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Resumen

En el presente trabajo de tesina, se llevd a cabo la caracterizacion del
regulador transcripcional putativo NIpR, codificado por el gen MSMEG_0432 de
Mycobacterium smegmatis. Con este objetivo, se construyé una cepa mutante (M.
smegmatis AnlpR) que posee una delecion de 1023 pares de bases en
MSMEG_0432 mediante intercambio alélico por recombinaciéon homologa.

El analisis del fenotipo de crecimiento de la cepa M. smegmatis AnlpR, en
comparacién con la cepa salvaje, demostré que la misma es incapaz de crecer
utilizando nitrato de potasio o nitrito de sodio como fuentes exclusivas de nitrogeno;
mientras que, al utilizar cloruro de amonio el crecimiento de la cepa mutante y

salvaje fueron similares.

A su vez, la complementacion de la mutacion con un alelo salvaje de
MSMEG_0432 a través de un vector integrativo y bajo un promotor inducible por el
agregado de anhidrotetraciclina (ATc) permitio restaurar el crecimiento con nitrato
de potasio y nitrito de sodio como Unica fuente de nitrégeno a niveles comparables

con la cepa salvaje.

Estudios previos, realizados en los genes ortélogos a MSMEG_0432 en
Rhodococcus jostii RHAL, sugirieron que dicho gen actuaria como un regulador
transcripcional pleiotropico, mediando la interaccion del metabolismo de nitrégeno
y carbono en respuesta a la carencia de fuentes de nitrégeno en el medio externo.
Sin embargo, en el presente estudio no pudo comprobarse la influencia de
MSMEG_0432 en genes relacionados al metabolismo del carbono. Las
cromatografias en capa delgada (TLC) no mostraron variaciones tanto en la
acumulacién como en la sintesis de novo de TAG en las cepas mutante y salvaje.
Asimismo, la sobreexpresion de dicho gen en una cepa salvaje no mostré un cambio

significativo en la sintesis de lipidos neutros.
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Introduccidon

1 Tuberculosis

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa causada por especies
del género Mycobacterium, pertenecientes a un grupo genéticamente relacionado
denominado complejo Mycobacterium tuberculosis. El agente etiolégico mas
representativo de esta enfermedad es Mycobacterium tuberculosis, identificada por
primera vez como una especie patdgena por Robert Koch en 1882, de alli su

denominacion como bacilo de Kochl.

La TB es predominantemente una enfermedad pulmonar (TB pulmonar)
representando el 70 % de los casos; sin embargo M. tuberculosis puede
diseminarse a otros organos, incluyendo los nédulos linfaticos, huesos y meninges,
provocando una enfermedad extrapulmonar (TB miliar o extrapulmonar) en 10-42 %
de los pacientes dependiendo de la edad, estado inmune y grupo étnico 2. El
contagio ocurre por via aérea cuando un individuo enfermo de TB pulmonar expele
bacterias a través de la tos, el estornudo o la salivaciéon. Si bien basta con que una
persona inhale unos pocos bacilos para quedar infectada, en general, una baja

proporcion de los individuos infectados desarrollan la forma activa de la enfermedad.

La mayoria de los individuos son asintomaticos y se piensa que mantienen la
infeccion en una forma latente. Los informes estadisticos estiman que entre el
5-10 % de éstos desarrollara la forma activa de la TB durante el transcurso de su
vida. Este riesgo de reactivacion es mucho mayor para las personas cuyo sistema
inmunitario esta deprimido, como ocurre en casos de personas infectadas con el
virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), desnutricion, diabetes mellitus o abuso

de drogas.

Durante la segunda mitad del siglo XX se pens6 que la TB estaba controlada;
sin embargo, la aparicion en 1981 del sindrome de inmunodeficiencia adquirida
(SIDA) causado por el VIH, la intensificacion de las migraciones masivas y las
condiciones de pobreza extrema en muchos paises subdesarrollados

(principalmente en Asia y Africa) fueron generando un terreno propicio para el
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resurgimiento de enfermedades que se creian en retroceso, como la TB. Como
consecuencia del incremento en el nimero de casos de personas infectadas, en
1993 la Organizacion Mundial de la Salud declar6 a esta enfermedad como una
emergencia de la salud publica a nivel mundial. El control de la epidemia de TB se
vio dificultada por la falta de una vacuna efectiva, de diagnosticos rapidos y eficaces
y fundamentalmente por la emergencia de cepas de M. tuberculosis resistentes a
multiples drogas.

La TB farmaco-resistente aparece principalmente como consecuencia del
incumplimiento efectivo del tratamiento. La TB multirresistente (MDR-TB) es una
forma de TB resistente a por lo menos dos de las drogas mas importantes utilizadas
para el tratamiento de esta enfermedad, isoniacida (INH) y rifampicina (RIF). En el
afo 2006 se reportaron casos de pacientes infectados con cepas de TB
extensamente resistente (XDR-TB), que presentaban resistencias adicionales a las
drogas de segunda linea mas efectivas. En afios mas recientes se han detectado,

en distintos paises, casos de TB con patrones de resistencia ain mas amplios®.

La habilidad de M. tuberculosis de persistir bajo la forma de una infeccién
asintomatica por largos periodos de tiempo es un tema central en la biologia de la
enfermedad. Como consecuencia de ello, aun curando clinicamente al paciente, no
se logra erradicar completamente al bacilo. En esta etapa, la mayoria de las
bacterias estan en un estado de dormancia, no replicativo y con baja actividad
metabdlica, y sélo una pequefia poblacién se encuentra en division activa®. Entre
las causas de su persistencia se encuentra la propia naturaleza del proceso
infectivo, que genera la ocupacion de numerosos tejidos en el huésped con un gran
namero de bacilos. La resistencia fenotipica del estado dormante representa uno de
los mayores problemas para las quimioterapias y la capacidad limitada del sistema
inmune de eliminar los bacilos presentes en las lesiones luego del tratamiento. Se
considera que, en este estado latente, el uso de INH reduce el riesgo de
reactivacion, ya que actla sobre las bacterias en divisién activa; mientras que la RIF

colabora en la eliminacion de la subpoblacion en estado de dormancia.
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La resistencia intrinseca de M. tuberculosis a muchos quimioterapéuticos
esta relacionada con la barrera de impermeabilidad que le proporciona su compleja
pared celular®. En la actualidad se estan realizando numerosos esfuerzos para
desarrollar drogas que bloqueen la transicion entre los distintos estados activos y
dormantes, o que sean particularmente efectivos en la eliminacién de esta poblacién
de bacilos, de manera tal de que sirvan como antibiéticos o adyuvantes que

aumenten la eficacia del tratamiento.

La TB podria ser controlada mediante una mejor prevencion de la infeccion,
la interrupcion de su progreso a enfermedad activa y la deteccion y aplicacion del
tratamiento en forma mas rapida. Para acelerar el proceso se requiere de una mayor
intervencion junto al desarrollo y la implementacion de nuevas drogas, vacunas y

herramientas de diagnostico.
2 El género Mycobacterium

El género Mycobacterium consta de mas de 120 especies reconocidas hasta
el momento, incluyendo organismos patdégenos de humanos y animales®. Las
micobacterias son actinomycetes aerobios, acido-alcohol resistentes como
consecuencia de su compleja pared celular rica en lipidos complejos, que forman

bacilos rectos o ligeramente curvos.

La separacion del género Mycobacterium en dos grupos principales en
funcién de la velocidad de crecimiento de sus especies, constituye una base de la
taxonomia micobacteriana. A pesar de no respetar exactamente esta division, la
mayoria de las especies de crecimiento lento (tiempo de duplicacion ~ 24 h) estan
asociadas o son las causantes de enfermedades en humanos o animales. En
cambio, la mayoria de las especies de crecimiento rapido (tiempo de duplicacién ~

3 h) no son patogenas.
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3 Mycobacterium smegmatis como modelo de estudio

El estudio genético de M. tuberculosis se vio retrasado durante muchos afios
debido a ciertas caracteristicas que dificultan el trabajo con esta bacteria, entre ellas
su crecimiento lento (tiempo de duplicacion de aproximadamente 16 horas), el
requerimiento de altos niveles de bioseguridad para su manipulacion, su tendencia
a formar grumos durante el crecimiento en medio liquido y la falta de sistemas

eficientes para la transferencia de genes.

Si bien estudios en Escherichia coli y Streptomyces lividans sirvieron para
definir la funcion de algunas proteinas, el uso de hospedadores homélogos como
modelo de estudio lleva a un entendimiento mas acertado de la biologia de este

patégeno’.

A diferencia de M. tuberculosis, M. smegmatis es una especie de crecimiento
rapido (con un tiempo de duplicacién de aproximadamente 3 horas), facilmente
cultivable in vitro, donde forma colonias visibles en un periodo de tres a cinco dias.
Se la considera una micobacteria no patdgena, y dado que se ha encontrado en
suelo y agua se lo considera un microorganismo ambiental. La cepa salvaje
presenta una baja eficiencia de transformacion con plasmidos, dificultad que fue
superada con el aislamiento de una cepa mutante con alta eficiencia de
transformacion, denominada M. smegmatis mc?1558, la cual presenta diferencias en
la composiciéon de su pared celular®. Por las caracteristicas anteriormente
detalladas, y la disponibilidad de su secuencia gendémica, la cepa M. smegmatis
mc?155 se ha convertido en un microorganismo modelo para el estudio de la funcion

de los genes micobacterianos.
4 Envoltura celular de las micobacterias

Las micobacterias son relativamente resistentes al desecamiento y al
tratamiento con &lcali y numerosos desinfectantes quimicos, dificultando en
consecuencia la prevencién de la transmision de M. tuberculosis en espacios
comunes. Esta resistencia intrinseca general, y en particular a la mayoria de los

antibidticos y agentes quimioterapéuticos, se debe a la presencia de una inusual
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envoltura celular, rica en polisacaridos y lipidos complejos®. La elevada
impermeabilidad se debe por unlado a laineficiencia de las porinas micobacterianas
para permitir la permeabilidad de solutos hidrofilicos y su existencia en baja
concentracion'®, y por otro lado al grosor anormal de la envoltura celular y su baja

fluidez, lo cual repercute directamente en la permeabilidad.

La contribucion de envoltura celular en el proceso infectivo y en la
persistencia de M. tuberculosis se refleja en la capacidad de algunos complejos
lipidicos asociados a la pared de actuar en la modulacion de la respuesta inmune
del huésped'''?. A su vez, numerosas drogas utilizadas actualmente en el
tratamiento contra la TB estan dirigidas a la biosintesis de componentes esenciales
de la pared celular de las micobacterias, como INH y etambutol (EMB), los cuales
afectan la biosintesis de acidos micolicos y de otros componentes de la pared

celular3-17,

El contenido lipidico de la envoltura celular de las micobacterias representa
hasta un 40 % de su peso seco*®, siendo responsable de su crecimiento agrumado
en medio liquido y de sus propiedades de tincion acido alcohol resistente. En la
figura 1 se puede observar un diagrama de la envoltura celular micobacteriana,
compuesta por una membrana plasmatica, similar a la presente en otras bacterias,
rodeada por una compleja pared rica en carbohidratos y lipidos, la cual a su vez se
encuentra rodeada por una estructura denominada capsula, rica en polisacaridos y

proteinas®®,
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Figura 1. Representacion esquemaética de la envoltura celular de M. tuberculosis. Se muestran
los acidos micdlicos unidos covalentemente a la capa de arabinogalactano (AG), a su vez unida al
peptidoglicano (PG) por una union fosfodiester. Otros lipidos complejos libres presentes en la pared
celular son acil-glicolipidos, trehalosa monomicolato (TMM), trehalosa dimicolato (TDM), tiocerol de
dimicocerosato (PDIM), diacil trehalosa (DAT), pentacil trehalosas (PAT) y sulfolipidos (SL).

5 Patogénesis de latuberculosis

La infeccion por M. tuberculosis en una persona sana comienza cuando
inhala bacilos contenidos dentro de los aerosoles expelidos por un paciente con una
infeccion activa. Entonces, la bacteria llega rapidamente al espacio alveolar dentro

de los pulmones donde es captada principalmente por los macréfagos alveolares®®.

M. tuberculosis es reconocida e internalizada eficientemente dentro de los
macrofagos, pero, a diferencia de la mayoria de los patégenos que son destruidos
luego de ser fagocitados debido a la fusion del fagosoma con los lisosomas, las
micobacterias son capaces de bloquear en gran medida este proceso. Por otro lado,
cuando se encuentra dentro de un fagolisosoma, a la resistencia intrinseca

conferida por la gruesa y compleja envoltura celular se suma la activacion de genes
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qgue permiten enfrentar el estrés acidico y la presencia de especies reactivas del

nitrégeno dentro de los mismos?°.

De este modo, la habilidad de arrestar la fusion del fagosoma con vesiculas
liticas y sobrevivir dentro de las mismas constituye una herramienta de
supervivencia fundamental, estableciendo un nicho replicativo dentro del fagocito

gue les permite proliferar.

La respuesta inmune innata en los pulmones del hospedador es esencial para
la evolucion de la enfermedad, ya que la presencia del foco infeccioso desata la
agregacion de células inmunes. Se forma, de este modo, una estructura organizada
llamada granuloma que nuclea macrofagos conteniendo a M. tuberculosis en el
centro, rodeados por otras células blancas y revestidos por una capa de tejido
conectivo. Este tipo de respuesta, aunque permite contener la infeccién del bacilo,
no es suficiente para eliminarlo del organismo. Un sello distintivo de M. tuberculosis
es la capacidad de permanecer enquistada dentro del centro caseoso del granuloma

en una fase de dormancia que puede persistir incluso hasta por décadas?..

Si bien poco se sabe de las caracteristicas quimicas existentes en el
microambiente generado dentro de estas estructuras, desde mediados del siglo
pasado se ha ido postulando que la baja concentracion de oxigeno en su interior es
una de sus caracteristicas fundamentales??. En este contexto se han desarrollado
modelos in vitro para el estudio de M. tuberculosis en estado no replicativo inducido
por hipoxia, en los cuales se observé que el crecimiento del organismo se ve
reducido por la deplecién de oxigeno?®. Para mas detalle, la estructura y desarrollo

del granuloma se detalla en la figura 224,

La ocurrencia de ciertas condiciones médicas como infeccion por HIV,
diabetes, cancer, desnutricibn o envejecimiento, ademas de otros factores
genéticos y ambientales pueden reactivar la proliferacion bacteriana. Un balance de
respuestas proinflamatorias y antiinflamatorias es esencial para el control del
crecimiento y resolucién del granuloma en el tiempo. Una acumulacion de tejido
necrotico en su centro puede llevar al colapso y la diseminacion de los bacilos a

otras partes del tejido pulmonar, favoreciendo la aparicion de nuevos granulomas o
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la reactivacion de la enfermedad. Ademas, su ruptura hacia el espacio alveolar

puede llevar a la transmision de M. tuberculosis hacia individuos sanos.

Los macréfagos infectados dentro del granuloma suelen desarrollarse en
células gigantes multinucleadas (CGM) por fusion a otros macrofagos o adquirir un
fenotipo conocido como macrofago espumoso (ME) caracterizado por la abundancia
de cuerpos lipidicos ricos en triacilglicerol (TAG). El bacilo puede sobrevivir dentro
de los ME, donde utiliza las reservas lipidicas como fuente de carbono,
almacenando el exceso dentro de inclusiones lipidicas intracitoplasmaticas (ILI)%°.
Luego de ser internalizado, M. tuberculosis puede acceder a estos nutrientes
mediante la fusion de los fagosomas con los cuerpos lipidicos del hospedador?®.
Asimismo, la relacion entre el estado de dormancia y reactivacion de la infeccion se
ha relacionado con el estado de las ILI dentro de la célula. Mientras que tanto la
entrada en latencia como el aumento de ILI son estimuladas por el ambiente de
hipoxia existente dentro del granuloma?3?7, se observé que un nuevo aumento en
los niveles de oxigeno promueve la movilizacion y deplecion de TAG dentro de las
ILI, lo que se traduce en una nueva replicacion activa de las bacterias?®2°. Sin
embargo, los mecanismos moleculares que regulan la relacién existente entre los
cuerpos lipidicos del hospedador y M. tuberculosis recién estan comenzando a

dilucidarse.
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Figura 2. Formacién y desarrollo del granuloma en humanos. Luego de la inhalacion de
aerosoles contaminados M. tuberculosis llega a las vias respiratorias bajas, donde es reconocida y
fagocitada por los macréfagos alveolares. Este reconocimiento desata la produccion de citoguinas
(a) que favorecen el reclutamiento de mas macrofagos, células dendriticas y linfocitos al sitio de la
infeccién (b) Se forma asi el granuloma, una estructura enquistada con macréfagos infectados, que
pueden diferenciarse en macrofagos espumosos (ME) o células gigantes multinucleadas (CGM);
rodeado de linfocitos y otras células blancas. (c) Al reactivarse el crecimiento de M. tuberculosis,
provoca la muerte de los macréfagos (d) y junto al material necrético en aumento puede producir el
colapso del granuloma y la diseminacién de los bacilos a otros tejidos o a las vias respiratorias (e).
(Extraido de Silva Miranda, M., Breiman, A., Allain, S., Deknuydt, F. & Altare, F. (2012) The
tuberculous granuloma: an unsuccessful host defence mechanism providing a safety shelter for the
bacteria? Clin. Dev. Immunol. 2012, 139127.)
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En la progresion de la enfermedad en el ser humano, la formacién del
granuloma transcurre brevemente luego de la infeccion inicial, sin embargo, la forma
activa de la infeccién pulmonar raramente se da por la reactivacion de los bacilos
dentro del mismo en etapas tempranas. La mayoria de los casos evoluciona a partir
de bacterias durmientes de granulomas latentes durante afios®® en los cuales existe
aproximadamente 10 % de probabilidad de que el paciente desarrolle la forma activa

de la infeccion durante algiin momento de su vida.
6 Metabolismo del nitrégeno y su rol en la virulencia

Al igual que en otras bacterias, M. tuberculosis asimila nitrdgeno en forma de
amonio incorporandolo como glutamato y glutamina, que funcionan como
principales dadores de nitrégeno para la sintesis de otras moléculas®!. Sin embargo,
puede hacer uso de una gran variedad de fuentes de nitr6geno, ya sean organicas
(como aminoacidos) como inorganicas®>32. Algunas de estas moléculas cumplen un
rol diferente, al tener la capacidad de reemplazar al oxigeno como aceptores finales
de electrones de la cadena respiratoria34. Dentro de éstas Ultimas, se han estudiado
mas extensivamente el uso de nitrato y nitrito; principalmente en contexto de

resistencia al estrés por hipoxia.

NarK2 es el mayor transportador de nitrato, que luego de su ingreso a la
célula, es reducido a nitrito por el complejo enzimatico nitrato reductasa NarGHJI y
posteriormente a amonio por el complejo nitrito reductasa NirBD3*. A su vez, tanto
NarK2 como la reductasa NarGHJI tienen su expresion aumentada en medios
hipéxicos3>%6, |o que sugeriria un rol esencial en la utilizacién de nitrato como
aceptor final de la cadena respiratoria en carencia de oxigeno. Esta hipétesis esta
apoyada por el hecho de que la presencia de nitrato aumenta la supervivencia de
M. tuberculosis al descender abruptamente los niveles de oxigeno in vitro®’.
Sorprendentemente se ha postulado a Nark2 como el punto de regulacién de este
metabolismo, ya que podria responder al estado redox conferido por la ausencia de
oxigeno®, y permitir el ingreso de nitrato a la célula. La ruta de reduccién del nitrato

se detalla en la figura 3.
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Figura 3. Respiracion de nitrato en Mycobacterium. En la imagen se muestra la disposicion de la
cadena de transportes de electrones en la membrana plasmatica. La enzima nitrato reductasa
NarGHJI esta compuesta de tres subunidades: una subunidad a catalica (NarG), una subunidad
(NarH) y una subunidad quinol oxidasa y (Narl). Las subunidades a y 8 estan ancladas en el lado
citoplasmatico de la membrana por la subunidad y. La enzima utiliza el pool de quinona(Q) como
dador de electrones generando una fuerza proton motriz. Narl oxida el quinol y libera dos protones
al periplasma. Los electrones son pasados de Narl a NarG a través del centro Fe-S de NarH para
reducir el nitrato, con el consumo de dos protones citoplasmaticos. (adaptado de Khan, A. & Sarkar,
D. (2012) Nitrate reduction pathways in mycobacteria and their implications during latency.
Microbiology 158, 301-307)

Una de las defensas primarias utilizadas por las células inmunes (como los
macrofagos) para el combate de patégenos es la produccién de éxido nitrico por la
enzima oxido nitrico sintasa inducible (iNOS), la cual es inducida por el estimulo
inflamatorio, como el interferon-y (IFN-y), y convierte I-arginina en citrulina y éxido
nitrico. Este radical libre y sus intermediarios son altamente téxicos para un gran
rango de macromoléculas de los patégenos, incluyendo el ADN y las proteinas® y
juega un rol importante en la respuesta contra M. tuberculosis. De hecho, una
caracteristica destacable del bacilo es su capacidad de oxidar las especies reactivas
del nitrégeno para su subsecuente utilizacibn como nitrato dentro del fagosoma;
posiblemente debido a la presencia de hemoglobinas truncadas que cumplen

funciones de detoxificacion y regulacién del estado redox en la célula®.
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En macréfagos humanos la expresion de iINOS y el consiguiente aumento de
la produccién de 6xido nitrico que ocurre luego del tratamiento con IFN-y, L-arginina
y cofactores para la sintesis de estos radicales libres, se correlacionan con un
incremento en la tasa replicativa de M. tuberculosis que depende de la subunidad
reductora NarG*. A su vez, la producciéon de nitrito intracelular por parte de la
enzima NarGHJI tiene un efecto inductor de muchos genes relacionados con el
ahorro metabdlico (bajo consumo de ATP) y resistencia a varios tipos de estrés*?.
Esto sugiere que la bacteria no sélo puede utilizar el nitrato generado a partir del
oxido nitrico, sino que también le seria beneficioso para tolerar el estrés producido
por los medios acidicos e hipoxicos dentro de los fagosomas de macrofagos. Esto
conlleva a un enorme aumento de la capacidad de supervivencia del
microorganismo dentro del hospedador. Por lo expuesto, el estudio del metabolismo
de nitrato y nitrito en el género Mycobacterium es de suma importancia no solo por
el conocimiento basico de este metabolismo, sino también por su rol en la virulencia.
Estudios mas profundos relacionado con los aspectos regulatorios de este
metabolismo podrian ser importantes para desarrollar estrategias que permitan

atacar al patdégeno en su entrada al estado de latencia.

7 Regulacion de los metabolismos de nitrégeno y carbono en

actinomycetales.

Estudios previos han identificado y caracterizado en Rhodococcus jostii un
regulador transcripcional denominado como NIpR (nitrogen lipid regulator), el cual
se encuentra conservado en bacterias del orden actinomycetales*3, grupo que
engloba tanto a R. josti como a las bacterias del género Mycobacterium. El
alineamiento de secuencias utilizando el algoritmo ClustalW, muestra la homologia
de los ortélogos de NIpR en diversos miembros del orden actinomycetales con un
alto porcentaje de cobertura de secuencia (>95 %) y de identidad (1>50 %). En la
figura 4 se muestran los alineamientos de secuencias de NIpR de organismos

pertenecientes al orden actinomycetales a través del algoritmo ClustalX.

Estudios in silico predicen que la proteina sintetizada a partir de este gen

posee dos dominios conservados: La regién N-terminal es predicha como un
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dominio enzimético similar a las uroponfirogeno-IIl sintasas (HemD), que cataliza la
formacion de uroponfirégeno Il a partir de hidroximetilbilano como parte de la
sintesis de compuestos derivados de pirroles; mientras que el extremo C-terminal
es similar a los motivos de union al ADN de los reguladores de respuestas similares
a OmpR.

En R. jostii se ha reportado que la deprivacion de nitrégeno produce un
incremento de hasta un 60 % (peso celular seco) de triacilglicerol (TAG), empleando
una gran variedad de fuentes de carbono**4°. En este organismo el regulador NIpR
(codificado por el gen RHA1 RS31140) aumenta significativamente su expresion en
medios pobres en nitrdgeno y activa la sintesis de genes relacionados a la

biogénesis de TAG y asimilacion de nitrégeno.

Una mutacion en el gen nlpR provoca una disminucion de la capacidad de
sintesis de TAG aun en medios pobres en nitrogeno. Por otro lado, los niveles de
NIpR en medios ricos en nitrdgeno, que promueven crecimiento de la célula, pero

no la acumulaciéon de TAG, son despreciables.

Finalmente, se ha comprobado en el mismo estudio, la capacidad de NIpR de
unirse a las regiones promotoras de ciertos genes involucrados en la sintesis de
acidos grasos y otros pertenecientes a la via Kennedy para la sintesis de TAG.
Dentro de la sintesis de acidos grasos, los genes en cuestion corresponden a las
sintasas de acidos grasos FASI (fasl) y FASII (mabR y pccB), mientras que en la
via Kennedy de sintesis de TAG los genes regulados por NIpR corresponden a las
enzimas 1l-acil-glicerol-3-fosfato O-aciltransferasa plsC (AGPAT), acido fosfatidico
fosfatasa (pap2) y 1,2-diacilglicerol aciltransferasa atf3 (DGAT)*. Por lo expuesto,
NIpR ha sido postulado como un regulador transcripcional pleiotrépico que conecta

los metabolismos del nitrdgeno y carbono en R. jostii.

A su vez, un ortologo de este regulador transcripcional fue caracterizado en
Streptomyces coelicolor, otro miembro del orden actinomycetales, y nombrado
como NnaR (nitrate/nitrite assimilation regulator). Sin embargo, la funcion
reguladora que desempefa en esta especie (codificado por el gen SC0O2958) es

diferente a la caracterizada en Rhodococcus. Estudios fisiol6gicos realizados en la
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mutante en este gen sugieren principalmente un rol en la reduccion del nitrito*® al
poder unirse a la region promotora del gen de la enzima nitrito reductasa nirB.En S.
coelicolor NnaR se encuentra dentro del regulén de GInR?*, un regulador de
respuesta central de los genes involucrados en el metabolismo del nitrégeno’48,
particularmente en su asimilacibn a partir de diversas fuentes organicas e

inorganicas.

El ortélogo de este regulador en M. smegmatis, codificado por el gen
MSMEG_0432, aun no ha sido caracterizado; sin embargo, se conoce que también
forma parte del regulon de GInR, que actla en respuesta a los niveles de nitrégeno

en el ambiente?®.

En la figura 5 se muestra el contexto gendmico del gen codificante para NIpR

en distinas bacterias del orden actinomycetales.
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Figura 4. Alineamiento multiple de secuencias de ortélogos de NIpR en organismos del orden
actinomycetales. En la figura se muestran las secuencias de los ortélogos de NIpR, el cuadro rojo

indica la regién predicha como motivo de union al ADN (Analizado a través del programa ClustalX)
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Figura 5. Organizacién genética de los genes del metabolismo de nitrogeno. Se muestran en

la figura, la disposicion del gen codificante de nIpR y otros genes de metabolismo del nitrégeno. NirB
y NirD codifican para las subunidades mayor y menor de la enzima nitrito reductasa respectivamente.
NarK/Nark3 codifican genes para la asimilacién de nitrato/nitrito.
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Objetivos

El estudio y caracterizacion del regulador transcripcional NIpR en diversos
miembros de orden actinomycetales mostré su relacion directa con el metabolismo
del nitrégeno al activar la transcripcion de las enzimas implicadas en la asimilacion
y reduccion de nitrégeno inorganico. Sin embargo, en Rhodococcus, la regulacion
por NIpR se extiende ademas al metabolismo de carbono, al activar la transcripcién
de genes tanto de la sintesis de &cidos grasos como de la sintesis de TAG. Por lo
tanto, en este Ultimo caso, y debido a que los niveles de este regulador se ven
incrementados en medios carentes de nitrégeno, se lo postul6 como un regulador

transcripcional pleiotrépico que mediaria los metabolismos de ambos nutrientes.
Teniendo en cuenta:

- La relevancia de la acumulacion de lipidos neutros tales como TAG, en
Mycobacterium tuberculosis y su relacidon con la entrada en latencia en el

hospedador.

-La capacidad de la bacteria para oxidar a nitrato especies reactivas del

nitrégeno producido por macrofagos.

-La utilizacion de nitrato/nitrito como aceptores alternativos para la respiracion

en el ambiente hipoxico del granuloma.

Y considerando que las estrategias mencionadas son de vital importancia
para la virulencia, persistencia y reactivacion de la enfermedad en el ser humano,
el presente proyecto de tesina plantea como objetivo principal la caracterizacion del
ortologo del gen codificante para el regulador transcripcional NIpR (MSMEG_0432)

en el organismo modelo M. smegmatis.
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Con tal fin se plantearon los siguientes objetivos especificos:

. Construir una mutante en el gen MSMEG_ 0432

. Estudiar el crecimiento de dicha mutante en medios con distintas

fuentes y concentraciones de nitrogeno.

. Analizar la produccion de TAG en dicha mutante.
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Materiales y Métodos

1 Cepas bacterianas y plasmidos

Todos los clonados realizados para la construccién de los vectores del

presente proyecto fueron llevados a cabo en la cepa de Escherichia coli DH5-a.

La construccién de mutantes, los estudios de perfiles de crecimiento y TLC
fueron realizados en M. smegmatis mc?155, una cepa mutante de M. smegmatis

mc?6%°. En este trabajo de tesina, M. smegmatis mc?155 es referida como cepa

salvaje de M. smegmatis.

Tabla 1. Cepas bacterianas utilizadas en el presente trabajo de tesina.

Cepa Descripcion Referencia
E. coli K12 F alacU169 (¢80lacZAM15)
E. coli DH5a. endAl recAl hsdR17 deoR supE44 thi-14° 51
gyrA96 relAl
. Cepa de M. smegmatis de alta eficiencia
M. smegmatis s
de transformacion, mutante ept de 50
2
me155 M. smegmatis mc?6
M. smegmatis Cepa de M. smegmatis mc?155 con una Esta tesina
AnipR delecion en fase en el gen MSMEG_0432
M. smegmatis M. smegmatis mc?155 con pJC0432 Esta tesina
:pJC0432 integrado al genoma.
M. smegmatis M. smegmatis mc2155 con pSM128 vacio .
. Esta tesina
::pSM128 integrado al genoma.
M. smegmatis M. smegmatis AnlpR con pJC0432
AnlpR::pJC0432 integrado al gengrr)ri};ao)r/n(zeill plasmido MT13 | Esta tesina
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Tabla 2. Plasmidos utilizados en el presente trabajo de tesina.

Plasmido

pJET1.2
(Thermo
Fisher)

Genotipo relevante y/o informacién

Vector de clonado de extremos romos para productos
de PCR.

Seleccion positiva de transformantes con inserto por
interrupcion de gen letal en SMC, Ap™?

Referenc
ia

Thermo
Fisher

pPR27

Vector con origen de replicaciéon para E. coli (oriE) y
Mycobacterium (oriM temp?), sacB, xylE, Gm’

53

pSM128

Vector integrativo de Mycobacterium para
complementacion, por clonado en el sitio unico Scal,
que contiene el gen de la integrasa del
micobacteriéfago L5 (int), Sm'/Sp’

54

pCK11

Vector derivado de pJET integrando en su SMC el
promotor micobacteriano Psmyc que contiene la region
operadora tetO para union del represor TetR, Ap'

pMT13

Psmyc-tetR digerido con Sacll and EcoRI a partir de
FRA42B y clonado en pMP349, Am'

pET28-a

Vector fagémido (Km' lacZ’) para expresion de
proteinas recombinantes bajo el promotor T7 que
permite la fusion a 6 residuos de histidina N-terminales

Novagen

pJD0432

Vector derivado de pPR27 que contiene dentro de los
sittos Xhol y Spel el alelo delecionado de
MSMEG_0432 (135 pb) con ~800 pb adyacentes a
ambos lados del mismo. oriM temps, sacB, xylE, Gm™3

Esta
tesina

pJC0432

Vector derivado de pSM128 que contiene dentro del
sitio de clonado Unico Scal, una copia de MSMEG_ 0432
salvaje bajo el promotor regulable por el sistema Tet-
ON. Snv

Esta
tesina

Ap', resistencia a ampicilina; Am', resistencia a apramicina; Gm', resistencia a

gentamicina;

SmR, resistencia a estreptomicina; Sp',

espectinomicina.

resistencia a
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2 Medios de cultivo y condiciones de crecimiento bacteriano.
2.1 Medios de cultivo para E. coli

El crecimiento de E. coli durante los clonados se realiz6 en medio
liquido Luria Bertani (LB) o bien en medio sélido Luria Bertani — agar 2 % m/v (LBA)
para aislamiento o repicado de colonias.

2.2 Medios de cultivo para M. smegmatis

Para el crecimiento de M. smegmatis en cultivo liquido se utiliz6 medio
Middlebrook 7H9 (Difco) suplementado con glicerol 0,2 % v/v y Tyloxapol 0,03 %
v/v. Cuando se indica, para los experimentos de crecimiento, se utiliz6 medio Sauton
modificado (medio minimo) suplementado con glicerol 0,2 % v/v y Tyloxapol 0,015
% vl/v. Para el crecimiento en medio sélido se utiliz6 LBA. Para la contraseleccion

utilizando el marcador sacB se suplemento el medio sélido con sacarosa 10 % m/v.

Para preparar inéculos de las distintas cepas de M. smegmatis se inoculé una
colonia aislada en medio de cultivo liquido Middlebrook 7H9 y se incubd con
agitacion constante (220 rpm) a 37 °C. Del cultivo saturado (hasta 3-7 dias para M.
smegmatis) se diluy6 1:200 en medio fresco y se incubé nuevamente hasta alcanzar
una densidad optica (DOeoo) de 0,8-1, donde el cultivo se encuentra en fase
exponencial; fraccionado luego de a 1 mL en tubos de microcentrifuga y
almacenados a -80 °C. Estas fracciones fueron utilizadas posteriormente para
inocular cultivos en los experimentos de crecimiento en medios minimos y analisis
de sintesis de lipidos. En ningun caso el volumen de medio de cultivo supero la
guinta parte del recipiente. La concentracion final de los antibioticos empleados para

el cultivo de los diferentes microorganismos se detalla en la Tabla 3.
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2.3 Composicion de los medios

Luria Bertani (LB) °°: 10 g Peptona de caseina, 5 g Extracto de levadura, 5
g NaCl, y 1 L H20. Llevar a pH 7 con NaOH.

Middlebrook 7H9 (Difco): 4,7 g polvo (0,5 g Sulfato de amonio, 0,5 g Acido
L-glutdmico, 0,1 g Citrato de sodio, 1 mg Piridoxina, 0,5 mg Biotina, 2,5 g Fosfato

disodico, 1 g Fosfato monopotéasico, 0,04 g Citrato de amonio férrico, 0,05 g Sulfato

de magnesio, 0,5 mg Cloruro de calcio, 1 mg Sulfato de zinc, 1 mg Sulfato de cobre),

y 900 mL H»O.

Sauton modificado: 0,45 g Fosfato monopotasico, 0,95 g Sulfato de

magnesio heptahidratado, 1,8 g Acido citrico, 0,045 g Citrato férrico, 0,0009 g
Sulfato de zinc y 900 mL H2O. Llevar a pH 7 con NaOH.

Tabla 3. Concentracion de los antibidticos empleados.

Antibidtico

M. smegmatis

Ampicilina (Ap) 100 pg/mL -
Kanamicina (Km) 50 pug/mL 15 pg/mL
Gentamicina (Gm) 20 pg/mL 5 pug/mL
Apramicina (Am) 50 pug/mL 50 pg/mL

Estreptomicina (Sm) - 20 pg/mL
Espectinomicina (Sp) 100 pg/mL -
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3 Transformacion de las cepas bacterianas

3.1 Transformacién de E. coli

Las células de E. coli se transformaron de acuerdo a Sambrook y
colaboradores®. Para esto, 10 mL de un cultivo crecido a 37 °C hasta fase
exponencial (DOsoo 0,5) fueron recolectadas por centrifugacion (10 min, 2000 g,
4 °C). Las células correspondientes a 1 mL de cultivo se lavaron con 0,5 mL de
Solucion 1 de transformacion estérii (MOPS 10 mM pH 7 y KCI 10 mM).
Posteriormente se resuspendieron en 0,5 mL de Solucién 2 (MOPS 100 mM pH 6,5,
CaCl2 50 mM, KCI 10 mM) y se incubaron 15 min a 4 °C, tras lo cual las células se

recolectaron por centrifugacion y se resuspendieron en 0,1 mL de Solucion 2.

Para las transformaciones se agregaron 1-200 ng de ADN en un volumen
menor a 10 uL, y la mezcla fue incubada 30 min a 4 °C. El choque térmico fue
realizado durante 1 min a 42 °C. Las células se recuperaron a 37 °C en 1 mL de
medio LB durante 1 h. Las transformantes fueron sembradas en medio LBA con los

antibidticos apropiados para su seleccion.

3.2 Transformacion de M. smegmatis

50 mL de un cultivo fresco de M. smegmatis crecido en medio 7H9 hasta fase
logaritmica (DOeoo 0,8-1) fue incubado durante 20 min en hielo. Las células se
recolectaron por centrifugacién (10 min, 2000 g, 4 °C) y fueron lavadas dos veces
con 1 volumen de glicerol 10 % v/v estéril y frio. Posteriormente el precipitado celular
se resuspendié en 1:10 del volumen inicial de glicerol 10 % v/v frio y se dividi6é en

alicuotas de 400 uL cada una para ser conservadas a -80 °C.

Para la transformacion, las células se incubaron a 4 °C con aproximadamente
1 ug de ADN durante 10 min, en una cubeta de electroporacion de 0,2 cm (BioRad).
La electroporacion se realizé a un pulso de 2,5 kV, 25 yF y 1000 Q, e

inmediatamente después las células se recuperaron en 3 mL de medio LB con
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agitacion a 37 °C, durante 3 h. Las transformantes se seleccionaron por siembra en
placas de LB agar con los antibi6ticos correspondientes, e incubacion a 37 °C
durante 5-7 dias.

4 Manipulacion de ADN

4.1 Tratamiento con enzimas de restriccién y ligacion de ADN

El tratamiento del ADN con enzimas de restriccion, fosfatasa alcalina y T4
ADN ligasa, se realiz6 segun Sambrook y colaboradores® y siguiendo las

recomendaciones de los manuales de los proveedores de las enzimas utilizadas.

4.2 Electroforesis de ADN en geles de agarosa

La separacion de fragmentos de ADN por electroforesis en geles de agarosa
se realizé segun Sambrook y colaboradores®. Se utilizaron concentraciones de
agarosa entre 0,7-2 % m/v, segun el tamafo de los fragmentos a separar, y solucién
TAE (Tris-acetato 40 mM pH 8, EDTA 1 mM) para la preparacion y corrida de los
mismos. Las muestras se mezclaron con solucion de siembra (azul de bromofenol
0,25 % ml/v, xilenecianol 0,25 % m/v y 30 % v/v glicerol) y la corrida electroforética
se realizd a corriente constante de 90 mA. Los fragmentos de ADN fueron
visualizados por tinciébn con Bromuro de etidio y visualizacién en un transiluminador

con luz ultravioleta (excitacion a 210 nm).

4.3 Purificacidén de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa

Los fragmentos de ADN resultantes de las digestiones enzimaticas fueron
purificados con el kit GFX (GE Healthcare), siguiendo las instrucciones del

fabricante.
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4.4 Secuenciaciéon de nucledtidos y andlisis de secuencias

Para la determinacién de la secuencia de fragmentos de ADN se utiliz6 el
servicio de secuenciacion de la Universidad de Maine (DNA Sequence Facility-
UMaine, Maine, USA).

4.5 Extraccién de ADN gendmico de M. smegmatis

Las células de 10 mL de un cultivo de M. smegmatis (DOsoo 0,8-1) se
recolectaron por centrifugacion (2000 g, 20 min). El precipitado celular se lavo con
1 mL de solucion GTE (Glucosa 50 mM, Tris-HCI| 25 mM pH 8 y EDTA 10 mM) y se
resuspendioé en 450 uL de la misma. Se agregaron 50 pL de lisozima 10 mg/mL y
se incubo a 37 °C durante toda la noche. Al dia siguiente, a la suspension se le
adiciond 100 pL de SDS 10 % m/v y 50 uL de proteinasa K 10 mg/mL, y se incubo
durante 30 min a 55 °C. Posteriormente, se le agreg6 330 pyL de H20 y 410 yL NaCl
5 M, se agitdo por inversion y se centrifugd durante 15 min a 10000 g. El
sobrenadante se traspaso a un nuevo tubo y se tratdé dos veces con un volumen de
una mezcla cloroformo:alcohol isoamilico (24:1 v/v), mezclando y centrifugando en
cada etapa 10 min a 10000 g. EI ADN se precipité a partir de la fase acuosa
recuperada tras el Ultimo paso de centrifugacion, mediante el agregado de 0,7
voliumenes de isopropanol e incubacion de la muestra a -20 °C durante toda la
noche. El precipitado de ADN se recuperé por centrifugacion (15000 g, 20 min, 4
°C) y se lavo con 500 pL de etanol 70 % v/v frio. Finalmente, el ADN obtenido se
resuspendié en 50 uL de agua milli-Q estéril y se incubd un dia en heladera para su

completa solubilizacion. EI ADN se almacené a -20 °C hasta su uso.
4.6 Extraccion de ADN plasmidico de E. coli.
Los plasmidos utilizados se purificaron utilizando el kit Wizard® Plus SV

Minipreps DNA Purification System (Promega), siguiendo las instrucciones del

fabricante.
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5 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Las reacciones de amplificacion por PCR se llevaron a cabo en un volumen
final de 50 pL, utiizando 20 pmol de cada oligonucleétido cebador vy
aproximadamente 5 pmol de ADN molde. Se emplearon las enzimas ADN
polimerasa Taq, Pfu (Pegasus) o Q5 (New England Biolabs) siguiendo las
indicaciones del proveedor. La reaccion consistié en una etapa de desnaturalizacion
inicial a 95 °C por 3 min; 30 ciclos de desnaturalizacion (30-45 s, 94 °C), anillado
(30-45 s a la temperatura correspondiente al par de cebadores empleados) y
polimerizacién (aproximadamente 1 min por cada kilobase de fragmento a
amplificar, 72 °C); y una extension final de 10 min a 72 °C.

6 PCRde colonia

Para el ensayo en E. coli la colonia a analizar se resuspende en 50 pL de
agua y se calienta a 95 °C por 15 minutos. Para la mezcla de la PCR se utilizan

entre 2 y 5 L de dicha preparacion como ADN molde para la reaccion.

Para el ensayo en M. smegmatis se resuspende la colonia en una solucién
tris-HCI 25 mM, EDTA 1 mM con 0,2 g de particulas de zirconio. Se agita en vortex
enfriando con hielo por 2 minutos y luego se incuba a 95 °C por 15 minutos. Para la

mezcla de PCR se afiaden entre 2 y 5 uL de dicha preparacion como ADN molde.

7 Construccion de plasmido

pJD0432. Para la construccion de la delecion de MSMEG_ 0432 se disefiaron

dos pares de oligonucleétidos:

F-Dup0432 (5TGTACATGGACAACCTCGAGCATCACAAGA3) y R-
Dup0432 (5°GAATTCATCGGCTCGTCGGGCGGAST’) que por PCR amplifican un
fragmento de ADN de 886 pb del genoma de M. smegmatis, que incluyen 810 pb
corriente arriba del sitio de inicio de la transcripcién putativo de MSMEG_0432 mas
72 pb del extremo 5 de su region codificante; introduciendo a su vez, en los
extremos de dicho fragmento, dos sitios de restriccion, Xhol y EcoRlI

respectivamente. Este fragmento se llamara Dup0432
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F-Ddown0432 (5'GAATTCAAAAGGGGTTATCGGCTGGCGGT3) y R-
Ddown0432 (5’ACTAGTTCGTTTCTGAACCTGGTCGGCACTG3’) que por PCR
amplifican un fragmento de ADN de 1107 pb del genoma de M. smegmatis, que
incluyen 60 pb del extremo 3’ de la regién codificante de MSMEG_0432 méas 1036
pb corriente abajo del codén de terminacién de MSMEG_0432; introduciendo a su
vez, en los extremos de dicho fragmento, dos sitios de restriccion, EcoRI y Spel
respectivamente. Este fragmento se llamara Ddown0432

Una vez clonados ambos fragmentos en el vector pJET, su secuencia y

correcta orientacion dentro del plasmido fueron corroboradas por secuenciacion.

Acto seguido digiriendo ambos vectores con Xhol y EcoRI se subcloné el
fragmento Dup0432 dentro del vector que contenia a Ddown0432 con su fragmento
EcoRI contiguo al sitio Xhol propio del SMC del pJET, permitiendo asi la
construccion de un fragmento de ADN de 1965 pb que posee, unido por el sitio
EcoRI 135 pb de las regiones 5 y 3 de MSMEG 0432 con una delecion de

1023 pb comparado con el alelo salvaje, flanqueadas por sus regiones adyacentes.

El esquema de la construccion del plasmido pJD0432 se detalla a

continuacion en la figura 6.

—
{ MSMEG_0432 N Cromosoma

| -
/ M. smegmatis

Amplificacion

por PCRy
clonado en pJET
pJET/Dup0432 pJET/Ddown0432
Xhol EcoRl Xhol EcoRI Spel

SMC 810pb F3o0) L o 1107pb pe smc

pJET — —/ pJET
Subclonado de
Dup0432 en
pJET/Ddown0432

EcoRl
Xhol Spe| SM£
pJET

AMSMEG_0432

Figura 6. Esquema de la construccion del vector pJD0432. Las regiones 5 y 3’ fueron

amplificadas por PCR y clonadas independientemente (las regiones de hibridacion de los
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oligonucledtidos se detallan con flechas coloreadas). Luego el fragmento 5’ fue subclonado dentro

del vector que contenia el fragmento 3’ a través de los sitios de restriccion mencionados en la figura.

pJC0432. Para su construccion se disefiaron dos oligonucleétidos:

F-M0432 (5GCTAGCAGCATGCGTGAGCCCGACTG3) y R-M0432
(5 GAATTCATAACGCGCGTGCCATCTCT3’). Ambos amplifican por PCR el alelo
salvaje de MSMEG_0432 al utilizar ADN genémico de M. smegmatis como molde.
De este modo se amplifica un fragmento de 1138 pb introduciendo los sitios de
restriccion Nhel y EcoRI a ambos extremos del mismo. Este inserto es clonado en
el vector pJET y utilizando los sitios de corte Nhel y EcoRlI, es subclonado en el
vector pET28-a. Acto seguido, utilizando los sitios Ndel (presente en el SMC del
pPET28-a) y EcoRI se transfirio este inserto al vector pCK11, quedando asi la copia
salvaje del gen MSMEG_0432 bajo el control del promotor Psmyc con la region
operadora tetO, a la que se une el regulador TetR. Finalmente, esta construccion
del promotor y el gen corriente abajo fue transferida al vector integrativo pSM128
utilizando las enzimas EcoRV y Scal respectivamente, siendo esto posible ya que

ambas enzimas dejan extremos romos.

8 Ensayos de crecimiento

Se inocularon a tiempo cero 250 uL de cultivo a DOego 0,5-1 de la cepa de M.
smegmatis en estudio en frascos Erlenmeyer conteniendo 50 mL de medio Sauton
estéril suplementado con la concentracion correspondiente de nitrato de potasio,

nitrito de sodio o cloruro de amonio segun el caso, como Unica fuente de nitrogeno.

En todos los casos, los cultivos fueron incubados a 37 °C con agitacion

constante de 220 rpm.

Los puntos de las curvas fueron tomados midiendo DOeoo €n intervalos de
entre 2 a 3 horas, siguiendo el crecimiento del cultivo por un periodo de
aproximadamente 60 horas (fase estacionaria). Cada condiciébn ensayada fue
realizada por triplicado, mostrando total reproducibilidad; y las curvas observadas
en los resultados son producto de la superposicién de dos curvas realizadas en las

mismas condiciones, con un desfasaje de 8 horas, para poder medir la DOeoo a lo
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largo de la progresion de toda la curva. No se muestran las correspondientes barras

de error para no impedir la correcta visualizacion de las curvas.
9 Cromatografia en capa delgada (TLC)

La biosintesis de TAG se evalué en distintos puntos de la curva de
crecimiento del cultivo. Para ello, se tomé un volumen de células de cultivo
correspondientes a 5 mL de un cultivo a DOego 1 y se centrifugaron por 10 min, 2000
g a 4 °C. Al pellet se lo trat6 con el método reportado por Bligh & Dyer®® para la
extraccion de lipidos neutros. El extracto lipidico se sometié a TLC en una placa de
silica gel (silica gel 60 F254; Merck) utilizando cloroformo como solvente de siembra
y una mezcla de hexano:dietiléter:acido acético (75:25:1 v/v) como solvente de
corrida. El revelado de la placa se realizo rociandola con solucion de sulfato de
cobre y calentando en estufa a 100 °C.

10 Ensayo de la sintesis de novo de lipidos

La biosintesis de TAG de novo se analizé por incorporacion de [*4C]-acetato.
Se marcd 1 mL de cada cultivo con [**C]-acetato (59 mCi/mmol) (New England
Nuclear) a una concentracion de 1 uCi/mL. Luego de una hora de incubacion, las
células fueron recolectadas y los lipidos extraidos, procesados y sometidos a una
cromatografia en capa delgada segun el protocolo ya descrito. Los autoradiogramas
se obtuvieron por exposicién de los cromatogramas a placas toda la noche y se

escanearon y digitalizaron con un escaner Typhoon FLA 7000 (GE Healthcare).
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Resultados

1 Construccién de la mutante en el gen MSMEG_0432 de M. smegmatis

Para la obtencién de la cepa mutante M. smegmatis AnlpR se transformé un
cultivo de M. smegmatis mc?155 con el vector pJD0432 segun el protocolo descrito.
Las células fueron sembradas en LBA en presencia de Gm a 37 °C para seleccionar

las células transformantes.

Para la seleccién del primer evento de recombinacion las colonias obtenidas
en el paso anterior fueron crecidas en medio Middlebrook 7H9 liquido a 37 °C y
sembradas en placas de LBA en presencia de Gm a 42 °C (temperatura no
permisiva para la replicacion episomal de pJD0432) seleccionando asi las células
transformantes con el plasmido integrado al cromosoma. La presencia de pJD0432
en cada colonia fue confirmada por la coloracion amarilla luego de rociarlas con
catecol (conferida por la reaccion enzimatica del producto del gen xylE en el vector).
La especificidad del primer evento de recombinaciéon en el locus del alelo WT fue

determinada por PCR de colonia.

Para la seleccion del segundo evento de recombinacion las colonias con el
primer evento exitoso fueron crecidas nuevamente en medio Middlebrook 7H9 a
42 °C en ausencia de Gm para favorecer la pérdida del plasmido integrado y
sembradas en medio solido a 42 °C en LBA suplementadas con sacarosa 10 % m/v
(la presencia del gen sacB en el vector confiere sensibilidad a la misma). Las
colonias obtenidas fueron rociadas con catecol para confirmar la eliminacion del
plasmido y las colonias blancas fueron analizadas por PCR de colonia para verificar

el reemplazo alélico.

Como el segundo evento de recombinaciéon puede dar lugar a la eliminacién
del plasmido manteniendo el alelo salvaje de MSMEG_0432 o dar lugar al
reemplazo por la version delecionada del gen, la busqueda de la mutante M.
smegmatis AnlpR luego de la seleccion del segundo evento fue llevada a cabo por
PCR de colonia utilizando cebadores adecuados que hibriden a ambos extremos

del locus de MSMEG_0432. De tal manera que el alelo salvaje genere un fragmento
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de 2195 pb mientras que el alelo delecionado uno de 1177 pb. Los productos de

PCR de colonia se observan en la figura 7.

Las colonias con deleciones en el gen MSMEG_0432, confirmadas en el paso
anterior, fueron seleccionadas para su fraccionamiento y uso posterior como la cepa

M. smegmatis AnlpR.

A/BstEll NEG M.smegWT

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa 1 % de los productos de PCR de colonia. Los
productos con un tamafio aproximado de 2195 pb (calles 3 y 5) corresponden al producto de la
amplificacion del alelo salvaje de MSMEG_0432, mientras que el de un tamafio aproximado de
1177 pb (calles 1, 2, 4 y 6) corresponden al producto de amplificacién del alelo delecionado. Las

Gltimas dos calles corresponden a los controles negativo y M. smegmatis salvaje respectivamente
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2 Construccion de la cepa complementante M. smegmatis AnlpR::pJC0432

Para la construccion de esta cepa M. smegmatis mc?155 fue transformada
simultdneamente con los plasmidos pJC0432 y MT13 por electroporacion y
sembradas en placas en presencia de Sm y Am. Las colonias resultantes fueron

fraccionadas para su uso posterior como la cepa M. smegmatis AnipR::pJC0432.

El detalle del funcionamiento del sistema de complementacion TetON se

detalla en la figura 8.

(a)
MSMEG_0432 —
(k) ATc
ar. » ATc
N2
[ MSMEG_0432 —

Figura 8. Sistema de complementacién TetON. El represor TetR, codificado en el plasmido
episomal MT13, se une a la regién operadora del promotor del gen en estudio, bloqueando su
transcripcion (a). Mediante el agregado de ATc como inductor, el regulador se libera de la region

operadora, permitiendo asi la transcripcion de MSMEG_ 0432 (b)>7-5°,
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3 Ensayos de crecimiento de M. smegmatis utilizando cloruro de amonio

como Unica fuente de nitrégeno

Para determinar la capacidad de la mutante M. smegmatis AnlpR de crecer
utilizando distintas fuentes de nitrégeno, se realizaron curvas de crecimiento junto
a la cepa salvaje. Las mismas fueron crecidas en medio Sauton minimo

suplementado con las siguientes concentraciones de cloruro de amonio:
- NH4CI 30 mM (Medio rico en nitr6geno)
- NH4CIl 1 mM (Medio pobre en nitrégeno)

En la figura 9 se observan las curvas de este experimento, para las dos

condiciones ensayadas.

Los resultados de ambas curvas no arrojaron diferencias apreciables en los
perfiles de crecimiento entre ambas cepas cuando se utiliz6 amonio como fuente de
nitrégeno. Si bien a mayores concentraciones de nitrogeno la pendiente de la fase
exponencial y la DOeoo en fase estacionaria alcanzo valores mas altos que a
concentraciones mas bajas, las curvas para ambas cepas en un mismo medio

fueron superponibles, indicando un crecimiento similar.
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Figura 9. Curvas de crecimiento paralas cepa salvaje y M. smegmatis AnlpR. Fueron inoculadas
en medio Sauton minimo suplementado con cloruro de amonio 1 mM (a) o cloruro de amonio 30 mM

(b) y su crecimiento seguido por lecturas de DOeoo durante 56 hs.
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4 Crecimiento de M. smegmatis utilizando nitrato de potasio como Unica

fuente de nitrégeno

Para estudiar las caracteristicas de crecimiento de la cepa salvaje y de la
mutante M. smegmatis AnlpR en presencia de nitrato como Unica fuente de
nitrégeno, se realizaron curvas de crecimiento en medio minimo suplementados con

nitrato de potasio 1 mM.
En la figura 10 se observan las curvas de este experimento.

En este medio, la cepa salvaje crecié hasta una DOsoo en fase estacionaria
de aproximadamente 1,55, ingresando a la fase exponencial de crecimiento
aproximadamente a las 30 h, sin embargo, la cepa mutante no logré superar una
DOgoo de 0,15

1.8
1.6
1.4
1.2

g8 1
8 0.8
0.6
0.4
0.2

0
0 10 20 30 40 50 60 70
Horas

——M.smegmatis mc 455 —8-M.smegmatis AnlpR

Figura 10. Curva de crecimiento de las cepas mutante y salvaje. Las mismas fueron inoculadas
en medio Sauton minimo suplementado con nitrato de potasio 1 mM y su crecimiento seguido por

lecturas de DOeoo durante 56 hs.
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5 Ensayos de crecimiento de M. smegmatis utilizando nitrito de sodio como

unica fuente de nitrégeno

Para estudiar el crecimiento de la cepa salvaje y de la mutante M. smegmatis
AnlpR en presencia de nitrito como Unica fuente de nitrégeno, se realizaron curvas
de crecimiento de ambas cepas en medio Sauton minimo suplementado con nitrito

de sodio 1 mM.

Del mismo modo que ocurrié con el crecimiento en nitrato, mientras que la
cepa salvaje fue capaz de crecer en este medio, llegando en fase estacionaria hasta
una DOeoo 1,65, la cepa mutante mostré una capacidad de crecimiento disminuida,

llegando solamente hasta una DOeoo 0,4 en fase estacionaria.

En la figura 11 se observan las curvas de este experimento.
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Figura 11. Curva de crecimiento de las cepas mutante y salvaje. Las cepas fueron inoculadas
en medio Sauton minimo suplementado con nitrito de sodio 1 mM y su crecimiento seguido por

lecturas a DO600 nm durante 56 hs.
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6 Crecimiento de cepa complementante M. smegmatis AnlpR::pJC0432 en

medio minimo con nitrato de potasio como unica fuente de nitrégeno

La cepa complementante M. smegmatis AnlpR::pJC0432, que posee una
copia del gen MSMEG_0432 salvaje bajo control de un promotor inducible por
anhidrotetraciclina (ATc), fue crecida en medio Sauton minimo suplementado con
nitrato de potasio como Unica fuente de nitrégeno. Se analizé el crecimiento en
paralelo de la cepa salvaje, M. smegmatis AnipRy la cepa mutante complementada
M. smegmatis AnlpR::pJC0432 utilizando distintas concentraciones de ATc.

En la figura 12 se muestran los perfiles de crecimiento de este experimento.

Las curvas de crecimiento muestran que al igual que M. smegmatis AnipR, la
cepa complementante en ausencia de inductor (condiciones donde no se expresa
MSMEG_0432) no muestra un crecimiento significativo alcanzando una DOsqo final
de 0,15. Mientras que, en las mismas condiciones, la cepa salvaje alcanza una

DOsoo de 1,6 en fase estacionaria.

Cuando se analiz6 la cepa complementante con distintas concentraciones de
ATc se observé que a 2 ng/mL del inductor, la bacteria tampoco mostré un
crecimiento apreciable. S6lo cuando la concentracion de ATc fue igual o superior a
5 ng/mL, su perfil de crecimiento volvio a ser similar al de la cepa salvaje. En todas
estas condiciones la cepa M. smegmatis AnlpR::pJC0432 alcanzé una DOsoo
maxima de aproximadamente 1,5 en fase estacionaria, y la pendiente de la fase
exponencial fue igual a la de la cepa salvaje, aunque con una fase de adaptacion

aproximadamente 5 horas mas larga.
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Figura 12. Curva de crecimiento de las cepas M. smegmatis AnlpR, M. smegmatis
AnIpR::pJC0432 y M. smegmatis salvaje. Las cepas fueron inoculadas en medio Sauton minimo

suplementado con nitrato de potasio 1 mM y ATc segln se indica.
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7 Crecimiento de cepa complementante M. smegmatis AnlpR::pJC0432 en

medio minimo con nitrito de sodio como Unica fuente de nitrégeno

La cepa complementante M. smegmatis AnlpR::pJC0432, posee una copia
del gen MSMEG_0432 salvaje bajo control de un promotor inducible por
anhidrotetraciclina (ATc). La misma fue crecida en medio Sauton minimo,
suplementado con nitrito de sodio como Unica fuente de nitrégeno disponible y
utilizando distintas concentraciones de ATc. Su crecimiento fue analizado en

paralelo al de la cepa salvaje y la mutante AnipR.
En la figura 13 se muestran los perfiles de crecimiento de este experimento.

Las curvas de crecimiento en estas condiciones muestran que al igual que la
cepa M. smegmatis AnlpR, incapaz de crecer en nitrito, la cepa complementante en
ausencia de inductor (condiciones donde no se expresa MSMEG_0432) no muestra
un crecimiento significativo alcanzando una DOeoo final de 0,4. Mientras que, en las

mismas condiciones, la cepa salvaje alcanza una DOsoo de 1,7 en fase estacionaria.

Al analizar el crecimiento de la cepa complementante, se observé que una
concentracion minima de 2 ng/mL del inductor, era suficiente para que la bacteria

restaure un crecimiento similar al de la cepa salvaje.

Para concentraciones iguales o mayores a 2 ng/mL de ATc, la cepa M.
smegmatis AnlpR::pJC0432 alcanz6 una DOeyo maxima de aproximadamente 1,6
en fase estacionaria, y la pendiente de la fase exponencial fue similar a la de la cepa

salvaje, sin deferencias en la duracion de la fase de latencia.
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Figura 13. Curva de crecimiento de las cepas M. smegmatis AnIpR, M. smegmatis
AnIpR::pJC0432 y M. smegmatis salvaje. Las cepas fueron inoculadas en medio Sauton minimo

suplementado con nitrito de sodio 1 mM y distintas concentraciones de ATc segun corresponda.
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8 Analisis de laacumulacion de TAG en la cepa mutante

Para analizar la acumulacion de TAG y otros lipidos neutros durante
diferentes puntos del crecimiento de las cepas de M. smegmatis en estudio, se
llevaron a cabo ensayos de TLC, variando la disponibilidad de cloruro de amonio

como Unica fuente de nitrdgeno

Se cultivaron las cepas M. smegmatis salvaje y M. smegmatis AnlpR en
medios conteniendo 1 mM y 30 mM de cloruro de amonio, como medio pobre y rico
en nitrégeno respectivamente. Se tomaron alicuotas de cultivo a mitad de la fase
exponencial (28 hs) y la fase estacionaria tardia (48 hs). Las células fueron
recolectadas centrifugando un volumen normalizado por DOeoo para cada muestra,
y sus lipidos fueron extraidos por el protocolo previamente mencionado. Los

resultados de las TLC del presente estudio se muestran en la figura 14.

Si bien M. smegmatis salvaje acumula TAG en fase estacionaria tardia en
medios con baja disponibilidad de nitrogeno, no se observa el mismo
comportamiento en medios con alta cantidad de este nutriente. No obstante, al
comparar la sintesis de TAG de ambas cepas en el mismo medio en fase

exponencial de crecimiento no podemos observar una diferencia apreciable.
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Fase exponencial Fase estacionaria

[NH,Cll=1mM [NH,CI]=30mM [NH,CI]=1mM [NH,CI]= 30 mM

AnIpR Salvaje AnIpR Salvaje AnIpR Salvaje AnlpR Salvaje

Figura 14. Andlisis de la sintesis de TAG. Para los lipidos totales, extraidos de M. smegmatis

AnlpR y M. smegmatis crecidas en medio minimo suplementado con dos concentraciones diferentes
de amonio.
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9 Andélisis de la sintesis de novo de TAG en la cepa mutante.

Para el andlisis de la sintesis de TAG en distintos medios y etapas de
crecimiento, las cepas M. smegmatis salvaje y M. smegmatis AnlpR fueron crecidas
en medio Sauton minimo suplementado con cloruro de amonio 1 mMy 30 mM como
Unica fuente de nitrogeno. Durante la fase exponencial (24 hs) y estacionaria tardia
(48 hs) las células fueron alicuotadas e incubadas por una hora con [**C]-acetato
segun se detall6 anteriormente. Los extractos lipidicos luego de dicha incubacion
fueron separados por TLC y la autoradiografia correspondiente se puede observar
en la figura 15.

La tasa de sintesis de TAG varia a lo largo de la curva de crecimiento y
segun la condicion a la cual la célula es sometida. En la cepa salvaje, la produccion
de los mismos es mayor en medios pobres en nitrégeno y disminuye notablemente
al aumentar la disponibilidad del mismo. Sin embargo, al compararla con los cultivos
de la cepa M. smegmatis AnlpR suplementada con la misma concentracion de
amonio, en el mismo estadio de crecimiento, no se observan diferencias apreciables

en la sintesis de novo de TAG.
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Fase exponencial Fase estacionaria

[NH,Cl]=1 mM [NH,CI]= 30 mM [NH,CI]=1mM [NH,CI]= 30 mM

AnIpR Salvaje AnlpR Salvaje AnIpR Salvaje AnlpR Salvaje

. s

G D S B e e e

Figura 15. Analisis de la sintesis de novo de TAG. Lipidos totales fueron extraidos de la mutante
M. smegmatis AnlpR y M. smegmatis salvaje crecidas en dos concentraciones diferentes de amonio
y marcadas con [**C]-acetato. Los mismos fueron separados por TLC y revelados por

autoradiografia. La extraccion de lipidos fue realizada normalizando el nimero de células por DOeoo.
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10 Andlisis de la sobreexpresion del gen MSMEG_0432 sobre el perfil de
sintesis de TAG.

Las cepas M. smegmatis ::pSM128 (con el vector pPSM128 vacio integrado a
su genoma) y M. smegmatis::pJC0432 (que lleva integrado el vector pJC0432 que
contiene una copia del gen MSMEG_0432 bajo un promotor constitutivo) fueron
crecidas en medio Sauton, suplementado con 1 mM y 30 mM de cloruro de amonio.
Tanto en fase exponencial como en fase estacionaria de crecimiento los cultivos
fueron centrifugados y los lipidos extraidos segun el protocolo descrito para el

analisis de la produccién de TAG.
Los resultados de la TLC del experimento se muestran en la figura 16.

En general no se aprecian diferencias marcadas en la abundancia de TAG
entre las cepas salvaje y la sobreexpresante del regulador MSMEG_0432, tanto en
las fases exponenciales como en las fases estacionarias de los medios

suplementados con 1 mM y 30 mM de cloruro de amonio.
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Fase exponencial Fase estacionaria

[NH,Cl]l=1 mM [NH,Cl]=30 mM [NH,Cl]=1mM [NH,CI]= 30 mM

pJC pSM pJC pSM pJC pSM pJC pSM

TAG

Figura 16. Andlisis de la sintesis de TAG. Se observan la cepa sobreexpresante
M. smegmatis::pJC0432 y M. smegmatis ::pSM128 crecidas en medio minimo Sauton suplementada

con dos concentraciones diferentes de amonio en fase exponencial y estacionaria.
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Discusién y Conclusiones

En el presente trabajo de tesina se propuso la construccién de una mutante
de M. smegmatis en el gen MSMEG_0432, el cual codifica para una proteina
ortéloga al regulador transcripcional NIpR previamente caracterizado en otros
organismos del orden actinomycetales. Posteriormente se propuso el estudio de las
caracteristicas fenotipicas de dicha mutante; puntualmente estudios sobre el
metabolismo del nitrégeno y carbono, con el fin de dilucidar el posible rol del

regulador en estas vias metabdlicas.

Primeramente, la construccion de la cepa mutante fue realizada de manera
exitosa. La amplificacion de los fragmentos adyacentes del gen a través de PCR y
la construccion del alelo con una delecion en fase dentro del vector suicida pPR27
fue realizada y corroborada satisfactoriamente previo a la transformacion de las
células de M. smegmatis salvaje. Los eventos de recombinacion fueron
efectivamente seleccionados utilizando los marcadores provistos por el vector. El
genotipo de la cepa mutante fue corroborado por PCR de colonia, la cual indica que
el reemplazo alélico tuvo lugar, quedando la variante que porta la delecion en fase

integrado en el locus normal, en reemplazo del gen MSMEG_ 0432 salvaje.

Los resultados de los ensayos de crecimiento utilizando amonio como Unica
fuente de nitrégeno no mostraron diferencias en las curvas de crecimiento midiendo
DOsoo en funcion del tiempo. La duracion del periodo de latencia de ambas cepas
fue similar, asi como las pendientes y la duracién de la fase de crecimiento
exponencial. Aunque la DOeoo alcanzada al llegar a la fase estacionaria vario segun
la disponibilidad de la fuente de nitrégeno en cada ensayo, tanto la cepa salvaje
como la mutante mostraron valores similares. Por lo expuesto anteriormente
podemos concluir que la disrupcion del regulador transcripcional codificado por el
gen MSMEG_0432 no produce un cambio apreciable en el crecimiento de la cepa
en el medio minimo ensayado utilizando cloruro de amonio como Unica fuente de
nitrégeno disponible. Esto sugiere que dicho regulador no tendria relevancia en los
procesos de asimilacion, transporte y metabolismo de este compuesto en la forma

de catiébn amonio.
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Sin embargo, en las curvas de crecimiento realizadas en medio minimo,
utilizando nitrato como Unica fuente de nitrégeno, se observo que la cepa mutante
en el gen MSMEG_0432 mostraba una marcada deficiencia de crecimiento con
respecto a la cepa de M. smegmatis salvaje. Debido a que luego de 56 horas de
cultivo, la cepa mutante no pudo superar una DOeoo de 0,15, se concluye que la
misma es incapaz de crecer en un medio minimo cuando se utiliza el anion nitrato
como Unica fuente de nitrégeno. La complementacién de la cepa mutante M.
smegmatis AnlpR con una copia salvaje del gen MSMEG_0432, bajo el control del
promotor Psmyc, Cuya transcripcién puede ser regulada por el agregado de ATc,
mostro un restablecimiento del crecimiento comparable al de la cepa salvaje en este
medio. Esto se observé cuando las concentraciones del inductor fueron mayores o
iguales a
5 ng/mL. Los resultados mostraron que una menor concentracion del inductor no es

suficiente para restaurar el crecimiento de esta cepa.

Al estudiar el crecimiento de la cepa mutante M. smegmatis AnlpR y la cepa
salvaje en medio minimo utilizando nitrito como Unica fuente de nitrogeno, se
observo nuevamente que la cepa mutante presentaba una marcada disminucion en
el crecimiento con respecto a la cepa salvaje. Si bien la DOeoo de la curva de
crecimiento de la cepa mutante llega a un valor de 0,4 luego de 56 horas, este valor
es cuatro veces inferior al observado para la cepa salvaje, la cual alcanza una DOeoo
de 1,64. Este ultimo valor, si bien fue mayor al crecimiento en nitrato, fue
significativamente menor al de la cepa salvaje. Otra diferencia observada en
comparacion con las curvas de crecimiento en nitrato fue el tiempo de duracion de
la fase de adaptacion, el cual tiene una duracion mucho menor en nitrito,
comenzando la fase exponencial aproximadamente 18 horas posteriores al tiempo
de inoculacion. Por lo tanto, se concluye que la mutante en el gen en estudio
presenta una capacidad de crecimiento significativamente menor con respecto a la
cepa salvaje al utilizar el anién nitrito como Unica fuente de nitrégeno. Sin embargo,
la cepa complementante si mostrd niveles de crecimiento comparables a la cepa

salvaje, cuando la misma era crecida en nitrito como Unica fuente de nitrégeno y
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con el agregado de una cantidad mayor o igual a 2 ng/mL de ATc. Mientras que en

ausencia del inductor no se observo un rescate del crecimiento

La capacidad de produccion y acumulacion de lipidos de reserva en la cepa
M. smegmatis AnlpR no muestra diferencias significativas en comparacion con la
cepa salvaje. Al ser crecidas en medio Sauton minimo suplementadas con cloruro
de amonio 1 mM, condicién reportada como pobre en nitrégeno por la bibliografia,
se observa una acumulacién progresiva de los TAG durante la fase exponencial,
culminando en una gran cantidad acumulada de este compuesto en fase
estacionaria. Por otro lado, medios minimos suplementados con concentraciones
mayores de amonio, muestran una menor acumulacion de TAG en fase
exponencial, la cual decrece notablemente al punto de no ser detectado por las

técnicas empleadas al llegar a fase estacionaria.

Del mismo modo, el nivel de sintesis de novo de TAG durante la fase
exponencial para los cultivos pobres en amonio es significativamente mayor que
aquellos con mayor disponibilidad de este compuesto. Estas diferencias se
mantienen al llegar a la fase estacionaria, donde se observa un mayor nivel de
biosintesis de TAG en medios pobres, en tanto que en medios ricos su nivel es
indetectable a través de las técnicas empleadas. Los resultados del presente trabajo
mostraron que no existe diferencia en la sintesis de novo de TAG entre las cepas

salvaje y M. smegmatis AnlpR para las mismas condiciones y etapas de crecimiento.

Finalmente, la sobreexpresion del regulador transcripcional en estudio en
una cepa salvaje, no produjo un cambio significativo en los niveles de TAG
acumulado, ya sea en distintas etapas de crecimiento o bien en presencia de
distintas concentraciones de nitrdgeno, en comparacion con la cepa isogénica
M. smegmatis ::pSM128. En conclusibn no se encontraron evidencias de la
influencia del regulador transcripcional NIpR en la sintesis de TAG en M. smegmatis
para las condiciones ensayadas. Estos resultados, si bien son diferentes a las
observaciones previas sobre el rol del regulador NIpR en R. jostii, constituyen
informacion relevante sobre la compleja red del metabolismo lipidico en

micobacterias.
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El andlisis de las curvas de crecimiento en su conjunto sugiere la
importancia del regulador transcripcional NIpR en la modulacion del metabolismo de
nitrégeno. Considerando que en M. smegmatis la transcripciébn de este gen se
encuentra bajo el control de GInR, un regulador central del metabolismo de
nitrégeno, se sugiere que NIpR actuaria como un regulador transcripcional de
jerarquia intermedia, respondiendo a los cambios ambientales a través de GInR. La
capacidad de la cepa M. smegmatis AnlpR para crecer en medios utilizando nitrato
y nitrito como Unicas fuentes de nitr6geno, se vid significativamente disminuida,
mientras que la complementacion de la cepa mutante con una copia salvaje del gen
en cuestion, bajo el control de un promotor inducible por ATc, produjo un
restablecimiento del fenotipo de crecimiento luego del agregado del inductor. Estos
resultados muestran la influencia, directa o indirecta, del regulador transcripcional
NIpR en la sintesis de las enzimas implicadas en la asimilacion y reduccion de estas
fuentes de nitrogeno. A su vez, esto podria sugerir una funcién similar a su rol en S.
coelicolor, donde se une a la region reguladora y activa la transcripcion del gen de

la enzima nitrito reductasa.

No obstante, aun existen diferencias en los experimentos de crecimiento
realizados al variar la fuente de nitrdgeno entre nitrato o nitrito. Principalmente, la
DOsoo que alcanza la cepa M. smegmatis AnlpR en fase estacionaria es
significativamente menor para los medios suplementados con nitrato (0,15) que
aquellos suplementados con nitrito (0,40). A su vez se requieren concentraciones
menores de ATc para restaurar el crecimiento de la cepa complementante en
medios suplementados con este ultimo. Una posible explicacién consiste en que el
nitrato es una forma mas oxidada del nitrégeno, y se requieren dos complejos
enzimaticos (nitrato y nitrito reductasa) para su reduccion a amonio, la forma
asimilable del nitrdgeno en la célula; mientras que el nitrito sélo requiere la enzima
nitrito reductasa para alcanzar este estado. Dado que los estudios realizados
sugieren la relevancia de NIpR en la activacion de genes del metabolismo del
nitrégeno, una pérdida de funcion de este regulador ocasionaria mas problemas
para la reduccion del nitrato a amonio que en el caso del nitrito. A su vez, la

activacion de la sintesis de la enzima nitrato reductasa puede ser mas dependiente
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de NIpR que en el caso de la nitrito reductasa. Por esta razon, la célula seria mas

tolerante a crecer en medios suplementados con este ultimo.

El trabajo realizado en esta tesina permitié realizar un primer acercamiento
al rol fisioloégico del regulador transcripcional NIpR dentro de la red regulatoria del
organismo modelo M. smegmatis. Debido a su relevancia dentro del metabolismo
de compuestos oxidados del nitrdgeno, se mantiene abierto el interrogante sobre su
esencialidad para la infeccion y virulencia en organismos de relevancia médica
como M. tuberculosis, teniendo en cuenta las adaptaciones metabdlicas requeridas
para enfrentar diversos tipos de estrés dentro del hospedador. Por lo tanto, este
proyecto de tesina sefala la importancia de la caracterizacion de NIpR en dicho
organismo, considerando eventualmente su posible utilizacion como blanco de

drogas antimicobacterianas.
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