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El cdlera es una enfermedad diarreica aguda del
humano debida a la infeccién del tracto gastrointesti-
nal por la especie bacteriana Vibrio cholerae. La forma
clinica mas severa, el célera gravis, se desarrollaen el 1
% de los casos y se caracteriza por el comienzo abrupto
de diarreas profusas, vomitos y fiebre, que deshidratan
y ocasionan acidosis metabdlica en los enfermos. Entre
el 50 y el 70 % de los pacientes de célera gravis muere
en ausencia de un tratamiento oportuno.! Durante la
infeccion, V. cholerae se adapta al ambiente intestinal
y se multiplica adherido a la superficie de la mucosa
del intestino delgado donde secreta la enterotoxina del
coblera, una proteina hexamérica cuya actividad bioqui-
mica provoca la diarrea caracteristica de la enfermedad.
Como V. cholerae subsiste en el ambiente intestinal y
ademas, en los ambientes acuaticos? se acepta que esta
especie posee los sistemas de homeostasis necesarios
para percibir y adaptarse a los cambios de composiciéon
i6énica, nutricional, aceptor final de electrones y otras
condiciones que diferencian a estos dos nichos.?

El cobre es un elemento traza esencial que existe en
ambos ambientes y su exceso es téxico a los organis-
mos.? En las condiciones acidas y anaerobias del tracto
gastrointestinal este elemento se hace téxico para los
microorganismos en dosis mas bajas, por lo que las en-
terobacterias poseen mecanismos de homeostasis para
controlar la concentracién intracelular de este metal.* En
Escherichia coli, los principales mecanismos de toleran-
cia al cobre involucran su expulsion fuera del citoplasma
y del espacio periplasméatico a través de la ATPasa tipo-P
CopA y del sistema transportador multi-componentes
CusCFBA, respectivamente; asi como su destoxifica-
ci6n periplasmatica por la oxidasa multi-cobre CueO.*
Los genes codificantes de factores de homeostasia del
cobre estan regulados por el propio ion Cu* presente
en el citoplasma y el periplasma a través del activador
transcripcional CueR y el sistema bi-componente CusSR,
respectivamente.* El sistema Cue, constituido por CopA,
CueOy CueR es el responsable principal de la resistencia
al cobre en aerobiosis y Cus es un sistema secundario.®
Aunque no es esencial para la tolerancia a cobre en ae-
robiosis, este sistema secundario es necesario cuando la

concentraciéon de cobre satura la capacidad exportadora
del sistema Cue o en caso de discapacidad parcial o total
de este sistema. En anaerobiosis, condicién en la que
la toxicidad del cobre aumenta y CueO no funciona, el
sistema Cus también es necesario para una completa
tolerancia a este metal.>®

Laproteina CueR de E. coli es un activador transcrip-
cional de la familia MerR.™® Miembros de esta familia
se han encontrado en una gran variedad de géneros
bacterianos, pero no en eucariotas.’ La familia de re-
guladores MerR comprende un grupo de proteinas que
presenta una regién de unién al ADN en el N-terminal
muy similar y una regién diversa en el C-terminal, de
unién a las moléculas efectoras, la que es especifica para
el efector reconocido.? La mayoria de los reguladores en
la familia responde a estimulos ambientales, tales como
el estrés oxidativo, metales pesados o antibiéticos. Un
subgrupo de la familia MerR activa la transcripcién en
respuesta a los iones metalicos. Este subgrupo muestra
una similitud de secuencia tanto en la regiéon de unién de
la molécula efectora en el C-terminal como en la regién
N-terminal.’ La especificidad por el cobre en el caso de
CueR de E. coli y demas miembros de la familia MerR
involucrados en la resistencia a cobre, estd dada por el
espaciamiento de siete aminoacidos entre las cisteinas
conservadas 112 y 120 de la regiéon C-terminal.?

Como enteropatégeno del humano, V. cholerae requie-
re de sistemas de tolerancia al cobre para sobrevivir en
la condicién intestinal anaerobia y ligeramente acida.
La elucidacién de estos sistemas y su papel durante la
patogénesis de V. cholerae son aspectos de interés para
comprender los mecanismos de adaptaciéon usados por
este microorganismo durante la infeccién del humano.
Por ello, se hace necesario identificar a los genes poten-
cialmente involucrados a través de métodos bioinforma-
ticos y posteriormente, clonar a los genes identificados
y obtener mutantes en dichos genes para estudiar si las
proteinas codificadas por estos tienen una funcioén fisio-
légica in vitro. Un andlisis de la sensibilidad al cobre de
mutantes de V. cholerae en los genes que codifican para
las proteinas hipotéticas VCA0261-VCA0260 y VC2216
y para la ATPasa CopA, codificada por el gen VC2215,
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demostré que estos estan relacionados con la tolerancia
al cobre en aerobiosis y anaerobiosis.'®!! Sin embargo,
no se identificé al o los regulador (es) que controlan la
expresion de estos genes y que median la resistencia
al cobre. Un estudio in silico de la conservacién en V.
cholerae de los sistemas de tolerancia descritos en E. coli
revel6 que el gen VC0974 es homologo al regulador cueR
y en la base de datos SWISS-PROT su producto génico
estd anotado, por similitud de secuencias, como CueR
(http:/mwww.expasy.org/uniprot/POC6D2).!! Sin embargo,
no existen evidencias experimentales que corroboren
esta asignacion. Tomando en consideracién estos an-
tecedentes, el presente trabajo se propuso abordar la
clonacién del gen VC0974 y la obtencién de mutantes de
supresion de V. cholerae en dicho gen para caracterizarlos
en cuanto a su sensibilidad al cobre.

Clonacion de VC0974 y mutagénesis in vitro.

Se amplificé un fragmento de 1241 pb a través de una
reacciéon en cadena de la polimerasa utilizando como
molde el ADN cromosomal de la cepa de V. cholerae
C17258! y el par de oligonucleétidos directo y reverso
5"-AGCAACTGAACTCGGATT3 " y 5"-GGGTATTGCT
GGCCG-3’ (Fig.1A). El fragmento de ADN obtenido (Fig. 1A,
linea discontinua) se cort6 con las enzimas de restriccion
EcoRI y Pstl y el segmento de 1142 pb resultante, se
cloné en el plasmidio pIJ2925'2 digerido con las mismas
enzimas, con lo que se obtuvo el plasmidio pIJ-VC0974.
El fragmento clonado en él incluyé a los nucleétidos
que codifican para los ultimos 110 aminoacidos del
producto génico de VC0973 (una proteina hipotética),
el producto génico de VC0974 completo y los tGltimos
102 aminoacidos de la proteina codificada por el gen
VC0975 (una proteina hipotética conservada). A conti-
nuacion, para mutar el gen VC0974, el plasmidio pIJ-VC0974
fue cortado con las enzimas Clal y Sacl que escinden un
segmento de 383 pb que incluye los tripletes codificadores
para los ultimos nueve aminodacidos del producto génico de
VC0973 y los primeros 98 aminoacidos del producto génico
de VC0974 (Fig. 1A). El fragmento restante de 3409 pb se
purificé y sus extremos se trataron con la enzima T4
ADN polimerasa y se religaron con T4 ADN ligasa, para
obtener el plasmidio pIJ-AVC0974, el cual fue digerido
posteriormente con la enzima BglII, cuyos sitios se en-
cuentran flanqueantes al sitio multiple de clonaje del
plasmidio pl1J2925'? y escinden el fragmento clonado de
768 pb que contiene la deleciéon. Este segmento se clon6
en el vector suicida pCVD442B* digerido con BglIl y se
obtuvo el pPCV-AVC0974. El fragmento clonado en este plas-
midio tiene delecionado el segmento de 383 nucleétidos
comprendido entre los sitios de corte para las enzimas
Clal y Sacl (Fig. 1A) que incluye los tripletes codifica-
dores para los ultimos nueve aminoacidos del producto
génico de VC0973 y los primeros 98 aminoacidos del
producto génico de VC0974. Teéricamente, a raiz del
ligamiento de los extremos generados por la digestion
con las enzimas Clal y Sacl y posterior tratamiento
con la T4 ADN polimerasa, se debe crear un codén de
parada en el mismo marco de lectura del producto gé-
nico de VC0973 de manera que se eliminan los Gltimos
nueve aminodacidos y se suman tres nuevos a su extremo
carboxilo terminal. La secuenciaciéon nucleotidica del
clon seleccionado corroboré que ocurrié la deleciéon de
384 pb, pero la secuencia de la fusién de los extremos
generados por el corte de las enzimas y tratamiento con
la T4 polimerasa no se correspondié con la esperada. La
secuencia de esta regién mostré que a continuacion de
la delecién, se gener6 un codén de parada en el mismo

marco de lectura del gen VC0973, con lo que se adiciond
un aminoacido al C-terminal de su producto génico. Se
asumié que el cambio de los Gltimos nueve aminoacidos
presentes naturalmente en el producto génico de VC0973
por el nuevo que se genero segun la secuenciacién nu-
cleotidica no afectaria la tolerancia al cobre en la cepa
que contuviera esta modificacion.

Modificacion genética de V. cholerae C7258 para mutar
el gen VC0974.

Se remplazé el fragmento de restriccién EcoRI
—PstI (Fig. 1A) del cromosoma de V. cholerae C7258 por
el fragmento genéticamente modificado presente en
el plasmidio suicida pCV-AVC0974, de acuerdo con el
procedimiento descrito anteriormente.’® La estructura
génica del cointegrado con el pCV-AVC0974 y de 10 de
sus segregantes derivados, se evalué por digestiéon de los
ADN cromosémicos con la enzima Xhol e hibridacién de
acidos nucleicos de tipo Southern blot mediante el uso
como sonda del fragmento BglII de ~1,1 kb derivado
del plasmidio pIJ-VC0974 que contenia al gen VC0974
(Fig. 1A). En el ADN cromosémico de la cepa salvaje
C17258, la sonda hibridé con dos fragmentos de restric-
ci6on Xhol de ~ 5,5 kb y ~ 6,8 kb (Fig 1B, carril a), que se
correspondian con los fragmentos cadena arriba y abajo,
respectivamente, del sitio de corte de Xhol dentro de
VC0974 (Fig. 1A). En el ADN del cointegrado, la sonda
hibridé con dos fragmentos de restriccion Xhol de
~ 13,9 kb y ~ 5,5 kb (Fig 1B, carril b), lo que indicé que
la integracién del plasmidio suicida de 7,1 kb, que no
contenia sitio de corte para Xhol en su secuencia, ocu-
rri6 por la regién cuesta abajo de la delecién realizada
in vitro al gen VC0974 (dentro del fragmento de 6,8 kb,
Fig. 1A). Los mutantes, por otra parte, debian generar
una Unica banda de ~ 12 kb, ya que el sitio de corte para
Xhol, presente en el interior del gen VC0974, se encon-
traba en el fragmento que se delecioné (Fiig. 1A). En el
ADN de seis de los 10 segregantes evaluados, la sonda
hibridé con un fragmento Xhol de ~ 12 kb, lo que indicd
la presencia en el cromosoma del gen VC0974 mutado
(Fig. 1B, carril cy d). Entre los segregantes evaluados se
encontro el C7258-AVC0974-1 , el cual se seleccioné para
hacer un anédlisis de su sensibilidad al cobre.

Sensibilidad al cobre del mutante en el gen VC0974
derivado de V, cholerae C258.

La sensibilidad al cobre de la cepa parental V. cho-
lerae C7258 y el mutante C7258-AVC0974-1, se evaluo
mediante la determinacién de la concentracién minima
inhibitoria de CuSO, en placas del medio de cultivo
syncase en aerobiosis y anaerobiosis, segun lo descrito
anteriormente.’® La concentracion minima inhibitoria
del CuSO, para la cepa mutante fue menor que para la
cepa salvaje en ambas condiciones de cultivo (Tabla 1).
Ademas, las colonias de la cepa mutante en aerobiosis
y 0,5 mmol/LL de CuSO, variaron su morfologia y en
1 mmol/L de CuSO, disminuyeron su tamano apreciable-
mente respecto a las colonias de la cepa salvaje (Fig. 1C).
Estos resultados sugirieron que la mutacién introducida
en el gen VC0974 afecta la tolerancia al cobre en ambas
condiciones de cultivo, aunque no se debe descartar a
priori una posible influencia de la modificacién realizada
en el C-terminal del producto génico de VC0973.

Para determinar si el aumento de la sensibilidad al
cobre en el mutante se debia ala delecién realizada al gen
VC0974, la cepa mutante C7258-AVC0974-1, se transfor-
moé con el plasmidio pIJ-VC0974, que contiene una copia
salvaje del gen VC0974 y como control, con el plasmidio
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Fig. 1. A) Organizaciéon génica de la region del cromosoma adyacente a VC0974. Entre paréntesis se encuentran las coordenadas
relativas de los genes representados por flechas y de los sitios de corte de las enzimas de restriccion y los oligonucledtidos usados

en el estudio. La flecha discontinua senala el fragmento de ADN clonado, el que se utilizé ademds, como sonda en el andlisis por

Southern blotting. B) Andlisis por Southern blotting de la estructura genética de los cointegrados y segregantes obtenidos durante
la construccion de los mutantes en el gen VC0974. a) ADN cromosomal de C7258; b) ADN cromosomal del cointegrado de C7258-
pCV-AVC0974-1; ¢ y d) ADN cromosomal de los segregantes C72AVC0974-11 y C72AVC0974-12. A la derecha, marcador de peso
molecular de 1 kb de Invitrogen. C) Sensibilidad de las cepas de V. cholerae C7258, C7258 y su derivado AVC0974, C72AVC0974-11
a diferentes concentraciones de CuS0O4 en aerobiosis. D) Andlisis de complementacion del mutante C72AVC0974-11 transformado
con el plasmidio pIJ-AVC0974, 11/control o con el plasmidio pIJ-VC0974, 11/VC0974.

Tabla 1. Sensibilidad al cobre de V. cholerae C7258 y la cepa derivada mutante en el gen VC0974

Concentraciéon Minina Inhibitoria (CMI)*

+0, -0,

Cepa umol/L de CuSO, umol/L de CuSO,
C1258 4000 200
C72AVC0974-1, 1500 100

* La CMI para cada cepa se determiné en placas de syncase que contenian cantidades crecientes de CuSO,
en aerobiosis (+0,; de 62,5 umol/L a 4000 umol/L) y anaerobiosis (-O,; de 1,5 pmol/L a 200 umol/L).

pIJ-AVC0974, que contiene una copia mutada. Tres de los
transformantes obtenidos en cada caso, se crecieron en
medio de cultivo syncase suplementado con 1,5 mmol/L
de CuSO, y ampicillina a 100 ug/mL en aerobiosis durante
24 h. La cepa mutante transformada con el pIJ-VC0974
creci6 en presencia de cobre; sin embargo, la cepa trans-
formada con el pIJ-AVC0974 no crecié en estas condiciones
(Fig. 1D). Este resultado confirmé que la disminucién
de la tolerancia al cobre observada en el mutante fue
consecuencia de la delecién realizada en el gen VC0974
y vincula su producto génico con este proceso.

El producto génico de VC0974 fue anotado como un
regulador transcripcional perteneciente a la familia de
reguladores MerR en la primera anotacién del genoma
de V. cholerae' y posteriormente, como CueR en la base

de datos SWISS-PROT. En concordancia, el producto
génico de VC0974 posee las secuencias conservadas
presentes en la regiéon N-terminal de la hélice de dime-
rizacién y en la cavidad del sitio de unién de metales,
donde se encuentran las cisteinas importantes para la
unioén a cobre,'! predichas segiin un alineamiento de
las secuencias aminoacidicas de CueR de E. coli y otros
homologos, tomando como base la estructura cristalina
de CueR de E. coli.’® En este microorganismo, CueR es
activado por los iones Cut y Ag* presentes en el citoplas-
ma y activa la expresion de los genes copA y cueQO."# De
acuerdo con los resultados, este trabajo propone que el
producto génico de VC0974 confiere resistencia a cobre
en V. cholerae a través de la activaciéon de la expresién
de los genes involucrados en la tolerancia a cobre, en
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particular de VC2215, que codifica para la ATPasa CopA.!!
Sin embargo, debido a que en un analisis del genomade V.
cholerae E1 Tor N16961 no se identificé ninguna proteina
que fuera homologa a CueQ,! seria interesante deter-
minar si el producto génico de VC0974 regula, ademas,
la expresién del gen VCA0261-VCA0260, el que codifica
para una proteina necesaria para la tolerancia al cobre en
aerobiosis.’ Coincidentemente, un analisis filogenético
reciente identificé al gen VC0974 como el homodlogo de
CueR en V. cholerae y encontré como posibles sitios ope-
radores diana a secuencias presentes cuesta arriba de los
genes VC2215y VCA0262.% El gen VCA0262 se encuentra
cuesta arriba del gen VCA0261-VCA0260 y se transcribe
en la misma orientacién que este,* por lo que pudieran
constituir una unidad transcripcional.

En conclusion, con este trabajo se demostré experimen-
talmente que el gen VC0974 de V. cholerae estd involucrado
en la tolerancia al cobre en aerobiosis y anaerobiosis. Este
gen codifica para un homoélogo del regulador transcripcio-
nal CueR, segtin una prediccién hecha por un analisis de
su secuencia aminoacidica.'*!® El mutante obtenido sera
util para determinar qué genes son activados por este
regulador en respuesta a cobre, de modo que se puedan
develar los sistemas utilizados por V. cholerae para tolerar
concentraciones téxicas de este elemento.
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