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RESUMEN. Lasecuencia del genomade Vibrio cholerae N16961 esta depositada en
una base de datos del Instituto de Investigaciones del Genoma de E.U.A. (TIGR, por
sus siglas en inglés). En esa base de datos los genes VCA0260 y VCA0261 estan anota-
dos como dos genes superpuestos e independientes que codifican para dos proteinas
hipotéticas de 11,9 kDay 7,3 kDa, respectivamente. Previamente, en el laboratorio de
los autores, se realiz6é un estudio proteémico de la cepa de V. cholerae C7258 cultivada
en anaerobiosis. En ese trabajo se identificé una mancha de proteina sobre-expresada
en esas condiciones que contenia péptidos pertenecientes a las proteinas codificadas
por los genes VCA0260 y VCA0261. Este hallazgo sugirié que los genes VCA0260 y
VCAO0261 constituian un Unico gen que codificaba una sola proteina. En el presente
trabajo se describe laamplificacion por PCR, clonaciény secuenciacién de las regiones
de los ADN cromosémicos que comprenden a los genes VCA0260 y VCA0261 de las
cepas de V. cholerae N16961 y C7258. Se encontré que las secuencias nucleotidicas
de las regiones provenientes de ambas cepas son idénticas entre si, y diferentes a
la publicada en el TIGR. La secuenciacién reveld la presencia de un nucleétido de
guanina precediendo el codén de parada del gen VCA0261, no incluido en la secuen-
ciapublicada en el TIGR. Esta guanina provoca un corrimiento del marco de lectura
del ORF (Open Reading Frame) VCA0261 al mismo del ORF VCA0260, generandose
un ORF mas largo que contiene a los anteriores. Este nuevo ORF codifica para una
proteina de 18,7 kDa de peso molecular. La sintesis de esta proteina en Escherichia
coli, a partir de las regiones clonadas, se corroboré por espectrometria de masas. Asi,
los genes VCA0261 y VCA0260 constituyen un unico gen (VCA0261-VCA0260) que
codifica una proteina en V. cholerae. Por otro lado, la regién del ADN cromosémico
que contiene a este gen se aleciond de la cepa de V. cholerae C7258, y el mutante asi
obtenido se evalué en cuanto a sensibilidad a CuSO, en medio sélido. Se encontré que
el mutante era mas sensible al cobre que la cepa parental, lo que sugirié que la proteina
codificada por el gen VCA0261-VCA0260 esta relacionada con la homeostasis a este
ion en dicho microorganismo. Esta proteina, sin embargo, no parece ser importante
para la colonizacion de V. cholerae en presencia de 10 pmol/L de CuSO,.

ABSTRACT. The sequence of the genome of Vibrio cholerae N16961 is deposited
in a database of The Institute for Genomic Research (TIGR). In that database,
genes VCA0260 and VCAO0261 are annotated as two independent and overlapped
genes, which are predicted to encode two hypothetical proteins of 11.9 kDa and
7.3 kDa of molecular weight, respectively. In a previous proteomic study of
V. cholerae C7258 cells, one spot up-regulated under anaerobic culture revealed a
correspondence with predicted polypeptides from genes VCA0260 and VCA0261.
This finding suggested that genes VCA0260 and VCA0261 constitute a single gene
encoding a single protein. Here, it is described PCR amplifications, cloning and
nucleotide sequencing of regions spanning both genes from V. cholerae strains
C7258 and N16961. Nucleotide sequencing of both regions showed the existence of
aguanine nucleotide preceding the stop codon of VCA0261, which is absentin the
published sequence. The presence of this guanine changes the reading frame of

ORF VCAO0261 to the same as VCA0260,
resulting in a predicted larger ORF
coding for a protein of 18.7 kDa of
molecular weight. Production of this
protein was co-rroborated by expres-
sion, purification and sequencing by
mass spectrometry of the peptide
synthesized from cloned regions in
Escherichia coli. Thus, VCA0260 and
VCAO0261 genes constitute a single gene
(VCA0261-VCA260) encoding a single
protein. A mutant of V. cholerae C7258
with the gene VCA0261-VCAO0260
deleted from its chromosome was
constructed. In the presence of cop-
per, growth of the VCA0261-VCA0260
mutant was affected compared to
the growth of wild type strain, sug-
gesting that the protein coded by
VCAO0261-VCAO0260 gene is involved
in copper homeostasis in V. cholerae.
On the other hand, this protein does not
seem to play an important role during the
colonization process in the presence of
10 umol/L of copper, in an infant mouse
model of cholera colonization.

INTRODUCCION

El célera es una enfermedad
diarreica severa caracterizada por el
comienzo abrupto de diarreas profu-
sas, acompanadas de vomitosy fiebre,
estado que conduce a la deshidra-
taciony ala acidosis metabdlica. Si no
es tratado, el célera provoca la muerte
en el 50 al 70 % de los casos afectados.!
Esta enfermedad es tipica de paises
subdesarrollados con sistemas de sa-
lud deficientes y pobres condiciones
sanitarias, donde encuentra un am-
biente propicio para su expansion y
constitucién en epidemias.!
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El agente causal del célera es
la bacteria Gram negativa Vibrio
cholerae.! La secuencia del genoma
de la cepa de V. cholerae EI Tor
N16961 fue publicada en el afio
2000,? y esta depositada en una base
de datos en el Instituto de Inves-
tigaciones del Genoma en E.U.A.
(TIGR, por sus siglas en inglés). El
genoma de esta bacteria consiste
en dos cromosomas circulares de
aproximadamente 2,96 y 1,07 Mb
que contienen un total de 3 885
marcos abiertos de lectura (ORF)
predichos.?2 Aunque la secuenciacion
del genoma es un importante primer
paso en cuanto al conocimiento de
este microorganismo, un 42 y un
52 % de los genes predichos para el
cromosoma 1y 2, respectivamente,
codifican para proteinas hipotéticas
y de funcion desconocida.? Por lo
tanto, se impone realizar estudios que
permitan identificar la funcion de
estas proteinas y sus posibles papeles
durante la patogénesisy supervivencia
ambiental de V. cholerae.

Los genes VCA0260 y VCA0261
del cromosoma 2 de V. cholerae estan
solapados 4 pb y codifican para dos
proteinas hipotéticas independientes
de 11,9 y 7,3 kDa, respectivamente,
segun anotacién en el TIGR. En un
andlisis proteémico por electrofore-
sis bidimensional de la cepa de V.
cholerae C7258, realizado en el labo-
ratorio de los autores, se detect6 la
sobre-expresidon anaerébica de una
mancha de proteina que al ser iden-
tificada resulté contener péptidos
cuyas secuencias correspondieron a
las proteinas hipotéticas codificadas
por los genes VCA0260 y VCA0261.2
Este hallazgo, junto al hecho de
que la mancha identificada mostro
un tamarfo de ~ 21 kDa, mayor que
el esperado para las dos proteinas
hipotéticas, sugirié que los genes
VCA0261 y VCA0260 constituyen un
Unico gen que codifica paraunasola
proteina de ~ 20 kDa. En el analisis
proteébmico se encontré ademas,
que muchas de las proteinas sobre-
expresadas en anaerobiosis estaban
relacionadas con lavirulenciay el 75
% de los genes codificadores de las
proteinas identificadas como sobre-
expresadas en esta condicion fueron
inducidos in vivo en un modelo
animal en V. cholerae.®* Aun cuando
los genes VCA0260 y VCA0261 no
fueron detectados como inducidos
in vivo,* se ha sugerido que los
genes del cromosoma 2 de V. cholerae
pueden desempefar un papel im-
portante durante la multiplicacién
en el intestino humano.* Por todas
estas razones, en este trabajo se

decidi6 determinar si efectivamente
los genes VCA0260y VCA0261 consti-
tuian un dnico gen en V. cholerae, asi
como lafuncioén celular de la proteina
codificada por este en diferentes
condiciones de cultivo e in vivo.

MATERIALES Y METODOS
Cepas bacterianas, plasmidios
y medios de cultivo utilizados

La cepa Escherichia coli IM109
[recAl, supE44, endAl, hsdR17,
gyrA96, relAl, thi, A(lac-proAB)] se
utilizé como hospedero durante las
clonaciones en el vector p1J2921.5
La cepa E. coli SM10xpir (thi thr leu
tonA lacY supE recA::RP4-2Tc::Mu
(ApirR6K), Km") se usé como hos-
pedero para la clonacién en el
vector suicida pCVD442,% asi como
cepa donadora en los experimentos
de conjugacién con V. cholerae. Las
cepas de V. cholerae C7258 (O1, EI
Tor, Ogawa, Peru, 1991) y N16961
(01, EI Tor, Inaba, Bangladesh,
1975) se emplearon para la obten-
cién del ADN cromosémicos usado
como molde durante la amplifi-
cacion de la region que contiene
los genes VCA0260 y VCAO0261. La
cepa de V. cholerae C7258 se uti-
liz6 ademas, en la construccién de
un mutante carente de los genes
VCAO0260y VCA0261 de sugenoma.
LacepadeV.cholerae2,-12, (C7258
AcopA) se empleé como control
negativo en los experimentos
de complementacion.

Se utilizaron los medios de cul-
tivo LB (triptona, 1 %; extracto de
levadura, 0,5 % y cloruro de sodio,
1 %), LB-sacarosa (triptona, 1 %; ex-
tracto de levadura, 0,5 % y sacarosa,
10 %) y Syncase (Na,HPO, y K,HPO,,
0,5 %; NH,Cl, 0,118 %; glucosa, 0,4 %
e hidrolizado de caseina, 1 %). Este
medio se suplementé con sales
minerales que contenian Na,SOo,,
626 pmol/L; MgCl2 - 6H20, 206 pmol/L;
MnCl2 - 4H20, 20 umol/L y FeClI3,
18 umol/L . Para preparar medio
solido se afiadi6 agar al 1,5 %.
Cuando fue necesario, los medios
se suplementaron con isopropil-p-
D-tiogalactopiranosido (IPTG)a0,1
mmol/L; 5-bromo-4-cloro-3-indolil-
B-D-galactésido (X-Gal) a 40 pg/mL
y los antibiéticos ampicillina (A)
a 100 pg/mL y polimixina B (P) a
100 U/mL. Los componentes de los
medios de cultivos fueron suminis-
trados por Oxoid.

Para crear las condiciones de cul-
tivo anaerobias, se utilizé el sistema
de sacos Anaerogen, Oxoid, en jarra
anaerdébica cerrada, segun las reco-
mendaciones del fabricante.

Transformacién bacteriana

Las cepas de E. coli y V. cholerae
se transformaron mediante elec-
troporacién, segin Dower y col.” y
Stoebner y Payne,® respectivamente.
Paratransformar plasmidios suicidas
en V. cholerae se utiliz6 el método de
conjugacion bacteriana. Paraello, se
sembraron mezcladas en una misma
placa de LB sélido la cepa donadora
E. coli SM10ipir transformada con
el plasmidio suicida y la receptora
V. cholerae C7258. Al cabo de 4 h de
incubacion a 37 °C la superficie de la
placa se lavé con 1 mL de LB para
recoger las bacterias. Se realizaron
diluciones seriadas de la suspension
bacteriana, de las cuales se sem-
braron 100 uL en placasde LBAP.En
presencia de estos antibioticos s6lo
crecen los transformantes de V. chol-
erae que adquirieron e integraron a
su genomael plasmidio suicidade E.
coli. La presencia de polimixina en
el medio contraselecciona las células
de E. coli que son sensibles a este
antibidtico y laampicillina contrase-
lecciona las células de V. cholerae que
no recibieron el plasmidio.

Técnicas usadas en el trabajo
con el ADN

El aislamiento de ADN genémi-
co se realiz6 segun el método de
Ausubel y col.® y la purificacion
de ADN plasmidico mediante los
sistemas Wizard Plus Midipreps
DNA purification system y Wizard
Plus Minipreps DNA purification
system, ambos de Promega. La sepa-
racién del ADN en geles de agarosa
se hizo segun Sambrook y col.*y la
purificacién de fragmentos de ADN
a partir de estos se realiz6 utilizando
el sistema GFX™ PCR DNA and Gel
Band Purification de Amersham
Pharmacia Biotech segun las reco-
mendaciones del fabricante.

Las enzimas de modificacién-
restricciéon, polimerasas, nucleasas
y ligasas se utilizaron segun los
protocolos convencionales.®

La secuenciacion del ADN se
realiz6 en el Centro de Ingenieria
Genética y Biotecnologia (CIGB)
utilizando un secuenciador ALFex-
pressy el sistema Thermo Sequenase
CyS dye terminator kit, ambos de
Amersham Pharmacia Biotech. Los
cebadores utilizados en cada reac-
cion de secuencia fueron los ceba-
dores directo y reverso de la serie
M13/pUC, que son complementarios
a las regiones adyacentes al sitio
multiple de clonacién del pl1J2921.
El resultado obtenido en la secuen-
ciacién se compar6 con la secuencia
nucleotidica del genoma completo
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de V. cholerae N16961 depositada en
el TIGR. El andlisis de secuencias se
realiz6 con los programas Redasoft
Visual Cloning 2000 y NTI1 Vector 6.0.

La técnica de hibridacion de
Southern blot se realiz6 segiin Sam-
brook y col.** Las muestras de ADN,
digeridas previamente con las enzi-
mas de interés, se separaron en un
gel de agarosa 1 %y se transfirieron
a una membrana de nylon del tipo
Hybond-N segln un procedimiento
de transferencia alcalina por capi-
laridad descendente.!! La detec-
cion se realizé con el sistema de
marcado y deteccién no radioactivo
paradigoxigenina (Roche), segun las
instrucciones del fabricante.

Las reacciones en cadena de
la polimerasa (PCR, por sus siglas
en inglés) se llevaron a cabo en el
equipo de ciclos térmicos PTC150
(MJ Research, EUA)y cada reaccion
de amplificacion se realizdé en un
volumen final de 50 uL que contenia
200 ng de ADN molde; 5 pL de diso-
lucién reguladora de reacciéon 10X
(Promega); 5 uL. de una suspension
de los cuatro desoxirribonucleéti-
dos dATP, dCTP, dGTP ydTTP
(2 mmol/L); 1 uL del oligonucleétido
directo (50 pmol/L), 1 uL del oligonu-
cleétido reverso (50 umol/L); 1 U de
la polimerasa de gran fidelidad pfu
(Promega) y 36 uL de H,O destilada
estéril. En un primer caso, se ampli-
fico el fragmento que contenia a los
genes VCA0260 y VCA0261 a partir
del ADN cromosomal de las cepas de
V. cholerae C7258 y N16961. Para esta
reaccion se uso el par de cebadores
5°-GCT CTA GAT GTG TAT TTT
CAC GCC-3" y 5"-AGT GTC AAC
AAATAG GAA AGAGG-3 loscuales
son complementarios a las regiones
cuesta arriba y abajo de la regién a
amplificar, respectivamente. En la
secuencia de los cebadores cuesta
arriba y cuesta abajo se incluyeron
sitios de corte paralas enzimas Xbal
y Hincll, respectivamente, para fa-
cilitar la posterior clonacién de los
fragmentos amplificados.

Adicionalmente, la técnica de
PCR se utilizé para obtener un frag-
mento con las regiones adyacentes
a los genes VCA0260 y VCA0261 fu-
sionadas, el que mas tarde se utilizd
paraconstruir el mutante molecular-
mente definido con estos genes de-
lecionados. Para esto, primeramente
se amplificaron los fragmentos
flanqueantes a los genes VCA0261-
VCAO0260 de manera independiente,
a partir del ADN cromosémico de
la cepa de V. cholerae C7258. Los
cebadores 8865 (5°-CTT CAG CTT
TTATCATGG TTAGGT TCC T-3")

y 8866 (5"-GGATTT ACT GCGATT
AAT GAA GAG AGG-37) se usaron
para amplificar el ssgmento de 796 pb
cuesta arriba de VCA0260 y el par
8867 (5"-GAT AAA AGC TGA AGC
GGG AAT GGTGAA A-37)y 8868 (5" -
TGCTGCTCAAGT GCT GCG CGA
TAA ACC T-37) se us6 para ampli-
ficar el segmento de 985 pb cuesta
abajo de VCAO0261. Los cebadores
8865 y 8867 comparten entre si una
secuenciacomplementaria de 14 pb,
lo que posibilita la posterior fusién
de los fragmentos amplificados. En
una segunda etapa, los productos
del PCR obtenidos en las reacciones
independientes se purificaron y
mezclaron y utilizaron como ADN
molde en una segunda reaccion
de amplificacion. En esta reaccion
solo se usaron los cebadores 8866 y
8868y el programa de amplificacion
consté de dos secuencias: en los
primeros cinco ciclos se usé como
temperatura de apareamiento 40 °C
y en los ultimos 25 ciclos, se utilizo
65 °C . El tiempo de extension en
ambas secuencias fue de 2 min.

Clonacién del fragmento de ADN
cromosémico que contiene los
genes VCA0260 y VCA0261

Los fragmentos resultantes de la
amplificacién por PCR de la region
que contenia los genes VCA0260 y
VCAO0261, utilizando como moldes
los ADN gendémicos de las cepas de
V. cholerae C7258 y N16961, se digi-
rieron con las enzimas de restriccion
Xbal y Hincll y se clonaron en el
plasmidio p1J2921 digerido con las
mismas enzimas. Dos clones con
el inserto derivado del producto de
PCR obtenido a partir de los ADN
genémicos de las cepas C7258 y
N16961 se denominaron plJ-N830-1
y plJ-N830-2, respectivamente.

Condiciones de inducciéon de la
expresion de los genes clonados

Para los estudios de expresion
proteica las suspensiones de los
clones plJ-N830-1 y plJ-N830-2 se
extendieron en LBA y se incubaron
a 37 °C durante toda la noche. Dos
colonias frescas de cada suspension
se inocularon independientemente
en5mL de LBAY se incubarona37°C
y 220 r/min hasta que alcanzaron
una densidad 6ptica de aproxima-
damente 0,4 a 0,5 a 600 nm . En ese
momento, se les adicion6 el induc-
tor IPTG y se dejaron crecer en las
mismas condiciones durante 3 h .
Alicuotas de 4 - 108 células se con-
servaron para su analisis por electro-
foresis desnaturalizante en geles de
poliacrilamida (SDS-PAGE).

Electroforesis de proteinas

Las electroforesis de proteinas
se realizaron segun protocolos
normalizados,® utilizando geles
de acrilamida 12,5 %. Los geles se
revelaron con azul Coomasie segin
Ausubel y cols.®

Identificacion de proteinas
mediante espectrometria de masas

Para la identificacién de protei-
nas por espectrometria de masas
se contrataron los servicios que
brinda la Division de Quimica Fisica
del CIGB vy el andlisis se realiz6 a
partir de la banda de proteina pro-
veniente de una SDS-PAGE tefiida
con Coomasie.

Analisis de las secuencias
aminoacidicas

El programa BLASTP se utilizé
para buscar homologia con las
secuencias peptidicas depositadas
en las bases de datos internaciona-
les. El programa ClustalW se uti-
lizé pararealizar los alineamientos
de secuencias.

Clonacion de un fragmento que
contenialas regiones flanqueantes
a los genes VCA0260-VCA0261

El fragmento obtenido por PCR
que conteniala fusion de las regiones
flanqueantes a los genes VCA0260-
VCAO0261, donde la zona codificadora
de estos fue suprimida del interior
de la secuencia, se digiri6é con las
enzimas Sspl y Hpal y se clon6enel
vector plJ2921 digerido con Hincll.
Un clon recombinante portador del
fragmento de interés se denomind
plJ AVCA0261-0260 y se conservo a
-70 °C en LB con glicerol al 20 %.

Construccion del plasmidio suicida
pCV-AVCA0261-0260

El fragmento Bglll-Xbal de 1,66
kb proveniente del plJ AVCA0261-
0260 se cloné en el pCVD442 digerido
con las mismas enzimas, con lo que
se obtuvo al pCV-AVCA0261-0260.

Construccién de derivados de la
cepa de V. cholerae C7258 con los
genes VCA0260-0261 suprimidos

La construccion de un mutante
que no portara los genes VCA0260-
VCAO0261 en su cromosoma se realizd
mediante reemplazamiento alélico
de la regién que contenia a estos
genes en el cromosoma de la cepa
de V. cholerae C7258 con esa misma
region mutada presente en el plas-
midio suicida pCV-AVCA0261-0260.
Este plasmidio se introdujo en
V. cholerae mediante conjugacion
y los cointegrantes se selecciona-
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ron en placas de LBAP El sitio de
integracion de los plasmidios en el
cromosoma de cinco cointegrantes
se analiz6 mediante Southern blot.
Se escogieron tres clones en los que
la integracion ocurrié por recom-
binacién homoéloga entre la region
mutada presente en el plasmidioy la
del cromosoma. Dichos clones se cul-
tivaron en caldos de LB sin presion
selectiva de antibioticos, condicion
permisible para la proliferacion de
la fraccion de la poblacién micro-
biana que eliminé las secuencias
de vector de su genoma. Alicuotas
de estos cultivos se sembraron en
placas de LB-sacarosa y se dejaron
crecer a 37 °C . Se tomaron diez co-
lonias de cada placay se replicaron
en nuevas placas de LB y LBA. Se
seleccionaron tres segregantes de
cada cointegrante para verificar sus
estructuras genémicas a través de
hibridacion por Southern blot. Los
clones correctos se conservaron a
-70 °C en LB con glicerol 20 % y se
selecciond, para posterior caracteri-
zacion en cuanto a la sensibilidad al
cobre y colonizaciéon en modelo de
ratéon lactante, al clon denominado
V. cholerae C7258-AVCA0261-0260-2,.

Analisis de complementaciéon
del mutante

La cepa mutante de V. cholerae
C7258-AVCA0261-0260-2, se trans-
formo6 con el plasmidio plJ-N830-1,
que contenia los genes VCA0260-
VCAO0261 salvajesy con el plJ2921
como control. Los transformantes
se seleccionaron en LBA y pos-
teriormente, se les determiné su
nivel de sensibilidad al cobre en
medio sélido.

Sensibilidad al cobre

La sensibilidad al cobre de la
cepa parental V. cholerae C7258 y el
mutante C7258-AVCA0261-0260-2, se
determind a las 24 h de crecimiento
en medio Syncase sélido que contenia
diferentes concentraciones de CuSO,.
Este ensayo se realiz6 en condiciones
de cultivo aerobias y anaerobias. Las
suspensiones de las cepas a carac-
terizar se extendieron en LB y se
incubaron toda la noche a 37 °C . Una
colonia fresca de cada suspension se
inoculé en 5 mL de Syncase y se
incubd a 220 rev/min y 37 °C hasta
que alcanz6 una densidad Gptica de
aproximadamente 1 a 600 nm . Par-
tiendo de una dilucién 10 de estos
cultivos se extendieron 20 puL en un
cuadrante de placas que contenia las
diferentes concentraciones de CuSO,.
Encondicionesaerobias se evallo el
crecimiento de las cepas en 0,5;
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Fig. 1. Representacion esquematica de la organizacion génica de los genes VCA0261
y VCA0260 en el cromosoma 2 de V. cholerae N16961 segun TIGR. Se presentan las
secuencias nucleotidicas de la regiéon donde los dos genes se solapan, de acuerdo con la
secuencia publicada en el TIGR (TIGR) y la determinada para la cepa C7258 en este
estudio (C7258), asi como sus respectivas secuencias aminoacidicas predichas. En oscuro
y con cabeza de saeta, se resalta el nucleétido de guanina identificado en la secuencia
de C7258. Dentro de una llave, los aminoacidos nuevos que se sintetizan a partir del
corrimiento del marco de lectura en VCA0261 por inserciéon de la guanina.

1,0; 1,5; 2,0 y 4,0 mmol/L de CuSO,.
En el caso de condiciones de cultivo
anaerobias se utilizaron concentra-
ciones de 15, 40, 100 y 200 pmol/L .

Ensayo de colonizacion de los
mutantes en el modelo de
ratén lactante

Ratones BalB/c de 3a 5 d de naci-
dos, separados de sus madres 4 h an-
tes, se inocularon intra-gastricamente
con aproximadamente 10° unidades
formadoras de colonias (UFC) de la
cepabacterianaaevaluar. Las células
de V. cholerae parael indculo se crecie-
ron en 5 mL de LB a 37 °C hasta una
densidad 6ptica de 1 a 600 nm, par-
tiendo de colonias frescas en placas
de LB. En el caso donde se evalué la
capacidad de colonizacion de las cepas
en presencia de cobre, al in6culo se
afiadio 10 pmol/L de CuSO,. Luego de
inoculados, los ratones se dejaron toda
la noche a temperatura ambiente en
ausenciade sus madres. Al cabo de las
24 hde inoculacion, los ratones se sac-
rificaron y se les extrajo el intestino
delgado, el cual se lavé dos veces con
PBS (NaCl, 137 mmol/L, Na,HPO,,
9,58 mmol/L, KCI, 2,68 mmol/L,
KH,PO,, 1,47 mmol/L; pH 7,2) y se
homogenizé en un volumen de 5 mL
de la misma disolucién. Los titulos
bacterianos en cada inéculo y los
homogenizados se determinaron por
extension de las diluciones seriadas
de cada uno en placas de LB.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los genes VCA0260y VCA0261 cons-
tituyen un Unico gen que codifica
para una sola proteina

Para determinar si la proteina
de ~ 20 kDa, correspondiente a las
proteinas codificadas por los genes
VCA0260 y VCAO0261 segun el

estudio proteémico de la cepa de
V. cholerae C7258,% era sintetizada
en esta cepa como una sola debido
a una diferencia a nivel génico
entre ellay la N16961, se amplificé
por PCR la region del cromosoma
que incluia a los genes VCA0260 y
VCAO0261. En las reacciones de am-
plificacién se utiliz6 adicionalmente
como molde el ADN cromosémico
proveniente de la cepa N16961.
Estos fragmentos se clonaron
segun lo explicado en Materiales y
Meétodos, con lo que se obtuvieron
los plasmidios plJ-N830-1 y plJ-
N830-2, los que contienen la region
codificadora de los genes VCA0261
y VCA0260 de las cepas C7258 y
N16961, respectivamente.

Posteriormente, los insertos pre-
sentes en los plasmidios pl1J-N830-1
y plJ-N830-2 se secuenciaron y se
encontré que sus secuencias eran
idénticas entre si y diferentes a la
reportadaen el TIGR. La secuencia-
cion revel6 un nucleétido de guanina
precediendo al codén de parada
del ORF VCAO0261, que no estaba
presente en la secuencia publicada
(Fig. 1). Lainsercion de esta guanina
origina un cambio en el marco de
lectura predicho del ORF VCA0261
al mismo marco de lectura del ORF
VCA0260, hecho que generé un ORF
mas largo, que contiene a los anteri-
ores, y que produce una proteina de
18,7 kDa. Este valor concuerda con
el valor observado para lamancha de
proteina en el experimento de pro-
tedmica (21 kDa).2 Asi, el resultado de
la secuenciacion sugiere laexistencia
de un Unico gen que comprende alos
genes VCA0260 y VCAO0261.

Para corroborar el resultado
obtenido en la secuenciacion nucle-
otidica, se estudiaron las proteinas
sintetizadas en E. coli a partir de
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A)

Fig. 2. Analisis de la expresion de los
genes VCA0261-VCAO0260 clonados
en E. coli. A) Gel de la electroforesis
SDS-PAGE de lisados celulares de
E. coli JM109 transformada con los
plasmidios p1J2921 (a), p1J-N830-1 (b
yc)y plJ-N830-2 (d y e) e inducida con
IPTG. f, marcador de peso molecular
de proteinas. Los pesos moleculares de
las proteinas aparecen a la derechaen
kDa. Con una saeta se indica la banda
mayoritaria. B) Espectros obtenidos
por espectrometria de masas durante

B)
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la identificacion de la banda mayoritaria de las carrilerasb y d. Con una saeta se sefiala el pico correspondiente al péptido
triptico codificado por la regiéon donde los genes VCA0261-VCAO0260 se solapan. C) Secuencia aminoacidica del péptido
sefialado en B. Dentro de una llave, los aminoacidos nuevos que son codificados a partir del corrimiento del marco de
lectura predicho en VCAO0261 a raiz de la insercién de la guanina.

los fragmentos clonados en los
plasmidios p1J-N830-1y p1J-N830-2.
Estas construcciones permiten
la induccién de la sintesis de las
proteinas codificadas por los genes
clonados y su posterior purificacion
y secuenciacién por espectrometria
de masas. El patron de expresion
proteica de las células de E. coli
JM109 inducidas, que contienen
los clones pl1J-N830-1 y plJ-N830-2,
poseen una banda de proteina
mayoritaria de aproximadamente
20 kDa de peso molecular (Fig. 2A),
lo que sustenta la existencia de un
Unico gen que codifique para una
sola proteina en los fragmentos
clonados. Las bandas mayoritarias
de proteina, purificadas de las carri-
leras del gel SDS-PAGE derivadas de
cada clon, se identificaron de modo
independiente por espectrometria
de masas. Los espectros de ambas
proteinas fueron idénticos (Fig. 2B),
lo que revelé una similitud a nivel
de secuencia aminoacidica entre
las proteinas producidas a partir
de los genes VCA0260 y VCA0261
provenientes de las cepas C7258 y
N16961. Adicionalmente, el pép-
tido triptico codificado por laregion
donde los genes VCA0261 y VCA0260
se solapan se identifico (sefialado en
la Fig. 2B con una saeta) y se secuen-
cio (Fig. 2C). Se encontré una total
correspondencia entre su secuencia

aminoacidica y la predicha por la
secuencianucleotidica obtenida para
esaregion (Fig. 1y 2C). Estos resul-
tados corroboraron que los genes
VCAO0260 y VCAO0261 constituyen
un unico gen (VCA0261-VCA0260)
que codifica paraunasola proteina
en V. cholerae C7258 y N16961. EI
porqué la secuencia de la cepa
N16961 disponible en el laborato-
rio es diferente ala publicadaen el
TIGR no esta claro, pero se hare-
portado previamente un hallazgo
similar.*? Este resultado evidencia
laimportancia de realizar estudios
de expresion génica aun cuando
se haya determinado la secuencia
nucleotidica del genoma de un
microorganismo.

La proteina codificada por el gen
VCAO0261-VCAO0260 parece estar
relacionada con la resistencia a
cobre en V. cholerae

Para explorar la posible funcién
de la proteina codificada por el
gen VCA0261-VCA0260, primera-
mente se analizé la organizaciéon
génica de la regiéon en el cromo-
soma donde se encuentra este
gen. Estos genes estan ubicados
dentro de una agrupacion de genes
codificados en la misma cadenay
transcritos en el mismo sentido,
en el cromosoma 2 de V. cholerae,
los cuales codifican para proteinas

hipotéticas (VCA0258, VCA0259
y VCAO0262) y reguladores trans-
cripcionales (VCA0256-VCA0257
y VCAO0264), segln anotacion en
el TIGR (Fig. 3). Utilizando un
paquete de programas informati-
cos que predice la existencia de
operones,**teniendo en cuenta la
cercania de los genes, asi como la
conservacién de la organizacion
en al menos otro genoma, se
predice que los genes incluidos
desde VCAO0254 a VCA0264 for-
man un operén,** lo que sugiere
una relacién funcional entre
ellos. Los reguladores transcrip-
cionales predichos en este operéon
son homélogos a reguladores
dependientes de metales, lo que
apunta a un posible papel de los
genes incluidos en el operén en
la resistencia a metales.

La proteina codificada por los
genes VCA0261-VCAO0260, por otro
lado, en una comparacién con las
proteinas de la base de datos no
redundante realizada por BLASTP
fue homologa a 30 proteinas con
valores significativos

(E=8-10%-5-10°).

Muchas de estas proteinas estan
anotadas como proteinas de unién
a cobre no caracterizadas. Ademas,
fue descrito que el gen VCA0261
es homoélogo a un gen presente en
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VCA(258 (5942..6454)

VCA0256 (3740..4408) ——

<=

VCA0254 (654.2822)
VCA0255 (2913.3740)

VCA0257 (4385..5839)

VCA0260 (6651..6842)

-VCA0261 (6837..7157)
CA0202 (7267..7677)

VCA0263 (7783..8325)
‘ VCA0264 (8338..9513
Ul T I ( )
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VCA0259 (6499..6624)

VCAD265 (9698..10078)

Fig. 3. Organizacion génica de la regién de ADN cromosémico que contiene los genes VCA0261 y
VCAO0260 segun TIGR. Entre paréntesis, las coordenadas relativas en pb de los genes representados
por saetas. En negro, genes codificadores de proteinas hipotéticas; en gris, genes de proteinas con
funcién reguladora y en blanco, genes con productos génicos de funcién conocida.

Pseudomonas fluorescens relacio-
nado con la resistencia a cobre en
este microorganismo.*®

Los resultados de las busquedas
realizadas permitieron conjeturar
que la proteina codificada por el gen
VCA0261-VCA0260 estaba relacionada
con laresistenciaacobre en V. cholerae.
La causade la sobre-expresiéon de esta
proteina en condiciones de anaero-
biosis no esté clara. Ha sido descrito
que en estas circunstancias el cobre
se encuentra como cobre (1), el cual
es mas toéxico que el cobre (11), por lo
tanto, los mecanismos homeostéaticos
son activados.**El medio utilizado para
el cultivo de las células analizadas por
proteémica (Syncase) no se suple-
mentd con cobre; sin embargo, su
posible introduccién como contami-
nante en lasolucién de sales que se us6
como suplemento no se descarta.

Construccién de un mutante
de V. cholerae en el gen
VCAO0261-VCA0260

Con el fin de poder determinar
la posible funcién de la proteina
codificada por el gen VCA0261-
VCAO0260 en la homeostasis al
cobre de V. cholerae se construyé un
mutante derivado de la cepa C7258
carente del gen VCA0261-VCA0260
en su cromosoma. Como el gen
VCAO0261-VCA0260 probablemente
formaun operén con los genes adya-
centes, al realizar la supresion se
tuvo en cuenta no alterar el marco de
lectura para evitar posibles efectos
polares en los genes cuesta abajo.

Utilizando la técnica de PCR,
segun los procedimientos descritos
en Materiales y Métodos, los tres
primeros codones de VCA0261 se fu-
sionaronalos Gltimos 12 de VCA0260,
incluyendo al cod6n de parada de
este dltimo. El fragmento de cerca
de 1,7 kb resultante se cheque6 por
digestion individual con las enzi-
mas Dral, Bcll, Nrul y Sphl, con lo
que se obtuvo en cada digestion los
fragmentos esperados. Para verificar
si durante las reacciones de amplifi-

cacion no se introdujo ningln error,
el fragmento que contenia la fusién
se secuencio, para lo cual, se ob-
tuvo primeramente el plasmidio pl1J
AVCA0261-0260, segun lo explicado
en Materiales y Métodos. La secuen-
ciacién nucleotidica del fragmento
insertado en este plasmidio, mostré
que las regiones flanqueantes al gen
VCA0261-VCA0260 estaban fusiona-
das en la misma orientacién en que
se encuentran en el cromosoma 2
de V. cholerae y que del interior de
la secuencia se habia suprimido al
gen VCA0261-VCA0260, quedando
tan solo los tres primeros codones
del gen VCAO0261 y los ultimos
12 pertenecientes al VCA0260,
coincidente con lo esperado. El
fragmento Bglll-Xbal de 1,66 kb
presente en el plJ AVCA0261-0260
se cloné en el pvCD442, segln lo
descrito en Materiales y Métodos,
con lo que se obtuvo el plasmidio
suicida pCV-AVCA0261-0260.

El plasmidio pCV-AVCA0261-0260
se introdujo en V. cholerae C7258
mediante conjugacién segun lo
explicado en Materiales y Métodos.
La estructura génica de los cointe-
grantes y segregantes se evalud
por digestion de sus ADN cromo-
sémicos con la enzima Hindlll e
hibridaciéon de Southern blot. En el
caso de la cepa salvaje la digestion
del ADN cromos6mico con esta en-
zima generé una banda de ~ 3,1 kb,
coincidente con lo esperado (Fig. 4a);
mientras que los tres cointegrantes
evaluados produjeron dos bandas
de ~ 2,2y 4,6 kb (Fig. 4b, tan solo se
muestra el resultado para uno de
los cointegrantes). Este patrén in-
dica que la insercion del plasmidio
en los cointegrantes ocurrié por la
region cuesta abajo del gen VCA0261-
VCAO0260. Por udltimo, la digestion
con Hindlll del ADN cromosémico
de los segregantes carentes del gen
VCAO0261-VCA0260 en su genoma
gener6 una banda de ~ 2,7 kb. De
los diez segregantes evaluados solo
uno, C7258 AVCA0260-0261-2,, resulto

portar esta supresion (Fig. 4c). A con-
tinuacion, se analiz6 la sensibilidad
al cobre de la cepasalvaje C7258y su
mutante AVCA0260-0261-2,,.

21 kb

5,1/4,9 kb
3,5kb

2,0 kb
1,9 kb
1,5kb
1,3 kb

Fig. 4. Analisis por Southern blot de la
estructura genética de los cointegrantes y seg-
regantes obtenidos durante la construccién
del mutante en el gen VCA0261-VCA0260. Se
us6 como sonda el fragmento Bglll de cerca
de 1,7 kb del plasmidio plJ-AVCA0260-0261.
Los ADN cromosémicos de las diferentes
cepas se digirieron con HindllIl. a, C7258;
b, cointegrante con pCV-AVCA0260-0261 y c,
mutante AVCA0260-0261-2,. A laizquierda, el
marcador de peso molecular de ADN del fago
adigeridocon Hindllly EcoR1. El tamarfio de
las bandas se expresa en kb.

Sensibilidad de V. cholerae al cobre
y papel del gen VCA0261-VCA0260
en la resistencia a este metal

La sensibilidad al cobre de V.
cholerae se determiné en condi-
ciones aero6bicas y anaeroébicas. El
sistema utilizado para la genera-
cion de los ambientes anaeroébicos
(Sacos Anaerogen en jarra Oxoid
cerrada) no permite determinar las
velocidades de crecimiento de los
microorganismos en medio liquido,
ya que no admite extraer muestras
durante el cultivo sin afectar el
ambiente anaerdbico existente. Por
estarazon se decidi6 evaluar la sen-
sibilidad al cobre de las diferentes
cepas en medio Syncase solido.
Como control de los experimentos,
se uso la cepa salvaje C7258 y un
segregante derivado del mismo
cointegrante del cual se obtuvo el
mutante AVCA0261-0260-2,, pero
que luego del proceso de segrega-
cién mantuvo una copia salvaje del
gen VCA0261-VCA0260 (2,).

En condiciones aerébicas, lacepa
de V. cholerae C7258 no creci6 en
4 mmol/L de CuSO,. En 2 mmol/L,
por otro lado, el crecimiento se
afectd, observandose variacion en
la morfologia y tamafio de las colo-
nias respecto al control crecido en
ausencia de CuSO,. En 1,5 mmol/L
sin embargo, el crecimiento se
afect6 menos (Fig. 5A).
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Sync / Amp (SA) SA/1mmol/L Cu/IPTG SA/1,5mmol /L Cu/IPTG

Fig.5.A) Sensibilidad a diferentes concentraciones de CuSO, en condiciones de cultivo
aerobias de las cepas de V. cholerae C7258, y su derivado AVCA0260-0261-2,, 2,. Como
control se usé un segregante derivado del mismo cointegrante, del cual se obtuvo el
mutante AVCA0261-0260-2,, con una copia salvaje del gen VCA0261-VCA0260, 2,. B)
Analisis de complementacion del mutante C7258 AVCA0261-0260-23 transformado con
el vector p1J2921, 2 /v o con el plasmidio pl1J-N830-1, 2,/r. Como controles se usaron la
cepa C7258 transformada con el plasmidio pl1J2921, C7258/v y el mutante en el gen
copA, V. cholerae 2,-12,, transformada con el vector p1J2921, 2.-12_ /r y con el plasmidio

plJ-N830-1, 2,-12, /r.

Syncase (Sync)

Syncase + 0,015 mmol/L
CusO,

Syncase + 0,1 mmol/L
CusO,

Fig. 6. Sensibilidad de las cepas de V. cholerae C7258 y su derivado
AVCA0260-0261-2,, a diferentes concentraciones de CuSO, en condiciones

de cultivo anaerobias.

Esto coincide con lo observado
en E. coli, para el cual 2 mmol/L de
CuSO, permite el crecimiento del
microorganismo, pero a una veloci-
dad de duplicacién menor.*

En el caso del mutante AVCA0261-
0260-2, en 2 mmol/L de CuSO, se
afectd notablemente el crecimiento
de sus colonias, lo que fue observado
tan solo a contraluz. En 1,5 mmol/L
la afectacién del crecimiento fue
también muy notable aunque en
este caso, las colonias pudieron ser
vistas (Fig. 5A). En 1,0 mmol/L, por
otro lado, las colonias disminuyeron
de tres a cuatro veces su tamario res-
pecto a la cepa parental (Fig. 5A). Estos
resultados sugieren que la proteina co-
dificada por el gen VCA0261-VCA0260
desempefia un papel importante en la
homeostasis a cobre en V. cholerae, al
menos en concentraciones elevadas
de este compuesto y condiciones ae-
robias. Sin embargo, esta proteinano

debe formar parte de un mecanismo
fundamental en la resistencia a este
compuesto, ya que el mutante crece
normalmente en concentraciones
de cobre de 0,5 mmol/L . Por otra
parte, el otro segregante derivado
del mismo co-integrante a partir del
cual se obtuvo el mutante AVCA0260-
0261-2,, 2,, mostré el mismo patron
de sensibilidad que la cepa salvaje
C7258 (Fig. 5A), lo que sugiere que
el aumento de la sensibilidad obser-
vada en el mutante se relaciona con
la mutacién introducida en el gen
VCA0261-VCA0260. La complement-
acion del mutante C7258-AVCA0261-
0260-2, con el plasmidio plJ-N830-1
restaur6 su capacidad para crecer
en concentraciones de cobre de
1,5 mmol/L, por lo que se descarté
que la sensibilidad aumentada al
cobre se debiera a una mutaciéon in-
troducida inadvertidamente en otro
gen (Fig. 5B). En ese mismo experi-

mento, el control negativo (una cepa
que posee una segunda mutaciéon en
CopA, la ATPasa transportadora de
cobre, esencial en la resistencia a
este compuesto) no crecié en presen-
cia de cobre, aun cuando contenia
al plasmidio plJ-N830-1, indicativo
de la especificidad en la complemen-
tacion del mutante C7258-AVCA0261-
0260-2, (Fig. 5B).

En ambiente anaerobio, por otra
parte, la cepa salvaje C7258 no crecio
en 200 pmol/L de CuSO,, mientras
que en 100 umol/L disminuyé el
tamarnio de las colonias notablemente
(Fig. 6). En 40 umol/L el tamafo
de las colonias disminuy6 a la mi-
tad respecto al control crecido sin
suplemento de cobre y en 15 umol/L ,
no se afecté el crecimiento (Fig. 6). El
aumento de la sensibilidad al co-
bre de V. cholerae en condiciones
de cultivo anaerébicas (10 veces),
respecto a las aerobicas, coincidi6
con reportes previos para otros
microorganismos.®

Las colonias de la cepa del mu-
tante, por otra parte, en 100 umol/L
de CuSO, alcanzaron la mitad del
tamafo de las colonias de la cepa
salvaje (Fig. 6). En 40 umol/L se
afectd el crecimiento respecto al
control crecido sin suplemento de
cobre, pero comparado con la cepa
parental esta afectacion fue muy
pequefa. Estos resultados sugieren
que el papel desempefiado por
la proteina codificada por el gen
VCAO0261-VCA0260 en laresistencia
a cobre de V. cholerae en condi-
ciones de anaerobiosis es menor
que en aerobiosis, lo que pudiera
estar relacionado con que en estas
condiciones sean mas importantes
otros mecanismos de resistencia a
cobre, como ha sido descrito para
E. coli'® y seria consecuente con el
bajo nivel de expresion detectado
para esta proteina en anaerobiosis
en el trabajo de proteémica, aun
cuando sobre-expresada respecto a
la condicién de aerobiosis.® Por otro
lado, en el experimento de proteémica,
en la condicién de aerobiosis, la con-
centracion de cobre pudiera haber sido
muy baja, lo que no permitié la induc-
cion de la expresion de esta proteina.

Evaluacién de la capacidad colo-
nizadora de V. cholerae C7258 y
el mutante AVCA0261-0260-2,, en
ausencia y presencia de cobre

Con vistas a determinar el posi-
ble papel del gen VCA0261-VCA0260,
in vivo, se evalu6 la capacidad
colonizadora de V. cholerae C7258-
AVCA0261-0260-2, en el modelo del
ratéon lactante. Se ha descrito que
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en las condiciones anaerdbicas y
ligeramente acidicas del intestino
humano, los sistemas de resisten-
cia a cobre pudieran desempefar
un papel importante en la super-
vivencia de los enteropatdégenos
al encontrarse concentraciones de
hasta 10 umol/L de cobre en este
compartimiento.'® Por esta razon, se
evalud la colonizacién del mutante
en presencia de 10 umol/L de cobre
y se comparo6 con el nivel de coloni-
zacion en ausencia de cobre. Lacepa
salvaje mantuvo los mismos niveles
de colonizacion en 10 umol/L de
CuSO, respecto al in6culo en ausen-
ciade este compuesto, al igual que el
mutante C7258-AVCA0261-0260-2,
(Fig. 7). Estos resultados muestran
que, al menos en este modelo de co-
lonizacion de V. cholerae, la proteina
codificada por el gen VCA0261-
VCAO0260 no desempefia un papel
importante en la colonizaciéon de
este microorganismo, incluso en
presencia de 10 umol/L de CuSO,,.

CONCLUSIONES

Losgenes VCA0260y VCA0261 del
cromosoma 2 de V. cholerae N16961
constituyen un Unico gen, que codifica
para una proteina relacionada con la
homeostasis al cobre. En condiciones
de aerobiosis y elevada concentracion
de cobre, la contribucién de esta
proteina a la resistencia a este i6n es
muy importante; en anaerobiosis, sin
embargo, la contribuciéon no es tan
evidente. La proteina codificada por el
gen VCA0261-VCA0260, por otro lado,
no desemperfia un papel importante
en la colonizacion de V. cholerae en el
modelo del raton lactante.
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