultando en multiples copias del correspondiente producto
en las células.

Segun nuestros estudios de transcriptdmica, los niveles del transcripto bof son mucho
mayores en condiciones de luz que en oscuridad (Figura 5.6), mientras que los niveles de
BIsA son menores en luz que en oscuridad (Figura 4.4). Asi, la regulacién de sus
concentraciones relativas puede ser la clave para comprender la modulacién por luz de la
formacion de biofilms. Ademads, en el plasmido pWH1266-Pbof, el gen bof esta clonado bajo
el control de su propio promotor, por lo que se esperaria que las cepas conteniendo este
pldsmido, expresen el producto génico en mayor cantidad en luz, que en oscuridad.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se construyd el modelo que se muestra a
continuacién para intentar explicar la modulacién por luz de la formacién de biofilms

mediado por BIsA (Figura 5.12).
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Figura 5.12. Modelo de regulacidén de la formacién de biofilms mediado por BOF, a 24° C. En condiciones de oscuridad
(Osc), la proteina BOF se uniria al promotor de los genes involucrados en la produccién de biofilm, activando su
transcripcidn y por consiguiente llevando a la produccion de biofilms. En condiciones de luz, BlsA antagoniza con BOF,
secuestrandolo y evitando su unién al ADN. Los genes necesarios para la produccién de biofilms no se expresarian y por lo
tanto no se produciria este fenotipo. Ademds, en condiciones de luz, hay una mayor expresion del gen bof que en

condiciones de oscuridad.

En este modelo se propone que a 24° Cy en condiciones de oscuridad, el producto del
gen bof seria capaz de unirse al ADN y de este modo activar la transcripcion de los genes
involucrados en la produccién de biofilms. Por el contrario, en condiciones de luz, BIsA
antagonizaria el funcionamiento de BOF, secuestrandolo y evitando su unidn al ADN. Asi, no
se produciria la transcripcién de los genes cuyos productos son necesarios para la
produccion de biofilms y no se formaria esta estructura multi-celular.

Cuando se transforma la cepa salvaje ATCC 17978 con el pldsmido pWH1266-Pbof, se
aumentarian los niveles de BOF y este aumento seria mayor en luz que en oscuridad. Por lo
tanto, en condiciones de oscuridad, donde BIsA no interacciona con BOF al igual que en el
caso de la cepa salvaje, no se produciria un efecto en la regulacion y se formarian biofilms
(Figura 5.11). En cambio, en condiciones de luz, el contenido de BOF facilmente superaria al

contenido de BIsA, por lo que quedaria una cantidad suficiente de BOF libre que podria
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unirse al ADN activando la transcripcidon de los genes cuyos productos son necesarios para la
produccidn de biofilms.

En el caso de la mutante AblsA, la ausencia del fotorreceptor hace que la cepa se
comporte siempre como si estuviera en oscuridad, por lo que el modelo planteado podria
explicar el fenotipo observado para esta cepa y también para el caso de la mutante
conteniendo el plasmido pWH1266-Pbof (Figura 5.11).

Los modelos planteados en esta tesis son consistentes con los resultados de otros
miembros de nuestro grupo, que muestran que BISA modula el funcionamiento de
reguladores transcripcionales.

Por otro lado, en cuanto a la motilidad, al comparar los resultados obtenidos para la
cepa AblsA conteniendo el plasmido pWH1266-Pbof con los obtenidos para el control AblsA
PWH1266 y AblsA se puede descartar que el efecto de la inhibicion parcial sea producto del
pldsmido en si mismo. Esto indicaria que la variacidn en el fenotipo se debe a la presencia
de multiples copias del gen bof resultando en multiples copias del correspondiente
producto en las células y del efecto de la luz.

Por lo tanto, los resultados sugieren que podria haber otro sistema de deteccién de la
luz independiente de BIsA que es capaz de generar la inhibicion parcial de la motilidad solo
en presencia de un elevado numero de copias de BOF. En este sentido, se ha reportado que
en Myxococcus xanthus la protoporfirina IX se excita por absorcién de la luz azul, generando
oxigeno singulete (0;) y de esta manera modula la expresién génica (Galbis-Martinez et al.
2012; Ortiz-Guerrero et al. 2011).

Actualmente, en nuestro grupo de trabajo, se estan llevando adelante experimentos

para corroborar estos modelos.

5.3. Conclusiones.

En este capitulo se muestra la evidencia experimental que se obtuvo y que plantea al
c-di-GMP y al producto del gen bof como posibles intermediarios en la cadena de
transduccion de la sefal luminica.

Especificamente, el c-di-GMP estaria involucrado en la cascada de transduccién de la
sefial que lleva a la formacién de biofilms, mientras que no estaria involucrado en la

transduccion de la sefial que lleva a la motilidad.
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A su vez, en analogia con otros organismos, los niveles de c-di-GMP podrian estar
regulados por algunas de las 11 DGCs y PDEs putativas encontradas en el genoma de A.
baumannii, dependiendo de las circunstancias en las que se encuentre la célula.

Por otro lado, las evidencias indican que el gen bof se expresa diferencialmente,
encontrandose mayores niveles de su transcripto en luz que en oscuridad. Ademas, los
analisis in silico indicarian que BIsA y BOF pueden interactuar en condiciones de luz (lo cual
se confirmd recientemente por otros miembros de nuestro grupo) y que a su vez pueden
interactuar con varias proteinas involucradas en el metabolismo y la regulacion de la
expresion génica.

En cuanto a la formacién de biofilms y la motilidad, las evidencias indicarian que el
producto del gen bof estaria involucrado en la transduccién de la sefial luminica que lleva a
estos fenotipos. Si bien la participacion del producto del gen bof en la formacidn de biofilms
parece depender de BIsA, los resultados obtenidos indicarian que en el caso de la motilidad
posiblemente dependerian de alguna otra molécula fotosensible y que seria independiente
de BIsA.

Finalmente, se construyeron modelos que permiten explicar estos resultados y que

estan de acuerdo con evidencias obtenidas por otros miembros de nuestro grupo.
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6. La susceptibilidad a ciertos antibioticos esta

regulada por luz en A. baumannii.

6.1. Introduccion

Nuestro grupo de trabajo ha reportado que la luz gobierna diversos procesos
relacionados con la capacidad de Acinetobacter baumannii para persistir y vivir en el
ambiente [12]. Como ya se menciond en capitulos anteriores, se vio que la luz azul inhibe la
motilidad y la formacién de biofilms en células de A. baumannii cultivadas a 24° C vy
aumento la capacidad de la bacteria para matar a la forma filamentosa del hongo eucariota
Candida albicans [12]. Se reporté que esta respuesta a la luz depende de BIsA, el Unico
fotorreceptor proteico clasico codificado en su genoma [12] y que la respuesta a la luz esta
distribuida entre otras especies pertenecientes al género Acinetobacter [23].

Otro factor determinante para el éxito de A. baumannii como patégeno es su
capacidad de adquirir resistencia a antibidticos, para lo cual su plasticidad gendémica vy
capacidad para el intercambio genético es sumamente importante [3], [109], [110]. De
hecho, para este organismo, se fueron incrementando las tasas de resistencia a muchas
drogas en este ultimo tiempo, lo cual plantea un panorama complicado en el que la mayoria
de las cepas circulantes son resistentes a multiples drogas (MDR), resultando en que la
mayoria de los antibidticos disponibles se vuelvan obsoletos [111]. Es por esto por lo que la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) sefialé a este microorganismo como primero
dentro de la lista de los de importancia critica (World Health Organization 2017).

Los antibidticos carbapenemes, como imipenem y meropenem, son utilizados como
ultimo recurso para combatir infecciones causadas por A. baumannii. Sin embargo, estos
microorganismos han desarrollado resistencia inclusive a estos antibidticos, complicando
severamente la terapéutica [112]—-[114].

Los antibiéticos minociclina (MIN) y su derivado tigeciclina (TIG), son antibidticos del
tipo de la tetraciclina (TET), capaces de confrontar ciertas infecciones causadas por A.
baumannii multirresistente. Por esto, constituyen una importante opcién para tratar las

infecciones causadas por esta bacteria [115], [116].
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Con el objetivo de evaluar la posible modulaciéon por luz de la susceptibilidad a
antibidticos, se hicieron en nuestro grupo de trabajo ensayos de antibiogramas en
condiciones de luz y de oscuridad, en una colecciéon de cepas clinicas de A. baumannii. Se
trabajo a 24° C, ya que si bien no es la temperatura de los hospedadores de sangre caliente,
es aquella en la que se vio que A. baumannii es capaz de fotorregular varias caracteristicas
fisiolégicas [12].

En la figura 6.1 se observa que los diametros de la zona de inhibicién del crecimiento
de la cepa ATCC 19606 para los antibiéticos MIN y TIG resultaron menores en condiciones
de luz azul que en oscuridad. Estos resultados se verificaron en una amplia coleccién de
cepas clinicas, siendo las que presentaron mayores diferencias fueron las cepas A118, A42 y
ATCC 19606 (entre 12 y 14 mm) [117]. También se estudid la susceptibilidad a los
antibidticos MIN y TIG en medio liquido a 24° C y se determind que para las tres cepas
ensayadas (A42, A118 y ATCC 19606) la luz genera una disminucién de la susceptibilidad a
estos antibidticos.

Es importante mencionar que se efectuaron los controles que indican que el efecto
observado no se debe a la degradacion de los antibidticos por luz. Asi, la luz modula la

susceptibilidad a los antibidticos MIN y TIG en A. baumannii.

Luz Osc

ATCC 19606

Figura 6.1. Antibiogramas para los antibidticos MIN y TIG utilizando la cepa ATCC 19606 en luz azul o en oscuridad a 24° C.

Viendo que la luz es capaz de modular la susceptibilidad a los antibidticos MIN y TIG,

se quiso estudiar el mecanismo por el cual se lleva a cabo esta regulacion.
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6.2. Resultados y discusion.

6.2.1. La luz azul induce la expresion de genes de resistencia a TIG en A.
baumannii.

6.2.1.1. La luz azul induce la expresion de los genes de resistencia a TIG adeABC.

Se ha reportado que en A. baumannii las bombas de eflujo Tet(B) y AdeABC estan
involucradas en la resistencia a MIN y TIG respectivamente [51], [118], [119].

Tet(B) es una bomba de eflujo especifica para tetraciclina capaz de expulsar MIN y
tetraciclina [118]. En el caso de TIG, se vio que la sobreexpresién de los genes adeABC
puede desempenar un papel en el desarrollo de la resistencia o en la disminucién de la
susceptibilidad a este antibiotico [120]

Una busqueda bioinformatica en la cepa A118 indicd que el determinante tet(B) no
estd presente en su genoma. Ademads, no se encontraron homadlogos a tet(B) en busquedas
bioinformaticas en la cepa ATCC 19606 y los ensayos de reaccidén en cadena de la polimerasa
(PCR) realizados para detectarlo, dieron resultados negativos. Todo esto indica que la
modulacion por luz a la resistencia a MIN depende de un mecanismo que no involucra a
Tet(B).

Para estudiar si en la modulacién por luz de la susceptibilidad a antibidticos contribuye
alguno de los mecanismos conocidos, se estudiaron los niveles de expresidn de los
transcriptos adeABC en funcidn de la exposicidn de las células a la luz azul.

Para esto, se recolectaron células de las cepas ATCC 19606 o A42 a partir de cultivos
gue crecieron en medio liquido, a 24° C, en luz azul o en oscuridad. Los resultados indican
gue los niveles de transcripto de adeA, adeB y adeC se inducen aproximadamente 2-5 veces

mas por luz en la cepa ATCC 19606 (Figura 6.2) que en oscuridad.
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Figura 6.2. Efecto de la luz en la expresidn de los transcriptos adeABC en células de A. baumannii ATCC 19606 incubadas a
24° C en condiciones de luz azul (barras blancas con contorno azul) u oscuridad (barras blancas con contorno negro). Los

asteriscos indican valores estadisticamente diferentes (p<0,05).

Es sorprendente que en presencia de concentraciones de TIG inferiores a la
Concentracion Inhibitoria Minima (sub-CIM) (0,1 ug/ml) en el medio de cultivo, la diferencia
en los niveles de expresion de los transcriptos adeA y adeB entre luz y oscuridad se aumento
enormemente, mostrando inducciones de aproximadamente 60 y 18 veces respectivamente

(figura 6.3).
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Figura 6.3. Efecto de la luz en la expresion de los transcriptos adeABC en células de A. baumannii ATCC 19606 crecidas en
presencia de concentraciones sub-CIM de TIG (0,1 pg/ml), incubadas a 24° C en condiciones de luz azul (barras blancas con

contorno azul) u oscuridad (barras blancas con contorno negro). Los asteriscos indican valores estadisticamente diferentes

(p<0,05).
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En el caso de la cepa A42 creciendo en fase exponencial en LB, los transcriptos adeA y
adeB se indujeron 2 veces mas en luz azul que en oscuridad, mientras que los transcriptos

de adeC se indujeron aproximadamente 13 veces mas en luz que en oscuridad (Figura 6.4).
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Figura 6.4. Efecto de la luz en la expresion de los transcriptos adeABC en células de Acinetobacter sp. A42 incubadas a 24° C
y en condiciones de luz azul (barras blancas con contorno azul) o de oscuridad (barras blancas con contorno negro). Los

asteriscos indican valores estadisticamente diferentes (p<0,05).

Cuando se agregd al medio de cultivo TIG en una concentracién inferior a la CIM (0,1
ug/ml) los niveles de transcripto de adeB y adeC se incrementaron 8 y 17 veces

respectivamente entre luz y oscuridad (Figura 6.5).
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Figura 6.5. Efecto de la luz en la expresidon de los transcriptos adeABC en células de Acinetobacter sp. A42 crecidas en

presencia de concentraciones sub-CIM de TIG (0,1 pug/ml), incubadas a 24° C en condiciones de luz azul (barras blancas con
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contorno azul) u oscuridad (barras blancas con contorno negro). Los asteriscos indican valores estadisticamente diferentes

(p<0,05).

Estos resultados indican que hay una correlacién entre la induccion de genes que
codifican por miembros de la bomba de eflujo AdeABC por luz y la reducciéon en la
susceptibilidad a TIG observada en presencia de luz, sugiriendo que la misma podria estar

involucrada en la disminucidn de la susceptibilidad inducida por luz.

6.2.1.2. La luz azul induce la expresion de los genes de la bomba adelJK.

Ademads de AdeABC, se ha reportado que A. baumannii cuenta con otra bomba de
eflujo capaz de expulsar antibidticos tales como MIN y TIG [121]. Esta bomba de eflujo esta
compuesta por los productos de los genes adelJK, que se transcriben en un mismo operén
[121] y su transcripcidn estd regulada por AdeN [122]. Ademds, se reporté que los sistemas
de eflujo AdeABC y AdellK contribuyen de una manera mas que aditiva a la resistencia a
TET, MIN y TIG [121].

Asi, se analizaron los niveles de expresion de los transcriptos adellK en células
expuestas a la luz azul y en oscuridad. Para esto, se tomaron muestras de las cepas ATCC
19606 o A42 crecidas en fase exponencial en LB a 24° Cy en luz azul y en oscuridad.

Los resultados indican que en la cepa ATCC 19606, los niveles de los transcriptos de los
genes adell aumentaron entre 5 y 9 veces aproximadamente en luz respecto de los niveles

en oscuridad (Figura 6.6).
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Figura 6.6. Efecto de la luz en la expresidn de los transcriptos adel/K en células de A. baumannii ATCC 19606 incubadas a
24° C en condiciones de luz azul (barras blancas con contorno azul) u oscuridad (barras blancas con contorno negro). Los

asteriscos indican valores estadisticamente diferentes (p<0,05).

Cuando se crecieron células de ATCC 19606 en presencia de concentraciones sub-CIM
de TIG (0,1 pug/ml) la diferencia de los niveles de los transcriptos de los genes adel) entre luz
y oscuridad aumentd, similarmente a lo que ocurre con los genes adeAB. En el caso de los
genes adell, la diferencia en presencia de TIG fue de aproximadamente 8 y 12 veces

respectivamente (Figura 6.7).
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Figura 6.7. Efecto de la luz en la expresion de los transcriptos adel/K en células de A. baumannii ATCC 19606 crecidas en
presencia de concentraciones sub-CIM de TIG (0,1 pg/ml), incubadas a 24° C en condiciones de luz azul (barras blancas con
contorno azul) u oscuridad (barras blancas con contorno negro). Los asteriscos indican valores estadisticamente diferentes

(p<0,05).

Estos mismos ensayos se hicieron también para la cepa A42 creciendo en fase
exponencial en LB. Los transcriptos adel y adeJ se indujeron aproximadamente entre 1,5y 2
veces mas en luz que en oscuridad, mientras que los transcriptos de adeK se indujeron 25

veces mas e luz azul que en oscuridad (Figura 6.8).
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Figura 6.8. Efecto de la luz en la expresion de los transcriptos adelJK en células de Acinetobacter sp. A42 incubadas a 24° C
y en condiciones de luz azul (barras blancas con contorno azul) o de oscuridad (barras blancas con contorno negro). Los

asteriscos indican valores estadisticamente diferentes (p<0,05).

Cuando se agrego al medio de cultivo TIG en una concentracién inferior a la CIM (0,1
ug/ml) los niveles de transcripto de adel, ade) y adeK se incrementaron aproximadamente

60; 3 y 23 veces respectivamente, entre luz y oscuridad (Figura 6.9).
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Figura 6.9. Efecto de la luz en la expresidén de los transcriptos adelJK en células de Acinetobacter sp. A42 crecidas en
presencia de concentraciones sub-CIM de TIG (0,1 pg/ml), incubadas a 24° C en condiciones de luz azul (barras blancas con
contorno azul) u oscuridad (barras blancas con contorno negro). Los asteriscos indican valores estadisticamente diferentes

(p<0,05).
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Estos resultados indican que hay una correlacion entre la induccién de genes que
codifican por miembros de la bomba de eflujo AdellK por luz y la reduccién en la
susceptibilidad a TIG observada en presencia de luz.

Posteriormente, se quiso averiguar qué ocurre con los niveles de expresion del
regulador transcripcional adeN. Para esto, se utilizaron muestras de las cepas ATCC 19606 y
A42 crecidas en luz y oscuridad a 24° C.

Como se puede ver en la figura 6.10, los resultados indican que hay una diferencia en
los niveles del transcripto adeN entre ambas condiciones de iluminacién. Ademas, los
niveles del transcripto son de aproximadamente 2 a 3 veces mayores en condiciones de luz

gue en oscuridad para ambas cepas ensayadas.
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Figura 6.10. Efecto de la luz en la expresidn del transcripto adeN, que codifica por el regulador transcripcional de adelJK, en
las cepas ATCC 19606 y A42 a 24° C. Las barras blancas con contorno azul indican exposicidn a luz azul, mientras que las
barras blancas con contorno negro indican incubaciéon en oscuridad. Los asteriscos indican valores estadisticamente

diferentes (p<0,05).

Estos resultados indican que la expresion de adeN, que codifica por el regulador de la
transcripcién de los componentes de la bomba de eflujo AdellK, también depende de las

condiciones de iluminacidn.

6.2.1.3. Discusion
En esta seccidn se pudo ver que en presencia de luz azul, aumenta la expresion de los
genes adeABC y adelJK (que codifican para las bombas de eflujo AdeABC y AdellK

respectivamente), asi como la de adeN, el regulador transcripcional de adelJK en las cepas
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de A. baumannii A42 y ATCC 19606. Asi, existe una correlacién entre la reduccion de la
susceptibilidad a TIG y la induccidn de los genes que codifican por las bombas de eflujo en
luz. Esto sugiere fuertemente que estos mecanismos podrian contribuir directamente a la
reduccion de la susceptibilidad por luz observadas para los antibiéticos MIN y TIG. Estos
resultados son especialmente interesantes, teniendo en cuenta que como se mencioné
anteriormente, los sistemas de eflujo AdeABC y AdelJK contribuyen de una manera mds que
aditiva a la resistencia a TET, MIN y TIG [121]. En este trabajo ofrecemos indicios de que las
bombas de eflujo AdeABC y AdelJK actian concertadamente.

Cuando estas cepas recuperadas de ambientes hospitalarios se encuentran
produciendo infecciones en heridas superficiales, podrian interpretar la luz como seial de la
necesidad de una estrategia defensiva y una competencia mas férrea para la subsistencia, lo
gue haria posible la posterior colonizacién del hospedador.

En este contexto, el aumento en la resistencia a MIN y TIG como respuesta a la senal
de la luz puede indicarle a la bacteria la necesidad de persistir hasta que las condiciones
sean mas favorables para el crecimiento o hasta que se puedan acumular determinantes de

resistencia adicionales.

6.2.2. La modulaciéon de la susceptibilidad a MIN y TIG en A. baumannii no
depende del fotorreceptor BlsA.

6.2.2.1. Las cepas mutantes en el fotorreceptor bIsA no ven alterada la susceptibilidad a MIN y
TIG entre luz y oscuridad.

Para determinar si la fotorregulacién de la susceptibilidad a antibidticos esta mediada
por el fotorreceptor BIsA, se construyd una cepa ATCC 19606 mutante en blsA (19606
AblsA), usando una estrategia similar a la utilizada para la construccién de la cepa ATCC
17978 AblsA [12]. Cuando se ensayd la capacidad de esta mutante de fotorregular la
susceptibilidad a los antibidticos MIN y TIG se vio que el halo inhibitorio es mayor en
oscuridad que en luz, en niveles similares a los de la cepa ATCC 19606 salvaje utilizada como
control (Figura 6.11, Tabla 6.1). De la misma manera, cuando se ensayo la capacidad de la
cepa ATCC 17978 AblsA de fotorregular la susceptibilidad a los mismos antibidticos se vio el

mismo resultado que para la 17978 salvaje, tanto en luz, como en oscuridad (Tabla 6.1).
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19606

Figura 6.11. Antibiograma que muestra los halos de inhibicion de la cepa ATCC 19606 salvaje y la mutante en el

fotorreceptor bisA en luz y oscuridad para los antibidticos MIN y TIG en LB a 24° C.

Tabla 6.1. Didametro del halo de inhibicién del crecimiento en placas de LB para las cepas ATCC 19606, ATCC 19606 AblsA,
ATCC 17978 y ATCC 17978 AblsA con los antibidticos MIN y TIG.

MIN TIG Fuente
LB LB

ATCC 19606 ATCC
Luz azul 30+1 | 18+1
Oscuridad 44+1 | 301
ATCC 19606 AblsA Este trabajo.
Luz azul 29+1 | 171
Oscuridad 44+1 | 301
ATCC 17978 ATCC
Luz azul 31+1 | 16+1
Oscuridad 37+1 | 231
ATCC 17978 AblsA Mussi y col. (2010)
Luz azul 31+1 | 161
Oscuridad 37+1 | 23+1

Esto indica que la modulacion por luz de la susceptibilidad a antibidticos es
independiente de la presencia de la proteina BlsA, y por lo tanto este fotorreceptor proteico

no es el responsable del fenotipo observado.

6.2.2.2. EI 10, gatilla la reduccidn en la susceptibiliad a MIN y TIG en A. baumannii.

Se ha reportado que la luz puede modular la expresidon génica en Myxococcus xanthus
independientemente de la presencia de fotorreceptores bacterianos tradicionales (Galbis-
Martinez et al. 2012; Ortiz-Guerrero et al. 2011). Uno de los mecanismos que utiliza esta

bacteria estd mediado por 0, el cual se produce como resultado de la excitaciéon de la
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protoporfirina IX por absorcion de la luz azul (Galbis-Martinez et al. 2012). El 10, constituye
una de las especies reactivas del oxigeno o ROS (del inglés Reactive Oxigen Species) que son
capaces de causar dafio en diversas biomoléculas tales como membranas, proteinas y ADN,
hasta causar la muerte celular [123], [124]. Por un mecanismo aun desconocido, el 0,
generado interactla con una proteina anti-anti-sigma, provocando que el factor sigma se
libere de la membrana. Posteriormente, se una a la ARN polimerasa y se activa la
transcripciéon de diversos genes incluyendo los que codifican por carotenoides, que
protegen a la célula de las ROS (Galbis-Martinez et al. 2012).

El azul de metileno es un colorante que absorbe luz roja (A = 700nm), pero no luz azul
(A = 570nm), ya que su rango de absorciéon es entre 550nm y 700nm [125], [126]. Este
compuesto se utilizé para generar 0, a partir de oxigeno molecular (02) y luz roja (Galbis-
Martinez et al. 2012; Berghoff et al. 2009). De este modo se hicieron ensayos para evaluar si
el 10, puede participar en la fotorregulacion de la susceptibilidad a antibidticos.

Cuando la bacteria se irradié con luz roja se observaron halos de inhibicién del
crecimiento similares a los observados cuando se incubd en oscuridad (Figura 6.12). Sin
embargo, la aplicacidon conjunta de azul de metileno y luz roja resulté en una importante
reduccion de los didametros de inhibicién (Figura 6.12, Tabla 6.2), dando valores similares a

aquellos observados en condiciones de iluminacion con luz azul (Figura 6.1 y Tabla 6.1).

Luz roja Osc

(s/c)

Figura 6.12. Susceptibilidad a MIN y TIG para la cepa ATCC 19606 expuesta a la luz roja o incubada en oscuridad con el

agregado de azul de metileno al medio (+AM) o sin el agregado (s/c).
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Tabla 6.2. Diametro de las zonas de inhibicion por MIN y TIG del crecimiento de la cepa ATCC 19606 incubada en

condiciones de luz roja o de oscuridad, frente al agregado de azul de metileno o sin él.

Compuesto agregado Luz MIN TIG
Roja 42+1 | 281

Oscuridad | 41+1 | 301
Roja 30+1 | 16+1

Oscuridad | 42+1 | 261

Sin agregado

Azul de metileno

Estos resultados indican que la susceptibilidad disminuida de las bacterias en

presencia de luz azul podria estar mediada por 10;.

6.2.2.3. La presencia de 10; induce la expresion de las bombas de eflujo AdeABC y AdellK.

Para evaluar si el 10 es capaz de modular la expresién de los genes que codifican para
las bombas de eflujo se hicieron ensayos de RT-gPCR. Para esto, se recolectaron células de
la cepa A42 crecidas a 24° Cy en luz roja con o sin azul de metileno agregado al medio o en
oscuridad.

En la figura 6.13 se puede ver que los niveles de expresidon de los componentes de la

bomba de eflujo adeABC fueron mayores en luz roja con azul de metileno, que en oscuridad.

40

35

30

——x

25

20

15

10

Expresion relativa (ade/recA)

HH *
HH %

HH
—

(9]
HH
'—

adeA adeB adeC
Figura 6.13. Efecto de la accidn conjunta entre la luz roja y el azul de metileno en la expresion de los transcriptos adeABC
en células de A42 incubadas a 24° C. Las barras de color celeste indican agregado de azul de metileno al medio. Las barras
con contorno rojo indican exposicién a luz roja, mientras que las barras con contorno negro indican condiciones de

oscuridad. Los asteriscos indican valores estadisticamente diferentes (p<0,05).

111



En la figura 6.14 se puede ver que los niveles de expresion de genes que codifican por
ciertos componentes de la bomba de eflujo AdellK son inducidos por el azul de metileno en

presencia de luz roja.
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Figura 6.14. Efecto de la accidn conjunta entre la luz roja y el azul de metileno en la expresion de los transcriptos adel/K en

Expresion relativa (ade/recA)

%

HH
HH

HH
HH
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células de A42 incubadas a 24° C. Las barras blancas indican incubacion sin el agregado de azul de metileno. Las barras de
color celeste indican con el agregado del azul de metileno. Las barras con contorno rojo indican exposicién a luz roja,
mientras que las barras con contorno negro indican oscuridad. Los asteriscos indican valores estadisticamente diferentes

(p<0,05).

Estos resultados indican que la presencia de '0,, generado mediante la aplicacidn
simultanea de azul de metileno y luz roja, induce la expresiéon de genes que codifican por

componentes de las bombas de eflujo AdeABC y AdelJK.

6.2.2.4. Discusion

El 'O, es una de las especies reactivas del oxigeno (ROS por sus siglas en inglés) que
puede generarse por reduccion parcial durante el metabolismo del oxigeno molecular. Este
puede generar importantes dafios al ADN y otras macromoléculas, por lo que se puede
entender que su presencia en el interior de la célula genere una respuesta. Ademas, como
se menciond anteriormente, también se produce como resultado de la excitacién de la
protoporfirina IX por absorcién de la luz azul (Galbis-Martinez et al. 2012).

Esto indica que el 10, es un punto donde convergen dos cascadas de sefializacién
independientes generadas por dos sefiales ambientales: el O; del aire y la luz. A través de

este compuesto, la célula es capaz de integrar estas sefiales, lo que le indica que se
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encuentra fuera del hospedador, en un ambiente expuesto, y que debe competir con otros
microorganismos, asi como también resistir a diversos agentes que pueden daiiarla.

En el sentido de los resultados obtenidos en esta seccidn, el 10, es capaz de modular
la expresioén de ciertos componentes de las bombas de eflujo AdeABC y AdellK.

Se ha reportado que estas bombas de eflujo no solo tienen la capacidad de expulsar
de la célula ciertas moléculas con actividad antibidtica, sino que ademds pueden hacerlo con
otros compuestos dafiinos, como ciertos colorantes y detergentes [121].

Una caracteristica en comun que tienen todos los compuestos expulsados por estas
bombas de eflujo es que son daiiinos para las células o incluso amenazan su supervivencia.
Asi, puede comprenderse la convergencia de las sefiales de la luz y el Oz en el 102 y que este
a su vez active la transduccidn de ciertos genes que codifican por las bombas de eflujo

AdeABC y AdelJK, logrando expulsarlo con un efecto sinérgico.

6.3. Conclusiones.

En este capitulo se demostré que la susceptibilidad a los antibiéticos MIN y TIG esta
modulada por luz en A. baumannii.

También se demostrd que hay una correlacién entre la reduccidn en la susceptibilidad
a MIN y TIG inducida por luz y la induccidn de la expresion de genes de bombas de eflujo.
Esto sugiere que estas bombas de eflujo serian las responsables de la expulsiéon de dichos
antibidticos del interior celular y por consiguiente de la reduccién en la susceptibilidad.

También demostramos que esta modulacion por luz no depende de BIsA, el Unico
fotorreceptor proteico cldsico encontrado en el genoma de A. baumannii, sino que es
probable que en analogia a Myxococcus xanthus dependa de alguna molécula fotosensible
que al absorber luz azul sea capaz de excitarse y transmitir la sefial, via 10, (Galbis-Martinez
et al. 2012; Ortiz-Guerrero et al. 2011).

En el caso de A. baumannii, sucederia lo mismo. El 10, llevaria a la activacion de los
genes de resistencia tales como aquellos que codifican por la bomba de eflujo AdeABC y

AdelJK y también del regulador transcripcional AdeN.
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7. Utilizacion del malato como fuente de
energia en ‘Candidatus Phytoplasma’ Aster

Yellows Witches’-Broom.

7.1. Introduccidn

Como se menciond en la introduccién general, los fitoplasmas (‘Candidatus
Phytoplasma’) son patdgenos de plantas que se transmiten a través de insectos vectores del
orden Hemiptera. Producen efectos devastadores en un amplio rango de cultivos tanto de
alto como de bajo interés agrondmico alrededor del mundo, tales como coco, vid, manzana,
maiz, zanahoria, repollo y cebolla [28], [36], [38], [45], [128]. La mayoria de los sintomas
causados por las infecciones con estos microorganismos son compatibles con el
agotamiento de los recursos nutricionales del hospedador [129].

El andlisis de los genomas secuenciados mostrd la ausencia de numerosas vias clasicas
de utilizacion de fuentes de carbono y generacion de energia [31]. No poseen sistema de la
fosfotransferasa (PTS) para la importacidon de azucares, ni hexoquinasa para la generacion
de glucosa 6-fosfato para alimentar la glicdlisis. La posesion de un gen que codifique para
una sacarosa fosforilasa completa, la cual compensaria la ausencia de la hexokinasa y del
PTS no es una caracteristica general en fitoplasmas [31], [130]. No todos los fitoplasmas
tienen una via glucolitica funcional. Ademas, carecen de los conjuntos de genes para la
biosintesis de esteroles, ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA), sintesis de novo de
nucledtidos y aminoacidos, ATP sintasas y una via de las pentosas fosfato completa. [31],
[130]. Estas deficiencias resultan en una fuerte dependencia de los recursos nutricionales
del hospedador [131]. En este sentido, es importante mencionar que no han podido ser
identificados factores de virulencia tradicionales en los genomas de estos microorganismos.

Sin embargo, un rasgo comun presente en todos los fitoplasmas cuyos genomas han
sido secuenciados hasta el momento es la presencia de genes que codifican para una
enzima malica (EM) putativa y genes que codifican para proteinas implicadas en el
transporte del malato. En ‘Candidatus Phytoplasma’ Aster Yellows Witches’-Broom (AYWB)

la EM putativa esta codificada en el marco abierto de lectura AYWB_051 (Bai et al. 2006;
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accession number: NC_007716) (Figura 7.1). Este gen estd localizado de manera
inmediatamente adyacente en sentido 5’ de AYWB_052, que codifica para un simportador
putativo malato-sodio (CitS). Ambos genes estan orientados cabeza-cola, sugiriendo que

pueden formar parte de un mismo operdn y estar co-regulados.

57380 58057

-« >
ATGA
Transposasa Enzima malica Simportador CDP-diacilglicerol-
similar a Tras AYWB_51 malato-Na glicerol-3-fosfato-3-
AYWB_50 AYWB_52 fosfatidiltransferasa
AYWB 53
1 kb

Figura 7.1. Organizacidn genética del loci cromosdmico de ‘Ca. P. asteris” AYWB que contiene el gen que codifica para la

EM y las regiones flanqueantes. La linea discontinua indica la region codificante clonada en el vector de expresion.

Se propone entonces que esta via podria estar operando en la generacion de energia
en forma de ATP y poder reductor, en la que el malato, uno de los acidos orgdnicos mas
abundantes en el floema [25], [31], [130], se utilizaria como fuente de carbono mediante su
conversion a acetato [31], [130] (Figura 7.2). Especificamente, el malato podria ser tomado
del medio por el simportador CitS, luego convertido a piruvato por la enzima malica (EM),
de piruvato a acetil-CoA por el complejo de la piruvato deshidrogenasa (PDHC), de acetil-
CoA a acetil-fosfato (acetil-P) por una fosfotransacetilasa (PTA) y finalmente de acetil-P a

acetato por una acetato kinasa (ACK).

CoA ADP
NAD(P)  NAD(P)H i
NAD NADH Pi CoA pi ATP
Enzima : . :
Malatoaf—0> Malato_y alica Piruvato —2——-> Acetil-CoA PduL_ Acetil-P —Z > Acetato
3
i
co, Co, Pi CoA

Figura 7.2. Via propuesta para la utilizacion de malato en fitoplasmas AYWB. La via incluye el transporte de malato desde el
ambiente (af=afuera) al citosol (ad=adentro), llevado a cabo por un simportador malato-Na (CitS, paso 0); la conversién de
malato a piruvato por la enzima malica (EM, paso 1); piruvato a acetil-CoA por el complejo de la piruvato deshidrogenasa
(PDHC, paso 2); acetil-CoA a acetil-fosfato (acetil-P) por una fosfotransacetilasa (PduL, paso 3) y finalmente acetil-P a

acetato por una acetato kinasa (ACK, paso 4).

Sin embargo, el gen para una PTA esta ausente en su genoma, por lo que se propone
que la enzima PdulL (proteina de utilizacion de propanodiol) [132] podria compensar esta

ausencia de PTA [130]. Esta posibilidad surge ya que se ha reportado que la PdulL posee
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actividad PTA en la via de degradacién de 1,2-propanodiol dependiente de B12 de
Salmonella enterica Serovar Typhimurium LT2 [132]. Analisis cinéticos de esta enzima
mostraron que cataliza la conversidn de propionil-fosfato a propionil-CoA y en menor
medida, acetil-P a acetil-CoA [132].

Esta hipdtesis presenta a las EM putativas codificadas en los genomas de fitoplasma
como posibles factores de virulencia ya que serian fundamentales para el éxito del patégeno
en el hospedador [31], [130].

En este trabajo de tesis se analizaron aspectos cinéticos y estructurales de la EM y la
PduL del fitoplasma AYWB para detectar caracteristicas que ayuden a entender sus roles en

el metabolismo del fitoplasma.

7.2. Resultados y discusion.

7.2.1. Caracterizacion cinética y regulacion metabdlica de la EM-AYWB.

En nuestro grupo de trabajo se estimé que la masa monomérica de la EM de AYWB
recombinante expresada heterélogamente en E. coli y purificada es de aproximadamente
44kDa [133]. Esta masa molecular se corresponde con la predicha, en base a la secuencia de
la EM-AYWB. La masa molecular nativa de EM-AYWB se determind por cromatografia de
exclusién molecular. El valor obtenido (76.0 + 9.9 kDa) indica que la EM-AYWB se ensambla
en forma de dimero, consistentemente con otras EMs que también se ensamblan de esta

manera [134].

7.2.1.1. Caracterizacion cinética de la reaccion catalizada por EM-AYWB en presencia de NAD.

Cuando se hicieron medidas de actividad de la EM-AYWB utilizando L-malato como
sustrato y en presencia de los cofactores NAD o NADP y con Mn?* o Mg?*, se vio que esta
enzima posee actividad para la descarboxilacién oxidativa del malato presentando actividad
maxima a un valor de pH de 8,2 (Figura S1, Saigo et al. 2014).

Luego, se realizaron estudios cinéticos en presencia de NAD-Mn?* o NADP-Mg?*,
condiciones tipicas para las medidas de actividad de las EM dependientes de NAD/NADP
[61], [134] al pH 6ptimo (8,2).

Como se puede ver en la Figura 7.3 y Tabla 7.1, cuando se midié la actividad de la EM

dependiente de NAD con concentraciones variables de este cofactor (de 0,01 mM a 2,5
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mM), y a una baja concentracidon de malato (0,09 mM), los valores obtenidos se ajustaron a
una curva sigmoidea acorde a la ecuacién de Hill con un n>1. Cuando se usé una alta
concentracion de malato (30 mM) los valores se ajustaron a una curva hiperbdlica acorde a

la ecuacion de Michaelis-Menten.

Malato 0,09 mM Malato30 mM
0.6
10
05 /""‘ A
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Figura 7.3. Curvas de saturacion tipicas para la actividad de EM-AYWB. Se determiné la actividad de la EM dependiente de
NAD a una concentracidn de malato fija baja (0,09 mM) o alta (30 mM) y a varias concentraciones de NAD. Las curvas de
saturacion se ajustaron a los modelos de las ecuaciones de Michaelis-Menten (lineas continuas) o Hill (lineas de segmentos

largos) y los parametros cinéticos estimados obtenidos con la ecuacién que mejor ajusté se indican en la Tabla 7.1.

Tabla 7.1. Pardmetros cinéticos de la EM-AYWB recombinante dependiente de NAD.

Concentracion fija de malato
Malato 0,09mM (ss) Malato 30mM (cs)
Knao® (mM) Vimax (s7%) Knao® (MM) | Vimax (s)
0,09+0,003 | 0,56+0,01 | 0,12+0,01 | 10,4+0,11

Concentracion fija de NAD
NAD 0,1mM (ss) NAD 1,5mM (cs)
Kmalato (mM) Vimax (s™) Kmalato® (mM) Vimax (s%)
1,60+0,20 |5,36+0,22 | 3,67+0,61 | 153+1,21
Se determind la actividad enzimatica a varias concentraciones de un sustrato y concentraciones fijas del otro (L-malato

0,09 o 30mM; NAD 0,1 o 1.5mM) a un pH dptimo de 8,2. (ss) indica concentraciones subsaturantes. (cs) indica
concentraciones cercanas a las saturantes. Los parametros cinéticos se estimaron ajustando las medidas a las ecuaciones
de Michaelis-Menten, Hill o modelo de dos sitios. *Sgs (ecuacidn de Hill, ny = 1.36 * 0,05). *Km (ecuacién de Michaelis—

Menten). 1Sq 5 (ecuacion de Hill, ny = 1.42 + 0,25). %K1 (ecuacion del modelo de dos sitios).

Posteriormente, se realizaron curvas de saturacion de malato realizadas con
concentraciones variables de este sustrato (desde 0,23 mM a 37 mM). Cuando se realizaron
con una baja concentracion de NAD (0,1 mM) se ajustaron a una curva sigmoidea de

acuerdo a la ecuacion de Hill (n>1). Cuando se realizaron con una alta concentracion de NAD
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(1,5 mM) se ajustaron a una ecuacién polindmica racional 2:2 (ecuacion de dos sitios; [62]

(Tabla 7.1, Figura 7.4).

NAD 0,1 mM NAD 1,5 mM
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Figura 7.4. Curvas de saturacion tipicas para la actividad de EM-AYWB dependiente de NAD a diferentes concentraciones

de sustrato. Se determiné la actividad de la EM dependiente de NAD a varias concentraciones de malato y a una
concentracién de NAD fija baja (0,1 mM) o alta (1,5 mM). Las curvas de saturacién se ajustaron a los modelos de las
ecuaciones de Hill (lineas de segmentos largos) o de dos sitios (lineas de segmentos cortos) y los parametros cinéticos

estimados obtenidos con la ecuacion que mejor ajusto se indican en la Tabla 7.1.

Los resultados indican que el malato inhibe la reaccidon cuando estd presente en altas
concentraciones, posiblemente porque la EM de AYWB en su mecanismo de reacciéon podria
unir primero el NAD, aunque no se puede descartar la presencia de un sitio de unién

alostérico para el malato.

7.2.1.2. Caracterizacion cinética de la EM-AYWB dependiente de NADP.

Como se puede ver en la Figura 7.5, cuando se midid la actividad de la EM en
presencia de NADP variando la concentracién de malato de 0,2 mM a 32 mM, y a una baja
concentracion de NADP (0,05 mM), las curvas de saturacién de malato se ajustaron a una
hipérbola de acuerdo con la ecuacidon de Michaelis-Menten. Cuando se usd una alta
concentracion de NADP (2,3 mM) los valores obtenidos se ajustaron a una ecuacion

polindmica racional 2:2 (Tabla 7.2, Figura 7.5).
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Figura 7.5. Curvas de saturacion tipicas para la actividad de EM-AYWB dependiente de NADP a diferentes concentraciones
de sustrato. Se determind la actividad de la EM dependiente de NADP a varias concentraciones de malato y a una
concentracion de NADP fija baja (0,05 mM) o alta (2,3 mM). Las curvas de saturacion se ajustaron a los modelos de las
ecuaciones de Michaelis-Menten (lineas continuas) o de dos sitios (lineas de segmentos cortos) y los parametros cinéticos

estimados obtenidos con la ecuacion que mejor ajusto se indican en la Tabla 7.2.

Tabla 7.2. Parametros cinéticos de la EM-AYWB recombinante dependiente de NADP.

Concentracion fija de malato
Malato 0,2mM (ss) Malato 30mM (cs)
Knaoe® (mM) Vinax (s%) Knaoe® (MmM) Vimax (s%)
0,20+0,12 | 0,25+0,10 | 0,23+0,10 | 3,78+0,85

Concentracion fija de NADP
NADP 0,05mM (ss) NADP 2,3mM (cs)
Kmalato” (MM) | Vmax (S7) | Kmalato® (MM) | Vimax ()
3,19+0,47 | 098+0,03 | 15,6+8,97 | 19,9+8,53
Se determind la actividad enzimatica a varias concentraciones de un sustrato y concentraciones fijas del otro (L-malato 0,2

o 30 mM; NADP 0,05 o 2,3mM) a un pH éptimo de 8,2. (ss) indica concentraciones subsaturantes. (cs) indica
concentraciones cercanas a saturantes. Los parametros cinéticos se estimaron ajustando las medidas a las ecuaciones de

Michaelis-Menten o modelo de dos sitios. #*Km (ecuacion de Michaelis—Menten). 5K1 (ecuacion del modelo de dos sitios).

Sin embargo, en contraste con lo que ocurre con el NAD, las curvas de saturacion de
NADP no fueron hiperbdlicas ni a bajas, ni a altas concentraciones de malato (0,2 mM y 30

mM respectivamente) (Tabla 7.2 y Figura 7.6).
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Figura 7.6. Curvas de saturacion tipicas para la actividad de EM-AYWB. Se determiné la actividad de la EM dependiente de
NADP a una concentracidon de malato fija baja (0,2 mM) o alta (30 mM) y a varias concentraciones de NADP. Las curvas de
saturacion se ajustaron a los modelos de las ecuaciones de dos sitios (lineas de segmentos cortos) y los pardmetros

cinéticos estimados obtenidos con la ecuacién que mejor ajusté se indican en la Tabla 7.2.

En su lugar, ambos conjuntos de valores se ajustaron a un polinomio racional 2:2, el
cual se puede interpretar como un modelo de unién de dos sitios con un efecto activador
cuando ocurre la unién de la segunda molécula de NADP. En este caso, los datos sugieren

gue la EM adopta un mecanismo de regulacién alostérica en presencia de NADP.

7.2.1.3. Regulacion metabdlica de la EM-AYWB dependiente de NAD/NADP.

Para evaluar la respuesta de la EM-AYWB a diferentes intermediarios metabdlicos,
posiblemente relevantes para la modulacién de la actividad en la planta hospedadora, se
midié la actividad de la EM en concentraciones subsaturantes de los sustratos: 2 mM de
malato; 0,05 mM de NAD; 0,08 mM de NADP, en presencia de diferentes intermediarios
metabdlicos y en dos concentraciones diferentes.

Los resultados indicaron que la actividad de la EM dependiente de NAD se incrementd

en presencia de los aminoacidos glutamato, glutamina, aspartato y glicina (Figura 7.7).
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Figura 7.7. Propiedades regulatorias de la EM-AYWB. La actividad de la EM-AYWB dependiente de NAD se midi6 a pH 8,2

en ausencia o presencia de los efectores indicados. La actividad medida en presencia de cada efector se expresa de forma
relativa a la actividad medida en su ausencia. Los efectos inhibitorios se indican con negro (relacion menor a 1) y los

efectos activadores se indican en gris (relacion mayor a 1).

El mayor incremento de la actividad (casi 5 veces respecto del control) se obtuvo en
presencia de glutamato 0,5 mM, mientras que la glutamina 0,5 mM y el aspartato 0,5 mM
aumentaron la actividad de la EM en un factor de 1,5 y 1,3 veces respectivamente. En
presencia de ADP 0,5 mM vy acetil-P, la actividad de la EM se incrementd 1,6 y 3,5 veces
respectivamente. Sin embargo, una concentracion de 2 mM de ATP produjo una
disminucion de la actividad de la enzima en un 40%. El succinato, fumarato, citrato, acetil-
CoA, CoA, glucosa 6-fosfato y acetato no produjeron un efecto significativo en la actividad
de la EM en presencia de NAD.

Cuando se repitieron los ensayos en presencia de NADP (Figura 7.8) los resultados
indicaron que de todos los aminoacidos solo el glutamato y la glutamina produjeron un
incremento en la actividad de la enzima (3 y 1,3 veces respectivamente, en una
concentracion de 2 mM de cada metabolito). En presencia de ADP y acetil-P (2 mM cada
uno), la actividad de la enzima se incrementd casi 6 y 5 veces respectivamente, mientras
qgue el ATP en una concentracidon de 2 mM produjo un efecto inhibitorio. Al igual que en la
reaccion dependiente de NAD, el succinato, fumarato, citrato, acetil-CoA, CoA, glucosa 6-
fosfato y acetato no produjeron un efecto significativo en la actividad de la EM en presencia

de NADP.
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Actividad de la EM-NADP relativa al control

Figura 7.8. Propiedades regulatorias de la EM-AYWB. La actividad de la EM-AYWB dependiente de NADP se midié a pH 8,2
en ausencia o presencia de los efectores indicados. La actividad medida en presencia de cada efector se expresa de forma
relativa a la actividad medida en su ausencia. Los efectos inhibitorios se indican con negro (relacion menor a 1) y los

efectos activadores se indican en gris (relaciéon mayor a 1).

7.2.1.4. Importancia del residuo Tirosina-36 en la catdlisis de la EM-AYWB.

Hasta la fecha, se han reportado tres estructuras moleculares de EMs. La EM-NAD(P)
mitocondrial humana [135], la EM-NADP citosédlica hepatica de paloma [136] y la EM-NAD
mitocondrial del nemdatodo Ascaris suum [137]. Estas tres han sido caracterizadas vy
muestran diferentes especificidades de sustrato, propiedades cinéticas y regulacién
alostérica. Sin embargo, sus estructuras tridimensionales son muy similares, incluso se vio
gue adoptan la misma organizacién tetramérica, la cual se puede describir como un dimero
de dimeros.

En nuestro grupo de trabajo se pudo cristalizar y resolver la estructura cristalografica

de la EM-AYWB en presencia de MgCl, y NAD (Figura 7.10) [59].
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Figura 7.10. Estructura cristalografica de la EM-AYWB obtenida por nuestro grupo de trabajo.

A partir de esta, se vio que los dos mondmeros que la forman estan unidos a través de
una gran interfase. La asociacién entre los mondmeros en esa superficie no solo forma un
dimero estable, sino que también contribuye al ensamblado del sitio activo.

Aunque existe una interaccion entre las superficies de los dimeros en las estructuras
tetraméricas de todas las EMs mencionadas, ninguna de ellas tiene una configuracién de
dimerizacidon como la que se ve en EM-AYWB. La EM-AYWB tiene aproximadamente 85%
mas de residuos involucrados en la interfase del dimero que la EM de humanos. Por lo
tanto, se propone que la estabilidad del dimero de la EM-AYWB es aproximadamente cuatro
veces mayor en términos energéticos comparada con la EM de humanos. Ademas, su
configuracion tridimensional es absolutamente nueva y no se ha reportado previamente
para ninguna otra EM.

En este sentido, vale mencionar que todos los residuos que se reportéd que estan
comprometidos en el sitio activo de la EM humana estan conservados en la EM-AYWB:
Tirosina-36, Lisina-91, Glutamato-133, Aspartato-134 y Aspartato-159 (Figura 7.11). Sin
embargo y sorprendentemente, solo en la enzima bacteriana, en cada uno de los sitios
activos del dimero, la Tirosina-36 (Tyr36) es aportada por el otro monémero (Figura 7.10 y

7.11).

Figura 7.11. Vista del sitio activo de la EM-AYWB donde se ven los residuos altamente conservados que lo forman. El sitio
activo representado pertenece a uno de los mondmeros (color verde), aunque se puede apreciar como el residuo de Tyr36

es aportado por el “brazo” del otro monémero (coloreado en amarillo).

La estructura cristalografica de la EM-AYWB muestra la EM mds pequeia que se ha

caracterizado hasta ahora. Un dominio de EM-AYWB, mayormente helicoide adopta una
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configuracion que se parece a un brazo que se apoya sobre el otro mondmero y contribuye
a la formacién de su sitio activo. Esta contribucion al centro de reaccion es a través del
residuo Tyr36 del brazo, cuya posicidn es critica.

Debido a esta conformacidon novedosa del sitio activo adoptado por la EM-AYWB, se
quiso evaluar la importancia del residuo Tyr36 para la actividad catalitica de esta enzima.
Para ello, se generd una EM con una mutacion puntual en dicha posicién, reemplazando el
residuo de Tirosina por uno de Alanina (Ala). Tal como se hizo para la EM salvaje, la EM
mutante (EM-Y36A) generada se expresd heterdlogamente, se purificd y luego se hicieron
ensayos de actividad.

A pesar de haber utilizado varias concentraciones diferentes de sustratos y cofactores
y en condiciones alternativas de pH, no se pudo detectar actividad catalitica de la EM-Y36A.

La falta de actividad catalitica puede deberse a un impedimento en la dimerizacién,
por lo que se hizo un ensayo de cromatografia de exclusién molecular y se vio que tanto la
EM salvaje como la EM-Y36A se comportan como dimeros estables en solucién, con una
masa molecular de 79 + 5 kDa y no muestran diferencias significativas en su espectro de

dicroismo circular (Figura 7.12).
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Figura 7.12. Espectro de dicroismo circular para las EM-AYWB salvaje y mutante Y36A.

7.2.1.5. Discusion.

En este trabajo se demostrd que la EM-AYWB exhibe interacciones Unicas y complejas
con sus sustratos, mostrando un comportamiento cinético diferencial dependiendo de la
concentracion relativa del malato con respecto al NAD(P) (Figura 7.3 a 7.6, Tabla 7.1y 7.2).

Ademas, se puede ver un comportamiento cinético diferente incluso cuando se compara al
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NAD con el NADP, sugiriendo que estos cofactores pueden desencadenar una respuesta
diferencial de la EM, probablemente debido a la unién a sitios alostéricos especificos.

Por otro lado, no se han encontrado sistemas de dos componentes que sirvan para
regular la utilizacién del malato en fitoplasmas, como si se han encontrado en firmicutes,
tales como Enterococcus faecalis [138]. Esto indica que los fitoplasmas utilizan otras
estrategias para regular la utilizacidn de este azucar.

En este sentido, la inhibicion de la EM-AYWB a elevadas concentraciones de malato,
seria una potencial estrategia para evitar una acumulacién excesiva de acetato, el cual
puede ser téxico para las células. Tal inhibicion puede estar mediada a través de sitios
alostéricos para el malato. Ademas, la actividad de la EM-AYWB también estd modulada por
varios metabolitos relevantes, incluyendo aminoacidos, acetil-fosfato, ATP y ADP, (Figuras
7.7 y 7.8). La regulacion de la EM por el estado energético, reflejado en la relacién ATP/ADP
puede deberse a que el papel principal de la EM-AYWB es proporcionar piruvato a la via del
malato para generar energia.

Los genes que codifican para la EM, asi como también para otras enzimas que
constituyen la via del malato (Figura 7.2), estan codificados en todos los genomas de
fitoplasma secuenciados hasta este momento [31]. Este hecho refuerza la hipdtesis que la
EM puede tener un papel importante en estos organismos y por lo tanto ha resistido la
eliminacién por evolucién reductiva.

Se vio que entre las diferentes EMs hay una gran variedad en su estructura y funcion
bioldgica. Por ejemplo, sus tamanos oscilan entre los 42 kDa y los 83 kDa por mondmero
[139] y diferentes estructuras cuaternarias que van desde homodimeros a homooctameros
(M. A. Tronconi, Wheeler, y Maurino 2010; Chang y Tong 2003; Detarsio et al. 2008) e
incluso heterodimeros [142].

En este contexto, se ve que la EM-AYWB, que tiene una estructura homodimérica
formada por dos subunidades de aproximadamente 44 kDa esta entre las EM mas pequefias
y simples de todas las descritas hasta ahora. Ademas, la singular estructura tridimensional
de la EM-AYWB tiene una caracteristica sorprendente: el residuo de Tirosina-36, que es
clave para la formacion del sitio activo de un mondmero, es aportado por un “brazo” que se
extiende desde el otro mondmero. Este residuo es fundamental para la actividad catalitica,
pero no para la formacién de la estructura del sitio activo, ni para el mantenimiento de la

estructura cuaternaria de la proteina.
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En general, la EM-AYWB puede adoptar diferentes cinéticas dependiendo del medio
ambiente en que se encuentra la bacteria. Dado que los fitoplasmas habitan diversos
ambientes, incluyendo el espacio intracelular del floema de las plantas hospedadoras y el
lumen intestinal, ambientes intracelulares, hemolinfa y saliva de los insectos hospedadores,
se requiere tal flexibilidad. Por ejemplo, el glutamato y la glutamina, dos aminoacidos
abundantes en el floema de muchas especies de plantas [130], [143], pueden activar la EM-
AYWB cuando los fitoplasmas crecen dentro de la planta hospedadora. Teniendo en cuenta
todo esto, la compleja cinética de la EM-AYWB en respuesta a varios sustratos, cofactores y
productos refleja la importancia de una fina regulacidon de la utilizacion del malato en
fitoplasma. Esto involucra una rapida deteccién alostérica de la concentracion de
metabolitos clave a cargo de esta primera enzima de la ruta metabdlica del malato,

probablemente indicando en qué ambiente particular se encuentra la bacteria.

7.2.2. Caracterizacion cinética y regulacion metabdlica de la PdulL de AYWB.

Como se menciond anteriormente, se ha reportado que la enzima Pdul codificada por
el marco abierto de lectura AYWB_646 en fitoplasma AYWB (Figura 7.13), tiene actividad
PTA en la via de degradacion del 1,2-propanodiol dependiente de B12 en Salmonella
enterica Serovar Typhimurium LT2 [132]. Andlisis cinéticos de esta enzima mostraron que la
Pdul puede catalizar la conversién de propionil-fosfato a propionil-CoA y en menor medida,

convertir acetil-fosfato a acetil-CoA [132].

- Fosfohidrolasa = KsgA =
Proteina de . Proteina de
Proteina utilizacién de Fosfohidrolasa . sferencia
hipotética propanodiol superfamilia HD 40 1 oilo
AYWB_645 AYWB_646 AYWB 647  AYWB 648
1 kb

Figura 7.13. Organizacidn genética del loci cromosémico de ‘Ca. P. asteris’ AYWB que contiene el gen que codifica para

Pdul y las regiones flanqueantes. La linea discontinua indica la region codificante clonada en el vector de expresion.

7.2.2.1. Caracterizacion cinética y regulacion metabdlica de la Pdul de AYWB.
Para determinar si la enzima PdulL participa en la via de utilizacién del malato, en
nuestro grupo de trabajo, evaluamos su capacidad de convertir el acetil-CoA a acetil-P

(Figura 7.2).
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Para esto, la enzima PduL de AYWB se clond y se expresod heterélogamente en E. coli
de modo de producir la proteina recombinante. Luego, se purificé y se determind que tiene
una masa molecular monomeérica de 22 kDa (Figura 7.14), lo cual se corresponde con la
masa molecular predicha en base a su secuencia. La masa molecular nativa de la PdulL se
determind por cromatografia de exclusién molecular. El valor obtenido (42,6 £ 0.5 kDa)

indica que la PduL de AYWB se ensambla en forma de dimero.

ET EC FT U UL MPM L E Ecc

~ 66,2kDa

45kDa
. 31kDa

PdulL

- o 215kDy C—
~e ' 14,4kDa
. , 6,5kDa

Figura 7.14. Gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes para la purificacion de la Pdul de fitoplasma AYWB. Se
pueden ver las fracciones correspondientes al extracto total (ET), extracto crudo (EC), Flow Through (FT), lavado con
solucién de unidn (U), lavado con una mezcla de las soluciones de unién y lavado (UL), marcador de peso molecular (MPM),

lavado con solucién de lavado (L), fraccién eluida (E) y la fraccion eluida concentrada (Ecc).

Posteriores ensayos cinéticos realizados con esta enzima purificada indicaron que la
Pdul de AYWB es capaz de catalizar la conversidn de acetil-P a acetil-CoA con una ket = 10,8
+ 2 s la cual estd en el mismo rango que la ket de la PdulL de S. enterica (5,4 s). Ademas,
la PduL de AYWB cataliza la conversion de acetil-CoA a acetil-fosfato con una ket de 6,26 *
0,64 s, aunque no se puede comparar con la ket de la Pdul de S. enterica, ya que esta
actividad no se midié para la PdulL de este organismo.

Luego, medimos la actividad de la PduL de AYWB utilizando niveles subsaturantes de
varios sustratos (4 mM de CoA y 2 mM de acetil-fosfato para la reaccion directa y 0,02 mM
de acetil-CoA para la reaccidn reversa) en presencia de diferentes metabolitos. Entre los
compuestos ensayados (glutamato, glutamina, ATP, ADP, piruvato y acetato) solo el ATP y la
glutamina mostraron modulacién de la actividad de la PdulL. El agregado de 4 mM de ATP
disminuyd la velocidad de la conversidn de acetil-CoA a acetil-fosfatode 6,1 +0,4a4,7+0,1
U/mg, mientras que no modificd la reaccidén opuesta. Contrariamente, la glutamina a una
concentracion de 2 mM disminuyd la velocidad de conversién de acetil-fosfato a acetil-CoA
de 11,9 + 0,6 a 9,0 + 0,1 U/mg, aunque este aminoacido tampoco modifica la reaccion
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opuesta. En presencia de piruvato a una concentracién de 2 mM, ambas reacciones se
activaron en igual proporcidén, sin una estimulacién neta en ninguna direccién en particular.
Por lo tanto, la enzima PdulL de AYWB exhibe una actividad PTA regulada por metabolito en

ambos sentidos de reaccion (directo e inverso).

7.2.2.2. Discusion.

Por lo descrito en esta secciéon podemos ver que la enzima Pdul tiene actividad PTA, lo
gue permite que pueda participar en la via de utilizacion de malato. De esta manera, se
refuerza la hipdtesis de que esta via seria operativa y que podria ser la Unica funcional que
le permite a fitoplasma AYWB poder utilizar el malato como fuente de carbono y producir
energia como consecuencia de su catabolismo.

Ademas, al igual que la EM, la PdulL estd regulada por el estado energético de la célula.
Cuando hay energia suficiente en forma de ATP, se inhibe la actividad de esta enzima,
evitando que transforme el acetil-CoA en acetil-fosfato y que se acumule acetato, el cual
puede ser toxico para la célula.

Ademads, ya que no se encontraron otros genes de la via del propanodiol en
fitoplasmas, tales como pduCDE, pduQ, pduP y pduW, es probable que Pdul funcione en la

via de utilizacion del malato antes que en la via de degradacién de propanodiol [130].

7.3. Conclusiones

Dos proteinas clave de ‘Candidatus Phytoplasma’ Aster Yellows Witches’-Broom
(AYWB), EM y Pdul, se caracterizaron funcionalmente en este trabajo. Ambas funcionarian
en la via metabdlica del malato que produce energia en forma de ATP y NAD(P)H como
poder reductor (Figura 7.2).

Respecto de la EM codificada por el marco abierto de lectura AYWB_051, los
resultados demostraron que tiene actividad para la descarboxilacién oxidativa del malato,
siendo capaz de convertir el malato a piruvato y CO», con la reduccidon concomitante de NAD
a NADH o NADP a NADPH (Figuras 7.3 a 7.6). Ademds, se vio que su actividad esta modulada
por el estado energético de la célula representado por la relacion ATP/ADP (Figuras 7.7 y
7.8). En relacién con la estructura cuaternaria de esta enzima, se demostré que el residuo
de Tyr36 no es critico para su dimerizacion, pero si es esencial para la catalisis (Figuras 7.10

a7.12).
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En cuanto a la Pdul, codificada por el marco abierto de lectura AYWB_646, los
resultados demostraron que efectivamente tiene actividad fosfotransacetilasa (PTA), siendo
capaz de convertir el acetil-CoA a acetil-P y participando en la via de utilizacién del malato
(Figura 7.2). Ademas, la regulacién de la actividad PTA de la Pdul por ATP y glutamina, tal
como ocurre con la EM, concuerda con un rol concertado de ambas enzimas en la
conversiéon de malato a acetato.

Con todo esto, se puede proponer el siguiente modelo de regulacidon de la via de

utilizacién del malato (Figura 7.15).
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Figura 7.15. Modelo de regulacidn de la via de utilizacidon del malato en ‘Candidatus Phytoplasma’ Aster Yellows Witches’-
Broom (AYWB). El estado energético de la célula, representado por la relacién ATP/ADP, regula la actividad de la EM y de la
PdulL de forma concertada. Ademads el glutamato, glutamina y acetil-P, también regulan a estas dos importantes enzimas

de la via. Las lineas azules discontinuas indican efectos regulatorios.

Todo esto indica que la EM y la Pdul son enzimas clave para la Unica via de generacion
de energia en AYWB reportada hasta el momento, por lo que la funcionalidad de estas y su
regulacién por metabolitos y en consecuencia, de la via de utilizacion del malato,
constituyen un factor de virulencia fundamental para la persistencia, crecimiento vy

diseminacion de fitoplasma.
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8. Conclusiones generales.

Acinetobacter baumannii y Candidatus phytoplasma asteris son dos patdgenos con
disferentes estilos de vida. Por un lado, A. baumannii es un patégeno nosocomial
oportunista. Como tal, en los ambientes hospitalarios esta sujeto a muchas situaciones de
estrés, tales como hambreado severo, fluctuaciones de temperatura y de luz (debido al
fotoperiodo) y exposicion a sustancias toxicas como antibidticos o agentes desinfectantes
entre otras. Para poder subsistir y diseminarse debe sobreponerse y desarrollar métodos
para superar estas adversidades. La luz y la temperatura son sefiales que le sirven para
detectar el ambiente en el que se encuentra y en funcidn de esto ejecutar diversas
estrategias ya sea para la infeccién, para el escape o para la permanencia de un modo
quiescente.

Por otro lado, los fitoplasmas son patégenos de plantas, endosimbiontes obligados
gue se propagan gracias al insecto vector, por lo que tienen que ser capaces de sobrevivir a
ambientes tan diversos como los diferentes tejidos del insecto y el floema de la planta
hospedadora. En este compartimiento abundan los azlcares y especialmente el malato.

La informacién disponible sugiere que debido a la gran disponibilidad de malato vy
otros azucares en el floema de las plantas, fitoplasma ha desarrollado una estrategia en la
gue ha prescindido de los genes que codifican por componentes de la gran mayoria de las
vias catabdlicas ahorrando de esta manera la energia para mantener un genoma de gran
tamafo.

A partir del trabajo realizado y los resultados obtenidos en la presente tesis se pueden
llegar a las siguientes conclusiones:

Existe una temperatura critica de transicién a partir de la cual se pierde la regulacion
por luz de la motilidad. Esta modulacion de la motilidad es reversible y dependiente de la luz
y la temperatura. Ademads, esta regulado a nivel de la expresion del fotorreceptor BIsA,
como a nivel fotoquimico, el cual constituye una respuesta mas rapida.

Los niveles diferenciales de transcripto y de proteina le permiten a la célula responder

y adaptarse a las condiciones de luz o de oscuridad.
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La fotoactividad de BIsA esta gobernada por cambios conformacionales de la proteina
dependientes de la temperatura. Estos reducen la eficiencia de la fotoactivacion y producen
una agregacion proteica a temperaturas elevadas.

La modulacién de la fotoactividad funciona como una primera linea de control y como
un rapido sistema para la deteccién de cambios repentinos de condiciones.

Asi, BlsA es un fotorreceptor que controla la respuesta a la luz a temperaturas bajas a
moderadas y su regulacidn se da a dos niveles: expresion y fotoactividad.

Las cepas clinicas A. nosocomialis RUH2624 y A. sp. A47 son capaces de modular la
motilidad en funcién de la luz en un amplio rango de temperaturas moderadamente altas
incluyendo temperaturas compatibles con hospedadores humanos. Esto, probablemente
sea consecuencia de una dotacion numerosa de fotorreceptores, a diferencia de A.
baumannii que sélo posee a BIsA, asi como de la variabilidad de secuencia y estructura de
estos, lo que podria hacer que posean un rango funcional diferencial que les permite regular
a temperaturas a las cuales las bacterias que sélo poseen BlsA no son capaces de hacerlo.

Las evidencias presentadas muestran que el c-di-GMP y el producto del gen bof
podrian ser intermediarios en la cadena de transduccién de la sefial luminica.

BlsA y BOF podrian interactuar en condiciones de luz.

BIsA y BOF pueden interactuar con diversas proteinas involucradas en el metabolismo
y la regulacidn de la expresidn génica.

La participacion del producto del gen bof en la formacién de biofilms parece depender
de BIsA, sin embargo la regulacién de la motilidad seria dependiente de alguna molécula
fotosensible distinta a BIsA e implicaria la participacién del producto del gen bof cuando se
encuentra a niveles elevados.

Posiblemente depende ademas de alguna otra molécula fotosensible distinta de BIsA.

La susceptibilidad a los antibidticos MIN y TIG estd modulada por luz en A. baumannii.

Existe una correlacién entre la reduccién en la susceptibilidad a TIG inducida por luz y
la induccion de la expresion de genes de bombas de eflujo, por lo que las bombas de eflujo
AdeABC y AdellK podrian contribuir a la expulsién de TIG del interior celular y por
consiguiente de la reduccién en la susceptibilidad.

La modulacién por luz de la susceptibilidad a MIN y TIG no depende de BIsA, pero

estaria involucrando la participacion del *0,.
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Las diferencias observadas en la susceptibilidad a MIN y TIG en funcién de la luz
sefialan la profunda influencia que este estimulo puede tener en la susceptibilidad a los
antibidticos, asi como también el hecho de que se subestima la importancia de la luz como
un estimulo ambiental clave.

Dos proteinas claves de ‘Candidatus Phytoplasma’ Aster Yellows Witches’-Broom
(AYWB), EM y PduL estarian funcionando en la via del malato que produce energia en forma
de ATP y NAD(P)H como poder reductor.

La actividad de la EM y la PduL estan reguladas concertadamente por el estado
energético de la célula representado por la relacion ATP/ADP.

El residuo de Tyr36 no es critico para la dimerizacién de la EM, pero si es esencial para
la actividad catalitica.

Para poder controlar a estos dos patégenos y las enfermedades producidas por ellos,
es necesario conocerlos, saber cdmo perciben su entorno y como responden a él. De este
modo se pueden disefar estrategias para combatirlos, controlarlos y quizas erradicarlos.

El objetivo ultimo es mejorar la calidad de vida del ser humano ya sea evitando las
enfermedades infecciosas por patdgenos como A. baumannii o la pérdida de cultivos de alto

interés alimentario por las infecciones causadas por patdégenos como fitoplasma.
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