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RESUMEN 

 
 
 
 

Halomonas titanicae KHS3 es una bacteria ambiental que presenta ciertas características que la vuelven 

biotecnológicamente interesante, como halotolerancia, capacidad de sintetizar polihidroxialcanoatos y 

de metabolizar compuestos xenobióticos. 

Con el fin de estudiar a fondo el sistema de quimiotaxis de H. titanicae KHS3 se ha obtenido la 

secuencia completa de su genoma, y su análisis bioinformático reveló que éste contiene dos clusters de 

genes tipo quimiotaxis que llamamos che1 y che2. El cluster che1 posee un conjunto de genes cuya 

organización y grado de homología hacen presumir que serían los responsables del comportamiento 

quimiotáctico convencional de esta bacteria, y el cluster che2 presenta genes con características 

particulares que lo hacen similar a sistemas no canónicos encargados de funciones alternativas. che2 

codifican un solo quimiorreceptor (Htc10), una histidín quinasa (CheA2), dos proteínas acopladoras 

(CheW2 y CheW3), un regulador de respuesta de dominio único (CheY2) y una diguanilato ciclasa con 

dominio regulador de respuesta en el extremo amino-terminal (DGC2), y proteínas de adaptación 

(CheR2 y CheB2). Esta tesis aborda el estudio de aspectos básicos de esta vía de señalización (Che2) 

codificada en el cluster che2, y para una mejor compresión el trabajo se ha organizado en tres capítulos. 

El primer capítulo es una búsqueda de estímulos químicos de Htc10. Para esto, el dominio de unión 

a ligando predicho de este receptor se clonó en un vector de expresión que facilitó su purificación. Las 

pruebas in vitro realizadas con la proteína recombinante mostraron que ciertos derivados de purina le 

otorgan estabilidad térmica, sugiriendo que podrían unirse en sitios específicos. Los ensayos de ITC 

confirmaron que hipoxantina y guanina tienen gran afinidad por este dominio, con Kd de 2,5 µM y 7,0 

µM, respectivamente. Además, mediante cristalografía por difracción de rayos X se pudo determinar 

que tiene una topología de tipo doble Cache, coincidente con las predicciones informáticas previas, y 

que una molécula de hipoxantina o guanina se une al subdominio distal. Además, se identificaron los 
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residuos involucrados en dicha interacción, y esa predicción fue validada por el análisis de mutantes 

específicos. 

Por otra parte, en el Capítulo II se puso a prueba la hipótesis de que las dos vías de quimiosensado 

de H. titanicae KHS3, Che1 y Che2, señalizan de forma independiente. Para ello se realizaron ensayos 

de complementación en cepas de E. coli mutadas en ciertos genes de quimiotaxis con los respectivos 

genes homólogos de H. titanicae KHS3, y se evaluó el comportamiento en placas de agar blando o el 

patrón de metilación de receptores por western blot. Los resultados mostraron que a diferencia de las 

proteínas del sistema Che1, ni CheW2, ni Htc10 ni CheR2 fueron capaces de interactuar con la 

maquinaria quimiotáctica de E. coli, sugiriendo que esta vía ensambla independientemente a los sistemas 

canónicos y que no interactúa directamente con éstos. Los alineamientos de secuencia permitieron 

identificar reemplazos de residuos en las superficies de interacción de los complejos de señalización que 

podrían determinar la especificidad observada. 

Finalmente, el Capítulo III incluye un análisis de los efectos fenotípicos de mutaciones en ciertos 

genes de la vía Che2 en H. titanicae KHS3. Se generaron alteraciones por deleción de cheB2, 

interrupción de htc10 o sobreexpresión de cheR2, y se evaluó la capacidad de formación de biopelículas 

(por cuantificación con cristal violeta de la biomasa adherida a microtubos) y la movilidad en medio 

líquido (por observación directa al microscopio y por análisis en placas de agar blando). Los resultados 

muestran que cuando la vía está sobreactivada aumenta la biomasa adherida y disminuye la movilidad, 

sugiriendo que el sistema Che2 podría estar implicado en la formación de biopelículas o biofilms. La 

reversión parcial del biofilm exacerbado al expresar una fosfodiesterasa exógena apoya la hipótesis de 

que estos efectos se deben a un aumento en la concentración del mensajero intracelular di-GMPc. La 

inspección de la morfología de colonias y macrocolonias en presencia de Rojo Congo indica que las 

respuestas río abajo podría involucrar un aumento en la producción de exopolisacáridos, consistente con 

el sistema similar Wsp de P. aeruginosa. 

En resumen, el presente trabajo aporta evidencias de que Che2 forma complejos independientes a 

Che1, que hipoxantina y guanina se unen específicamente al dominio sensor periplasmático de Htc10, 

y que alteraciones genéticas en la vía Che2 en H. titanicae afectan la formación de biofilm y la movilidad 

celular en medio líquido. Este aporte podría tener implicaciones en la comprensión de la evolución y la 

diversidad de los sistemas de quimiotaxis en diferentes bacterias, y abre las puertas a futuras 

caracterizaciones en esta especie con potenciales aplicaciones biotecnológicas. 

 

 

 



 
 
 
 
 
 

ABSTRACT 

 
 
 
 

Halomonas titanicae KHS3 is an environmental bacterium with certain characteristics that make it 

biotechnologically interesting, such as halotolerance, and the ability to synthesize 

polyhydroxyalkanoates and metabolize xenobiotic compounds.  

To study the chemotaxis system of H. titanicae KHS3, its complete genome sequence was obtained. 

The bioinformatic analysis revealed that it contains two chemotaxis-like gene clusters, which were 

called che1 and che2. The che1 cluster possesses a set of genes whose organization and sequence 

homology suggest that they are responsible for the conventional chemotactic behavior of this bacterium, 

while the che2 cluster presents genes with characteristics that make it similar to non-canonical systems 

responsible for alternative functions. The che2 genes encode a single chemoreceptor (Htc10), a histidine 

kinase (CheA2), two adaptor proteins (CheW2 and CheW3), a single domain response regulator 

(CheY2), a diguanylate cyclase with a response regulator domain at the amino terminus (DGC2), and 

adaptation proteins (CheR2 and CheB2). This thesis addresses the study of basic aspects of this signaling 

pathway (Che2) encoded in the che2 cluster, and for a better understanding the work has been organized 

into three chapters. 

The first chapter is a search for chemical stimuli of Htc10. For this purpose, the predicted ligand-

binding domain of this receptor was cloned into an expression vector to facilitate its purification. In vitro 

tests with the recombinant protein showed that certain purine derivatives confer thermal stability, 

suggesting that they could bind at specific sites. ITC assays confirmed that hypoxanthine and guanine 

have high affinity for this domain, with Kd of 2.5 µM and 7.0 µM, respectively. In addition, X-ray 

diffraction crystallography revealed that it has a double Cache-like topology, consistent with previous 

computational predictions, and that a single molecule of hypoxanthine or guanine binds to the distal 

subdomain. Residues involved in this interaction were identified, and such prediction was validated 

through the analysis of specific mutant proteins. 



Abstract 

16 
 

On the other hand, Chapter II tested the hypothesis that the two chemosensing pathways of H. 

titanicae KHS3, Che1 and Che2, signal independently. To do so, complementation assays were 

performed in E. coli strains mutated in certain chemotaxis genes with the respective homologous genes 

of H. titanicae KHS3, and their behavior on soft agar plates or the receptor methylation pattern by 

western blot was evaluated. The results showed that, unlike the proteins of the Che1 system, neither 

CheW2, nor Htc10 nor CheR2 were able to interact with the chemotactic machinery of E. coli, 

suggesting that this pathway assembles independently from canonical systems and does not directly 

interact with them. Sequence alignments allowed the identification of residue replacements in the 

interaction surfaces of the signaling complexes that could determine the observed specificity.  

Finally, Chapter III includes a brief analysis of the phenotypic effects of mutations in certain genes 

of the Che2 pathway in H. titanicae KHS3. Alterations were generated by deletion of cheB2, disruption 

of htc10, or overexpression of cheR2, and the capacity for biofilm formation (by quantification of 

biomass adhered to microtubes with crystal violet) and motility in liquid medium (by direct observation 

under microscope and by soft agar plate assays) was evaluated. The results show that when the pathway 

is overactivated, the adhered biomass increases and mobility decreases, suggesting that the Che2 system 

could be involved in biofilm formation. The partial reversal of the exacerbated biofilm by expression of 

an exogenous phosphodiesterase supports the hypothesis that these effects are due to an increase in the 

concentration of the intracellular messenger c-di-GMP. Inspection of colony and macrocolony 

morphology in the presence of Congo Red indicates that downstream responses could involve an 

increase in exopolysaccharide production, consistent with the similar Wsp system from P. aeruginosa. 

In summary, this study provides evidence that Che2 forms complexes independently of Che1, that 

hypoxanthine and guanine specifically bind to the periplasmic sensing domain of Htc10, and that genetic 

alterations in the Che2 pathway in H. titanicae affect biofilm formation and cell motility. This 

contribution could have implications for understanding the evolution and diversity of chemotaxis 

systems in different bacteria and enables future characterizations in this species with potential 

biotechnological applications. 

 

 

 

 



 

 

 
 
 
 
 
 

INTRODUCCIÓN 

 
 
 
 

I. Generalidades sobre sistemas bacterianos de quimioseñalización 

Varias son las peculiares características que permiten a una célula mantenerse con vida, una de las más 

fascinantes es la irritabilidad, es decir, la capacidad de darse cuenta del medio que las rodea y actuar 

en consecuencia. 

Las bacterias, por supuesto, no son una excepción. De hecho, son particularmente hábiles en 

percibir el medio y generar respuestas fisiológicas rápidas y adecuadas, lo que les posibilita habitar 

diferentes ambientes, algunos muy cambiantes otros incluso muy hostiles. Estos diminutos seres son la 

forma de vida más abundante de nuestro planeta, y si bien muchos se encuentran libres en el ambiente, 

otros son feroces patógenos capaces de invadir distintos organismos o mutualistas que desarrollaron 

fuertes vínculos con diversos eucariotas. Por tanto, el estudio de los mecanismos involucrados en la 

detección y procesamiento de los estímulos del entorno, además de ser intelectualmente interesante, 

tiene relevancia médica y económica. No obstante, nuestros modelos actuales lejos están de brindarnos 

una completa comprensión de las complejas herramientas, desarrolladas por evolución, que existen 

detrás de estos fenómenos. 

Podríamos decir que los mecanismos moleculares más caracterizados son aquellos especializados 

en detectar sustancias químicas, y genéricamente se denominan sistemas de quimiosensado o 

quimioseñalización. Dentro de este grupo se encuentran los famosos sistemas de dos componentes, 

gracias a los cuales muchas bacterias pueden modular la expresión de sus genes, el patrón de 

movimiento, o la actividad de ciertas proteínas, como transportadores de membrana o enzimas, en 

respuesta a la presencia de ciertas moléculas en el medio circundante. 
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efector. Para que el Asp se fosforile, el dominio RR debe aproximarse a HK fosforilada y catalizar su 

propia fosforilación utilizando fosfohistidina como sustrato: 

HK-His-P + RR-�✍✔✁ ✁�-His + RR-Asp-P 

El dominio output es el encargado de generar la respuesta celular. Podría ser, por ejemplo, un factor 

de transcripción inhibido por RR no fosforilado, en cuyo caso la respuesta del sistema está relacionada 

con la regulación de la expresión de ciertos genes a nivel transcripcional. Normalmente, la célula es 

capaz de restablecer las condiciones intracelulares previa al estímulo mediante la desfosforilación de 

RR, una hidrólisis espontánea que puede ser catalizada por fosfatasas específicas o por el dominio HK 

inactivo al que está asociado: 

RR-Asp-P + H2O ✁✂✂-Asp + HPO4
2- 

De esta manera, los sistemas de dos componentes, en muchos casos con sofisticadas variaciones 

evolutivas, permiten a las células adaptar su fisiología en función de las señales detectadas por sus 

proteínas sensoras, y así, poder tomar provecho de entornos ventajosos y enfrentar los desfavorables. 

Ver reseñas (Sourjik & Armitage, 2010; Zschiedrich et al., 2016). 

Si bien estos sistemas están ampliamente distribuidos en bacterias no son exclusivos de éstas, 

también están presentes en arqueas y en ciertos eucariotas no animales, y su esquema de funcionamiento 

está muy conservado (Wuichet et al., 2010). 

Un sistema de dos componentes particular: el sistema de quimiotaxis de Escherichia coli 

Es bien sabido que ciertas células son capaces de direccionar sus movimientos para acercarse o 

alejarse de ciertas sustancias, denominadas atrayentes o repelentes respectivamente. Este fenómeno de 

movilidad en respuesta a gradientes químicos se conoce como quimiotaxis, y desde su descubrimiento 

ha sido extensamente investigado en diversos microorganismos, aunque el modelo más estudiado es la 

famosa bacteria intestinal Escherichia coli. 

Este bacilo es capaz de explorar su entorno gracias a la presencia de entre cuatro y seis proyecciones 

extracelulares, conocidas como flagelos (ver Figura 2 A), que le permiten desplazarse en medio líquido. 

Cada flagelo está constituido por tres grandes complejos de naturaleza proteica (Figura 2 B): un largo 

filamento extracelular, un cuerpo basal y una estructura flexible curvada conocida como gancho. 

El filamento es un cilindro rígido y hueco cuyo movimiento impulsa a la célula (Yonekura et al., 

2003). Está principalmente conformado por miles de subunidades de una proteína globular conocida 

como flagelina (o FliC), que se ubican en once filas paralelas, levemente inclinadas, situadas alrededor 

del eje principal (O’Brien & Bennett, 1972); cada fila se denomina protofilamento (Figura 2 B). 

Dependiendo de la interacción entre flagelinas en los protofilamentos, estos pueden ser de dos tipos, R 

(con curvatura dextrógira respecto al eje longitudinal, independientemente de los otros protofilamentos) 

o L (que es levógira), y ambos pueden estar presentes en el mismo filamento ✄☎✡✕✡✆✝✞✌✟✑✠ ✡✠ al., 2021). 

Un filamento normal de E. coli es una superhélice levógira compuesta por nueve protofilamentos tipo 

L y dos de tipo R. 
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De esta manera, el modelo explica la capacidad de controlar los movimientos flagelares en función 

de cambios en la concentración de una determinada sustancia química. Sin embargo, el sistema de 

quimiotaxis le permite a E. coli detectar gradientes de concentración de una sustancia a lo largo de varios 

órdenes de magnitud, y esto se debe a la presencia de un aparato de adaptación compuesto por proteínas, 

denominadas CheR y CheB, capaces de modificar el estado de metilación de la región citoplasmática 

de las MCPs, causando cambios conformacionales que terminan restableciendo la actividad de CheA a 

los niveles previos al estímulo. CheR es una metiltransferasa que cataliza la reacción de metilación de 

residuos específicos de glutamato de las MCPs que forman complejo en estado HK-OFF y, por otro 

lado, CheB es una metilesterasa que tiene mayor afinidad por las MCPs en estado HK-ON y cataliza la 

hidrólisis de grupos metilglutamato. Así, por ejemplo, cuando un compuesto sensado por las MCPs 

desplaza el equilibrio del complejo de señalización hacia la forma HK-OFF, CheR aumenta su actividad 

y, consecuentemente, aumenta el grado de metilación de las MCPs, lo que genera que el complejo 

adquiera conformación HK-ON, y la bacteria experimente aumento de tumbos. En esta condición, será 

necesaria mayor concentración de quimioefector para volver a desplazar el equilibrio hacia la forma 

HK-OFF y que la bacteria retome las corridas. CheB genera el efecto opuesto, equilibrando la acción 

de CheR. Además de su dominio catalítico, CheB contiene un dominio RR, susceptible de ser fosforilado 

por CheA y así aumentar la actividad del dominio catalítico, lo que afecta la velocidad de los procesos 

de demetilación. La acción conjunta de estas enzimas permite restablecer la condición previa al estímulo, 

por lo que la célula puede hacer comparaciones temporales del quimioefector presente, y de ese modo, 

detectar un amplio rango de concentraciones (Hazelbauer & Lai, 2010). 

Este elegante modelo da cuenta del comportamiento quimiotáctico de E. coli, pero no es exclusivo 

de éste. Se han identificado sistemas homólogos en diversas bacterias, algunos de los cuales también 

han sido extensamente estudiados. 

Detalles moleculares del modelo canónico de quimiotaxis 

En la presente sección se expondrán detalles relevantes sobre el funcionamiento de este sistema, 

con el objetivo de contextualizar apropiadamente al lector y facilitar la comprensión de los resultados y 

discusiones incluidas en los capítulos posteriores. 

Los quimiorreceptores modulan la actividad de la quinasa CheA 

Escherichia coli es capaz de responder a diversos de compuestos gracias a la presencia de 5 

quimiorreceptores, Tar, Tsr, Tap, Trg y Aer, siendo los dos primeros los más abundantes (Parkinson 

et al., 2015). Tar, nombrado así por taxis to aspartate and repellents (Springer et al., 1977), es el receptor 

que media la respuesta hacia los atrayentes L-aspartato y maltosa y hacia ciertos repelentes como Ni2+ 

y Co2+ (Hazelbauer, 1975; Mesibov & Adler, 1972; Springer et al., 1977; Tso & Adler, 1974), y Tsr, 

por taxis to serine and repellents (Parkinson, 1975), es el encargado de la quimiotaxis hacia L-serina (y 

✞✝�✆✌✁✌✍ ✏✌✟✌ ✂-aminoisobutirato) y hacia el autoinductor general de quorum sensing AI-2 (Bansal 
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en Tsr (Lin et al., 1994) o aspartato en Tar (Milburn et al., 1991)], pero otros requieren de una proteína 

periplasmática capaz de mediar dicha unión; como maltosa, que se une a Tar gracias a la proteína de 

unión a maltosa MBP, por maltose binding protein (Gardina et al., 1992). De cualquiera de las dos 

formas, cuando el quimioefector se une al LBD se desencadena una serie de cambios estructurales 

reversibles que afectan la dinámica conformacional de la región citoplasmática. En Tar, por ejemplo, se 

ha demostrado que estos cambios empiezan por un pequeño desplazamiento de la hélice TM2 de 1,6 Å 

en dirección perpendicular a la membrana (Chervitz & Falke, 1996). 

En el extremo C-terminal de TM2, en el citosol, se encuentra un dominio modular presente también 

en otros sistemas, conocido como HAMP [por su presencia en histidine kinases, adenyl cyclases, 

methyl-accepting proteins y phosphatases (Aravind & Ponting, 1999)]. Está compuesto por unos 50 

✎✡✍✑✕✆✌✍ ✡✝ ✓✌✎✟✞ ✕✡ ✕✌✍ ✂-hélices paralelas (Figura 5) conectadas por un linker flexible (Hulko et al., 

2006), que en el dímero forma un haz de hélices cuya conformación está fuertemente influenciada por 

la posición de TM2 (Bi et al., 2018). 

Cuando el dominio HAMP sufre una perturbación estructural afecta la conformación de una larga 

�✌✎✁✆✑✆✆✞ ✓✆✡✂✑✄✆✡☎ ✏✌✝ ✡✍✠✎✆✏✠✆✎✞ ✂-hélice superenrollada antiparalela, en la que dos vueltas de hélice 

corresponden a una héptada de aminoácidos (Parkinson et al., 2015). En base al análisis bioinformático 

de miles de quimiorreceptores predichos, Alexander y Zhulin plantearon que los receptores se pueden 

agrupar en familias según la cantidad de héptadas presentes en esta horquilla de señalización (Alexander 

& Zhulin, 2007). Por ejemplo, los receptores de la familia 38H tienen 19 héptadas de aminoácidos en 

cada rama de esta horquilla. Este dominio altamente conservado de aproximadamente 550 residuos 

contiene sitios específicos tanto de unión a CheA, CheW y otras MCPs, como de metilación. La 

conformación de este subdominio, influenciada por la presencia de ligandos y por el estado de 

modificación de los residuos de la zona de adaptación, modula la actividad de CheA (Gao et al., 2019). 

CheA y CheW interactúan con las MCPs para formar grandes complejos de señalización 

La quinasa CheA es una proteína grande compuesta por alrededor de 650 residuos que forman cinco 

dominios separados por linkers de distintas longitudes (Figura 6)(Baker et al., 2006). Estos dominios 

son estructural y funcionalmente distintos, y esto permitió estudiarlos como módulos independientes 

(Swanson et al., 1993). 

Anteriormente se mencionó que las histidín quinasas (HKs) son capaces de autofosforilarse en un 

residuo de His, a partir de ATP, y luego transferir el grupo fosforilo a un dominio regulador de respuesta 

(RR). El residuo de His clave para esta fosfotransferencia se encuentra en el extremo N-terminal de 

CheA (en posición 48 de CheA de E. coli) formando parte un de un dominio compuesto principalmente 

✔✌✎ ✏✆✞✠✎✌ ✂-hélices y denominado P1, que pertenece a la familia de dominios proteicos HPt (por 

histidine phosphotransfer domain) (Zhou et al., 1995). Cuando ese residuo de histidina está fosforilado, 

es capaz de transferir su grupo fosforilo a un residuo Asp del dominio receiver del RR CheY (Sanders 

et al., 1989), mediante una reacción catalizada por el propio RR (Lukat et al., 1992). El dominio P2, 
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La topología del dominio C-terminal de CheR se encuentra en otras metiltransferasas dependientes 

de SAM previamente caracterizadas, sin embargo, en CheR se ha identificado la inserción de un 

✍✆✄✕✌✟✑✝✑✌ ✞✕✑✏✑✌✝✞✆☎ ✞✆ ✁✆✡ ✍✡ ✆✆✞✟✒ ✍✆✄✕✌✟✑✝✑✌ ✂☎ ✁✆✡ ✏✌✟✌ ✆✌ ✟uestra la Figura 8 A consiste en tres 

hebras-✂ ☎ ✆✝✞ ✂-hélice (Djordjevic & Stock, 1998). Este loop, junto al dominio N-terminal, está 

involucrado en la unión a los cinco residuos C-terminal de algunos quimiorreceptores (Barnakov et al., 

1999; Djordjevic & Stock, 1998; Wu et al., 1996), lo que permite el reclutamiento de la enzima. 

CheB2, por otro lado, es la proteína encargada de revertir la modificación generada por CheR. Se 

trata de una enzima de aproximadamente 350 residuos capaz de catalizar la hidrólisis de los ésteres 

metílicos restituyendo los residuos de glutamato (Stock & Koshland, 1978): 

MCP-Glu-CH3 + H2O ✁ MCP-Glu + CH3OH 

Cada receptor contiene múltiples sitios de modificación en dos regiones de la secuencia 

polipeptídica que espacialmente están próximas (ver Figura 5). El receptor de aspartato de E. coli Tar, 

por ejemplo, contiene cuatro sitios principales susceptibles a ser modificados (Terwilliger et al., 1983; 

Terwilliger & Koshland, 1984), dos de los cuales son glutamatos (E302 y E491) y dos glutaminas (Q295 

y Q309). La reacción de deamidación necesaria para que las glutaminas cambien a glutamatos, y así 

puedan ser metiladas por CheR, también es catalizada por CheB: 

MCP-Gln + H2O ✁ MCP-Glu + NH3 

En cuanto a su organización, CheB se compone de dos dominios funcionales separables, uno C-

terminal con el sitio activo, y un dominio regulador N-terminal que incluye el sitio de fosforilación y 

controla la actividad metilesterasa (Lupas & Stock, 1989; Stewart, 1993). El dominio catalítico comparte 

una similitud estructural con CheR (Figura 8 B), lo que podría reflejar un origen evolutivo común, 

aunque esta enzima no utiliza un cofactor de nucleótidos (West et al., 1995). 

Sistemas no canónicos: Pseudomonas como modelo 

Es común que proteínas que funcionan conjuntamente estén codificadas en genes que están 

próximos en el genoma, formando grupos o clusters, lo que ayuda a que la bacteria regule su expresión 

conjuntamente. Este es el caso del sistema de quimiotaxis de Escherichia coli; sus genes forman un 

cluster conocido como che (por chemotaxis) que codifica cheA, cheW, tar, tap, cheR, cheB, cheY y cheZ 

(ver Figura 9 A). Los genes de los receptores Tsr, Trg y Aer están distribuidos en el genoma. 

Con la secuenciación masiva de genomas completos se ha evidenciado que existen clusters 

homólogos a che en diversos organismos. A diferencia de lo que ocurre en E. coli, en muchas bacterias 

y especialmente en las ambientales, existen múltiples sistemas de transducción de señales de este tipo y 

un gran número de genes de quimiorreceptores, hecho que se correlaciona con la mayor exposición a 

entornos cambiantes. Además, varias de las proteínas que forman el núcleo central de estos sistemas 

suelen presentar duplicaciones (con distinto grado de conservación) y/o contener dominios adicionales. 

Se estima que cada una de estas vías son adaptaciones de un esquema básico moldeado evolutivamente 



Introducción 

30 
 

para cumplir diversas funciones celulares, entre las que se encuentra la quimiotaxis (Alexandre et al., 

2004; Wuichet & Zhulin, 2010). 

Un ejemplo particularmente interesante es el patógeno oportunista Pseudomonas aeruginosa, que 

tiene cinco clusters tipo quimiotaxis en su genoma (Figura 9 A) que codifican proteínas que forman 

cuatro complejos de señalización independientes (Figura 9 B, C, D y E), conocidos como Che I (cluster 

I y V), Che II (cluster II), Wsp (cluster III o wsp) y Chp (cluster IV), y un total de 26 MCPs que señalizan 

por estas rutas (D. R. Ortega et al., 2017; Stover et al., 2000). 

Debido a la gran cantidad de trabajos dedicados a estas vías, Pseudomonas es un excelente modelo 

de estudio de la compleja quimioseñalización en bacterias ambientales. Para una descripción detallada 

puede consultarse (Matilla et al., 2021). 

Che I de P. aeruginosa es bastante similar al sistema Che de E. coli en cuanto a estructura, 

funcionalidad y localización subcelular (Güvener et al., 2006; Kato et al., 1999), y la mayoría de MCPs 

(23 de las 26 totales) señalizan por esta vía (D. R. Ortega et al., 2017). Esta bacteria presenta un único 

flagelo polar, por lo que cuando su motor rota en sentido horario (CW) no genera tumbos, como los 

antes descriptos, sino movimientos rectos en sentido opuesto al de desplazamiento por corridas (rotación 

CCW) (Cai et al., 2016; Qian et al., 2013). En este caso, la frecuencia y duración de la pausa del motor 

flagelar son esenciales para el comportamiento quimiotáctico que Che I controla. 

En cuanto a los genes del cluster II, sus productos forman un grupo en el polo celular, pero en 

regiones distintas a Che I (Güvener et al., 2006; D. R. Ortega et al., 2020), que le permite señalizar de 

manera independiente mediante un único receptor citoplasmático denominado McpB (D. R. Ortega 

et al., 2017, 2020). Si bien se ha determinado que los genes de este cluster se expresan en fase 

estacionaria (Schuster et al., 2004), la función de este sistema en gran parte se desconoce, aunque ha 

sido relacionado con quimiotaxis (Ferrández et al., 2002; Hong et al., 2004) y virulencia (Garvis et al., 

2009). Sin embargo, los experimentos que lo vinculan con quimiotaxis no han podido ser posteriormente 

replicados (Güvener et al., 2006; Watts et al., 2011), y los reportes de virulencia no indican ningún 

mecanismo de acción del regulador de respuesta CheY2 fosforilado. 

Por otro lado, Chp (por chemosensory pili) está asociado con un tipo particular de movilidad sobre 

superficies sólidas, denominada twitching, que se basa en ciclos de extensión, adhesión a la superficie y 

retracción de un apéndice polar conocido como pili tipo IV (Darzins, 1994; Whitchurch et al., 2004). La 

extensión es resultado de la polimerización de la subunidad proteica que compone el pili, PilA, y la 

retracción es producto de la despolimerización (Merz et al., 2000; Skerker & Berg, 2001). Al igual que 

Che II, Chp es modulado por un único receptor, PilJ, (D. R. Ortega et al., 2017) que en su conformación 

activa genera que la quinasa, ChpA, fosforile a los dos reguladores de respuesta que contiene este 

sistema, PilG y PilH. Éstos, a su vez, interactúan con las enzimas encargadas de polimerización y 

despolimerización (Bertrand et al., 2010). Además, PilG y PilH se relacionan con un sistema asociado 

a la adenil ciclasa CyaB (Fulcher et al., 2010; Inclan et al., 2016), por lo que cuando Chp está activo 
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que tiene un dominio adicional diguanilato ciclasa), son híbridos (como cheV, una CheW fusionada a un dominio 
CheY), no forman parte del modelo canónico de quimiotaxis (CheD), o, hasta donde se sabe, no forman parte del 
núcleo central de la vía (color negro). B. Sistema Che1 (clusters I y V), funcionalmente similar a Che de E. coli. 
C. Modelo de funcionamiento de Che II (cluster II). McpB no tiene dominios transmembrana, pero se encuentra 
anclada mediante dominios HAMP. No hay reportes sobre el mecanismo de acción de CheY2. McpA, aunque esté 
codificada en el cluster II, señaliza por Che I. D. Sistema Wsp (cluster III). En su estado fosforilado, el regulador 
de respuesta fusionado a un dominio diguanilato ciclasa (WspR) aumenta su actividad enzimática produciendo di-
GMPc que tiene consecuencias en la formación de biopelículas. E. Sistema Chp (cluster IV). Cuando los 
reguladores de respuesta PilG y PilH están fosforilados, interactúan con el aparato de polimerización y 
despolimerización del pili tipo IV (permitiendo la movilidad tipo twitching) y con el sistema que incluye la enzima 
CyaB, favoreciendo la síntesis de AMPc. 

Cabe mencionar que se planteó la hipótesis de que una señal mecánica podría estimular esta vía: las 

células planctónicas (de vida libre, no adheridas) extienden y retraen su pili mientras nadan, pero cuando 

esta estructura retráctil se adhiere a un sustrato, la posterior retracción genera una tensión que induciría 

una modificación que la célula lee químicamente a través de la interacción entre PilA y PilJ (Persat 

et al., 2015). 

Finalmente, la cuarta vía de P. aeruginosa, denominada Wsp (por wrinkly spreader phenotype), 

tiene la notable particularidad de que su regulador de respuesta, WspR, no se une a la base de ninguna 

estructura de movimiento, sino que, al estar fusionado a un dominio con actividad enzimática, cumple 

una función alternativa (Wuichet & Zhulin, 2010). Esta enzima es una diguanilato ciclasa (DGC), que 

cataliza la síntesis de diguanilato cíclico (di-GMPc) a partir de GTP (Hickman et al., 2005): 

� ✁✂✄ ☎ ✕✑-GMPc + 2 P2O7
4- 

Esta vía también es controlada por un único quimiorreceptor receptor, WspA, de localización tanto 

polar como lateral (Güvener & Harwood, 2007; O’Connor et al., 2012), que modula la actividad de la 

quinasa asociada, WspE. Cuando WspR está fosforilada se estimula su actividad enzimática, de modo 

que aumentan los niveles de di-GMPc en la célula y se desencadenan respuestas río abajo relacionadas 

con la formación de biopelículas (De et al., 2008; Hickman et al., 2005; Huangyutitham et al., 2013). 

Las biopelículas o biofilms son comunidades bacterianas embebidas en una matriz extracelular que las 

mantiene unidas y normalmente adheridas a alguna interfase (Costerton et al., 1999). 

Si bien el modelo de quimiotaxis puede explicar gran parte del funcionamiento de los sistemas no 

canónicos, tanto sus mecanismos moleculares característicos como las señales que los controlan, no 

están completamente dilucidados y su estudio constituye un activo campo de investigación. 
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II. Halomonas titanicae KHS3  

Halomonas titanicae KHS3 es una cepa bacteriana aislada en nuestro laboratorio a partir de una muestra 

marina contaminada con hidrocarburos tomada del puerto de Mar del Plata, Argentina (D’Ippólito et al., 

2011). Este bacilo Gram negativo, perteneciente al linaje Gammaproteobacteria, es móvil debido a 

flagelos peritricos y muestra fuerte respuesta quimiotáctica hacia diversos compuestos que puede 

metabolizar, como glucosa, glicerol, citrato, salicilato y fenantreno (Figura 10) (Gasperotti et al., 2018). 

 

Figura 10. Células de H. titanicae KHS3 y su comportamiento quimiotáctico. A. Imágenes de esta cepa 
bacteriana obtenidas por TEM (microscopia electrónica de transmisión). Dos tipos de disposición de flagelos se 
observaron: desordenados (arriba) o formando un haz (abajo). B. Quimiotaxis en placas de agar blando (detalles 
de esta técnica se presentan en el Capítulo II) con medio mínimo suplementado con diversas fuentes de carbono: 
extracto de levadura (YE) 0,25% m/V, citrato de sodio (Cit) 25 mM, glucosa (Gluc) 25 mM, glicerol (Glic) 25 
mM, succinato de sodio (Suc) 25 mM, fenantreno (Fen) 50 µg/mL, salicilato de sodio (NaSal) 25 mM y ftalato 
(Ftal) 50 µg/mL. Adaptado de (Gasperotti et al., 2018). 

Los microorganismos del género Halomonas han cobrado importancia en los últimos años desde el 

punto de vista biotecnológico (Yin et al., 2014). Su habilidad para degradar compuestos xenobióticos y 

la capacidad de crecer en un amplio rango de concentraciones de NaCl, en algunos casos hasta 25% m/V 

(Sánchez-Porro et al., 2010), los convierten en un interesante blanco para procesos de biorremediación. 

Otra aplicación relevante que se podría mencionar es la producción de poliésteres naturales 

biodegradables (polihidroxialcanoatos) que pueden servir como sustitutos a los derivados plásticos del 

petróleo (Chen & Jiang, 2018). 

Sin embargo, actualmente hay escasa o nula información acerca de la quimiotaxis y de otras vías 

de señalización en estos organismos. Con el objetivo de estudiar aspectos básicos de estos sistemas, se 

utilizó la cepa H. titanicae KHS3 como modelo, y se obtuvo la secuencia completa de su genoma 

(Gasperotti et al., 2015). 
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dominio único, cheY2, una asociada a un dominio diguanilato ciclasa predicho, dgc2, y una unida a una 

metilesterasa canónica, cheB2), y finalmente una metiltransferasa (cheR2) (Gasperotti et al., 2018). Las 

secuencias de estos genes están anexadas como material suplementario (Anexo I). Sus respectivos 

productos formarían un sistema de señalización, que denominamos Che2, cuyas secuencias (disponibles 

en el Anexo II) muestran menor conservación respecto a las proteínas del sistema Che de E. coli que la 

observada para las proteínas de la vía Che1. Además, las proteínas codificadas en el cluster che2 

presentan ciertas características particulares (Gasperotti et al., 2018). CheA2 carece del dominio de 

unión a CheY (P2) pero contiene un dominio RR adicional en el extremo C-terminal, y a CheW3 le 

faltan dos hebras-✂ que formarían el barril de la subunidad SD1, importantes para la interacción con la 

quinasa. La metiltransferasa CheR2 está fusionada a un dominio extra C-terminal compuesto por 

repeticiones tetra trico péptidos (TPR, por tetratricopeptide repeat), que son dominios ubicuos en la 

naturaleza, incluso presentes en eucariotas, caracterizados por 2-20 ✎✡✔✡✠✑✏✑✌✝✡✍ ✕✡ ✆✝✞ �✌✎✁✆✑✆✆✞ ✂-

hélice antiparalela de 34 residuos, y que se han vinculado con la unión a otras proteínas y la formación 

de complejos multiproteicos funcionales (Perez-Riba & Itzhaki, 2019), aunque su rol preciso en sistemas 

de quimiosensado de este tipo no ha sido dilucidado (Muñoz-Martínez et al., 2012). Por otro lado, DGC2 

presenta, en su extremo N-terminal, un dominio HPt (histidine phosphotransfer domain, similar a P1 de 

CheA) N-terminal y dos RR, indicando que la fosfotransferencia podría involucrar un mecanismo de 

phosphorelay (Stock et al., 2000), es decir, CheA2 se fosforilaría en His de P1, el grupo fosforilo se 

transferiría intramolecularmente a Asp de su RR, luego a His del dominio HPt de DGC2 y finalmente a 

un Asp de alguno de los RR de esta última. La presencia de dominios RR fusionados a la diguanilato 

ciclasa permite suponer que, similar a Wsp, el sistema Che2 podría estar involucrado en alguna función 

celular alternativa a la de quimiotaxis relacionada con la síntesis de di-GMPc. 

El análisis preliminar de las horquillas citosólicas de todos los receptores predichos de H. titanicae 

KHS3 (los tres del cluster che1, el que está codificado en che2 y otros 21 dispersos por el genoma) 

permitió clasificarlos en las familias propuestas por Alexander y Zhulin (Alexander & Zhulin, 2007): 

todos pertenecen a la familia 36H excepto Htc10, el receptor presente en el cluster che2, que se clasificó 

en el grupo 40H. Trabajos previos indican que los trímeros de dímeros están formados por MCPs que 

pueden ser de igual o distinta especificidad, pero necesariamente de igual longitud (es decir, que 

pertenezcan a la misma familia) (Herrera Seitz et al., 2014), por lo que el quimiorreceptor Htc10 podría 

ensamblar y señalizar de manera independiente. 

Este proyecto de tesis abordará el estudio de aspectos básicos sobre la funcionalidad y organización 

del sistema de transducción de señales del que participa el cluster che2 de H. titanicae KHS3. El 

Capítulo I es un estudio de la estructura y los ligandos específicos de Htc10, el Capítulo II incluye un 

análisis de la función de ciertas proteínas de este sistema y del cruzamiento de la señalización con el 

sistema Che1, y finalmente el Capítulo III un acercamiento al fenotipo relacionado con la vía Che2. 
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Esta caracterización no sólo aportará al conocimiento del sistema codificado en el cluster che2, sino 

que también es una contribución al entendimiento general de los sistemas de quimiosensado de esta 

especie biotecnológicamente interesante.



 

 

 
 
 
 
 
 

OBJETIVOS 

 
 
 
 

Objetivo general 

Caracterizar un sistema de transducción de señales relacionado con quimiotaxis, denominado Che2 y 

codificado en el cluster che2, del aislamiento ambiental Halomonas titanicae KHS3. 

Objetivos específicos 

1 – Caracterizar la movilidad y la capacidad de formación de biofilm de Halomonas titanicae KHS3. 

Se evaluará el comportamiento de la cepa salvaje en cuanto a estas características usualmente 

afectadas por los niveles intracelulares de diguanilato cíclico. 

 

2 – Evaluar el rol del cluster che2 en la movilidad y formación de biofilm. 

Se generarán mutantes por deleción en genes principales del cluster por técnicas de reemplazo 

génico y/o se sobreexpresarán genes exógenos, y luego se comparará el comportamiento con el de la 

cepa salvaje. 

 

3 – Analizar la función de cada proteína del cluster che2. 

Como herramienta para estudiar las funciones de las proteínas del cluster che2 de H. titanicae 

KHS3, se realizarán ensayos de complementación en células de Escherichia coli. Con respecto a los 
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componentes característicos del cluster se evaluará su función de distintas maneras. Para el receptor, se 

analizará su capacidad de activar la quinasa CheA de E. coli, y también se clonará y expresará su 

dominio periplasmático y se evaluará la capacidad de unir ligandos in vitro. Para la metiltransferasa y 

la diguanilato ciclasa, se evaluarán específicamente sus capacidades de metilar el receptor del cluster o 

incrementar los niveles intracelulares de di-GMPc, respectivamente. 

 

4 – Analizar las proteínas del cluster che2 en cuanto a interacción entre ellas o con otras proteínas de 

quimiotaxis de Halomonas. 

Se evaluará la especificidad de las metiltransferasas codificadas en los dos cluster de quimiosensado 

de H. titanicae KHS3, y la posible interacción de las proteínas del sistema Che2 con las de los sistemas 

de quimiotaxis. 



 

 

 
 
 
 
 
 

CAPÍTULO I: 

Estudios estructurales del dominio de unión a ligando de Htc10 

 
 
 
 

Los receptores tipo quimiotaxis o quimiorreceptores (MCP, por methyl-accepting chemotaxis protein) 

son proteínas capaces de captar señales ambientales específicas y, mediante cambios conformacionales, 

activar o inhibir la respuesta del sistema de transducción de señales al cual están vinculados. Para esto, 

las MCPs cuentan con un dominio sensor o de unión al ligando (LBD, por ligand binding domain) 

normalmente extracelular, ya que está flanqueado por dos segmentos transmembrana, y una larga 

horquilla citoplasmática (Parkinson et al., 2015). Esta horquilla es la que interactúa con otras proteínas 

de la vía, por lo que su secuencia está bastante conservada. Por el contrario, los dominios sensores son 

las regiones menos conservadas y pueden adoptar distintos plegamientos; esto se debe a que han sido 

evolutivamente moldeados para unir un sinfín de moléculas (Gavira et al., 2020). La estructura de un 

LBD se puede determinar de manera experimental (por ejemplo, por cristalografía por difracción de 

rayos X) o por modelado computacional, aunque existen pocas familias estructurales comparado con el 

enorme repertorio de ligandos que sensan (Á. Ortega et al., 2017). 

La cantidad y la especificidad de receptores depende del hábitat al cual la cepa bacteriana está 

adaptada. El análisis del genoma de la bacteria marina Halomonas titanicae KHS3 reveló que ésta 

contiene un total de 25 MCPs, 23 de las cuales contienen LBDs y en su mayoría con el mismo 

plegamiento que los receptores de Escherichia coli (4HB, por four-helix bundle), aunque también hay 

representantes de otras familias estructurales (Gasperotti et al., 2018). 

Uno de los 25 receptores de H. titanicae, denominado Htc10, es el que se encuentra codificado en 

el cluster che2, y la mayor longitud de su dominio citoplasmático es indicio de que se ensamblaría en 

complejos de señalización independientes de las otras MCPs. A partir del modelado molecular de su 

LBD se hipotetiza que Htc10 tiene una topología de tipo doble Cache (Gasperotti et al., 2018). 
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Cache es un tipo de dominio extracelular particularmente distribuido en bacterias, que tiene un 

papel en el reconocimiento de moléculas pequeñas en una amplia gama de proteínas, incluyendo los 

canales de calcio y los receptores de quimiotaxis (chemotaxis), de donde proviene su nombre. Los 

dominios Cache se caracterizan por una región N-terminal, con tres hebras-✂ ☎ ✆✝✞ ✂-hélice, y una 

porción C-terminal que consta de algunas hebras-✂ ✍✡✁✆✑✕✞ ✕✡ ✆✝✞ ✎✡✁✑✒✝ ✎✡✆✞✠✑✟✞✟✡✝✠✡ ✕✡✍✡✍✠✎✆✏✠✆✎✞✕✞

(Anantharaman & Aravind, 2000). Por otro lado, la familia estructural doble Cache se caracteriza por la 

presencia de dos dominios Cache en tándem, uno distal y otro proximal a la membrana plasmática, que 

✏✌✟✔✞✎✠✡✝ ✆✝✞ ✂-hélice principal. Los ligandos normalmente se unen de manera directa al subdominio 

Cache distal (Gavira et al., 2018; Liu et al., 2015; Mckellar et al., 2015; Ud-Din et al., 2020), aunque 

también se ha reportado la unión directa al Cache proximal (Machuca et al., 2017), o la unión indirecta 

mediada por una proteína periplasmática (Glekas et al., 2012). 

Actualmente no existe un método que permita predecir el ligando de una determinada MCP a partir 

de la secuencia o la estructura de su LBD. Esto podría revertirse acrecentando las respectivas bases de 

datos, lo que alienta a estudiar no sólo la especificidad de quimiorreceptores, sino también su mecanismo 

de monitoreo de señales. 

El presente capítulo incluye el clonado y la expresión del LBD de Htc10 (LBDHtc10), búsqueda de 

ligandos in vitro y su cristalización en presencia de los posibles ligandos. Estos estudios son un aporte 

esencial a la caracterización del sistema de quimiosensado del cluster che2. 
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Objetivos 

✟ Clonar y expresar en forma recombinante el LBD de Htc10 

✟ Identificar posibles ligandos de LBDHtc10 a través de ensayos in vitro 

✟ Determinar la estructura de LBDHtc10 en presencia de ligandos mediante cristalografía de 

proteínas por difracción de rayos X 

✟ Validar los resultados estructurales obtenidos mediante experimentos de mutagénesis 
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Materiales y métodos 

Material biológico y medios de cultivo 

Cepas 

En este capítulo se utilizaron las siguientes cepas bacterianas: 

✟ Escherichia coli Top10 (Invitrogen): F– mcrA ✖✄mrr-hsdRMS-mcrBC� ✁✂✄lacZ✖☎✆✝ ✖lacX74 

nupG recA1 araD✆✄✞ ✖✄ara-leu)7697 galE15 galK16 rpsL (StrR) endA1 ✟– 

✟ E. coli BL21 (Novagen): F– ompT gal dcm lon hsdSB(rB– mB–) [malB+]K-12(✟S) 

Medios de cultivo 

Los cultivos de E. coli se crecieron en LB: triptona (Difco) 1% m/V, extracto de levadura (Difco) 

0,5% m/V, NaCl (Baker) 0,5% m/V. En caso de utilizar antibióticos, se agregó al medio kanamicina 

(Km, Genbiotech) 50 µg/mL y/o cloranfenicol (Cm, Fluka) 25 µg/mL. Para placas el medio se 

suplementó con agar (Difco) 1,2% m/V.  

Cebadores 

Tabla 1. Cebadores o primers diseñados para clonado o QuickChange. F significa forward y R reverse. La 
secuencia de los sitios de restricción se marca con negrita. 

Nombre Secuencia Descripción Sitio 

nFR3 5’-AAAACCATGGGACTTCAAGCACGTTCACACAGC-3’ Clonado de lbdhtc10 (F) NcoI 

nFR8 5’-GAAACTCGAGCTCCAGGAAGCGCTCGTG-3’ Clonado de lbdhtc10 (R) XhoI 

nFR51 5’-GGTCGGGGCTACTTTTTCCAACTGCGC-3’ Mutación Y125F (F)  

nFR52 5’-GCGCAGTTGGAAAAAGTAGCCCCGACC-3’ Mutación Y125F (R)  

nFR53 5’-CGCTTACGAGCTAGCTTTAGCTAGCGACACCTTCTC-3’ 
Mutación N161A y 

D163A (F) 
 

nFR54 5’-GAGAAGGTGTCGCTAGCTAAAGCTAGCTCGTAAGCG-3’ 
Mutación N161A y 

D163A (R) 
 

nFR55 5’-CCTTTGTGTACGTCGCTTATCGCAGCACG-3’ Mutación N177A (F)  

nFR56 5’-CGTGCTGCGATAAGCGACGTACACAAAGG-3’ Mutación N177A (R)  

Plásmidos 

Tabla 2. Plásmidos utilizados en este capítulo. 

Nombre Características Fuente 

pET28a KmR, inducible por isopropil-✠-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG) Novagen 
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pKJE7 
CmR, codifica las chaperonas DnaK-DnaJ-GrpE, inducibles por L-

arabinosa 
Takara Bio 

Inc 

pFR2 
Derivado de pET28a que codifica el LBD de Htc10 de KHS3, clonado 

entre los sitios NcoI y XhoI 
Este trabajo 

pLBDHtc10-FNDN Derivado de pFR2, con la mutación Y125F Este trabajo 

pLBDHtc10-YAAN Derivado de pFR2, con las mutaciones N161A y D163A Este trabajo 

pLBDHtc10-FAAN Derivado de pFR2, con las mutaciones Y125F, N161A y D163A Este trabajo 

pLBDHtc10-YNDA Derivado de pFR2, con la mutación N177A Este trabajo 

pLBDHtc10-FAAA 
Derivado de pFR2, con las mutaciones Y125F, N161A, D163A y 

N177A 
Este trabajo 

Clonado de lbdhtc10 

Amplificación del gen 

El fragmento que codifica para el dominio periplasmático del quimiorreceptor Htc10, LBDHtc10, 

(94-927) se amplificó por reacción en cadena de la polimerasa (PCR, por polymerase chain reaction), 

usando ADN genómico purificado como molde y los primers nFR3 y nFR8 (sus secuencias se muestran 

en la Tabla 1). La mezcla de reacción contenía Taq (PB-L Productos Bio-lógicos) 1,5 U, dNTPs (PB-L 

Productos Bio-lógicos) 0,5 mM, MgCl2 (PB-L Productos Bio-lógicos) 3 mM, 0,25 µM de cada 

oligonucleótido (Tabla 1) y buffer 1X de reacción (PB-L Productos Bio-lógicos). Los ciclos de PCR 

fueron: (95 °C, 1 min) x 1; (95 °C, 30 s; 50 °C, 30 s; 72 °C, 1 min) x 31; (72 °C, 5 min) x 1, en 

termociclador T100TM Thermal Cycler (Bio-Rad). El producto fue visualizado por electroforesis en 

geles de agarosa 1% m/V en buffer TBE 1X [tris(hidroximetil)aminometano -Tris, SigmaAldrich- 89 

mM llevado a pH 8,0 con HCl 6 M -Cicarelli-, ácido bórico 89 mM -Genbiotech-, ácido 

etilendiaminotetraacético -EDTA, SigmaAldrich- 2 mM]. 

Digestión enzimática de ADN 

Tanto el producto de amplificación (previamente purificado con el kit comercial EasyPure Quick 

Gel Extraction Kit de Transgenbiotech) como el vector de expresión pET28a (obtenido con el kit 

comercial EasyPure Plasmid MiniPrep Kit) fueron digeridos con las enzimas NcoI (Thermo Fisher) y 

XhoI (Thermo Fisher). Las reacciones fueron realizadas en las condiciones recomendadas por el 

fabricante. 

Ligación 

La ligación de ADN se llevó a cabo con T4 ADN ligasa (Promega) empleando una relación 3:1 

inserto:vector en buffer provisto por el fabricante. La incubación se realizó durante toda la noche a 4°C. 
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Preparación de células competentes 

Para la obtención de células competentes, 25 mL de LB fueron inoculados 1% V/V con un cultivo 

saturado de E. coli y se incubaron a 37 °C. Después de 1,5 h, las células se cosecharon (5000 x g 10 

min), se resuspendieron en 10 mL de CaCl2 (Merck) 0,1 M frío, y se incubaron 30 min en baño de hielo. 

Pasado este tiempo se centrifugó de nuevo, y finalmente las células se resuspendieron en 2,5 mL de 

CaCl2 0,1 M (a 4 °C) con glicerol 15% V/V. 

Transformación 

Para la transformación de E. coli, 200 µL de células competentes se incubaron junto al producto de 

ligación en baño de hielo por 30 min. Luego de realizar choque térmico de 2 min a 42 °C, se agregaron 

800 µL de LB y se incubaron 30 min a 37 °C. Finalmente, las células transformadas se seleccionaron en 

placas de LB suplementado con antibiótico. 

Análisis de transformantes 

Algunas colonias de E. coli Top10 transformantes se cultivaron en medio LB líquido suplementado 

con antibiótico, y se obtuvo su ADN plasmídico mediante EasyPure Plasmid MiniPrep Kit. 

Posteriormente se verificó la presencia del gen mediante PCR (en las mismas condiciones que fueron 

descriptas anteriormente) y posterior secuenciación (Macrogen Inc, Korea). La construcción obtenida 

se denominó pFR2 (ver Tabla 2). 

Mutación en residuos puntuales de LBDHtc10 

Las mutaciones puntuales en LBDHtc10 se generaron por mutagénesis sitio dirigida por PCR 

(QuickChange), usando pFR2 como molde, la polimerasa Pfx (Invitrogen) y primers llevando las 

mutaciones deseadas (sus secuencias se encuentran en la Tabla 1). Los ciclos en termociclador fueron: 

(94 °C, 1 min) x 1; (94 °C, 1 min; 58 °C, 1 min; 68 °C, 15 min) x 21; (68 °C, 10 min) x 1. El producto 

de amplificación se digirió con DpnI (Thermo Fisher) por 1,5 h a 37 °C, para eliminar las especies 

metiladas o hemimetiladas, y luego se utilizó para transformar células E. coli Top10 competentes. Las 

construcciones fueron confirmadas por secuenciación. 

Expresión de la proteína recombinante en la fracción soluble 

Para determinar las mejores condiciones de expresión de LBDHtc10, 25 mL de LB con el 

antibiótico correspondiente fueron inoculados 1% V/V con un cultivo saturado de células E. coli BL21 

transformadas e incubados a 37 °C hasta una densidad óptica (DO), medida a 600 nm, de 0,4 

aproximadamente. Se indujo la expresión proteica con isopropil-✂-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG, PB-

L Productos Bio-lógicos) 0,1 o 0,5 mM, con o sin L-arabinosa (Merck) 0,5% m/V, con agitación 4 h o 

toda la noche, a 18, 28, o 37 °C. Luego, el cultivo se centrifugó a 5000 x g durante 10 min a 4 °C y el 

precipitado se resuspendió a DO 20 con buffer Tris-HCl 25 mM pH 8,0, suplementado con NaCl 300 
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mM, lisozima de clara de huevo (Genbiotech) 1 mg/mL y fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF, 

SigmaAldrich) 1 mM. Esta suspensión se sonicó en Sonics Vibra-Cell VCX-600 Ultrasonic Processor, 

con 60 ciclos de 2 s de sonicado y 3 s de descanso. El extracto resultante (proteínas totales) fue 

centrifugado durante 45 min a 23000 x g a 4 °C y, luego, tanto el precipitado (fracción insoluble) como 

el sobrenadante (fracción soluble) se separaron y se guardaron a -20 °C. En las siguientes expresiones, 

la fracción soluble se obtuvo a partir de 1 L de cultivo, con inducción con IPTG 0,1 mM a 18 °C, 

siguiendo el protocolo recién expuesto. En todos los casos, la presencia de LBDHtc10 se analizó por 

electroforesis en geles de poliacrilamida. 

Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

Los extractos proteicos totales se obtuvieron a partir de cultivos celulares cosechados, lavados con 

buffer KPE (K3PO4 -Merck- 10 mM pH 7, EDTA 0,1 mM), resuspendidos en 50 µL de buffer de siembra 

(Tris-HCl 50 mM pH 6,8, glicerol 10% V/V, dodecilsulfato sódico -SDS, Merck- 2% m/V, 

Bromophenol Blue BPB -Fluka- 0,1% m/V) y sometidos a ebullición por alrededor de 5 min. Las 

muestras se analizaron por electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE, por sodium dodecyl 

sulfate polyacrylamide gel electrophoresis), para lo cual 10-15 µL de muestra se sembraron en geles 

desnaturalizantes acrilamida (SigmaAldrich) 15% m/V, bisacrilamida (Promega) 0,4% m/V, y se 

corrieron 2 h a 20 mA en buffer de corrida Tris-HCl 25 mM pH 8,3, glicina (MP) 250 mM, SDS 0,1% 

m/V. Una vez finalizada la corrida, se incubó el gel con solución fijadora (etanol -Merck- 40% V/V, 

ácido acético -Cicarelli- 10% V/V) por 30 min, y finalmente se tiñó con una suspensión coloidal 0,75 

mg/mL azul de Coomassie G-250 (Biopack), H3PO4 (Cicarelli) 1,5% m/V, (NH4)2SO4 (Merck) 7,5% 

m/V, etanol 25% V/V. Los geles fueron fotografiados con cámara Canon PowerShot SX540 HS. 

Purificación de LBDHtc10 recombinante 

La proteína presente en el extracto soluble se purificó mediante cromatografía de afinidad con 

metales inmovilizados (IMAC) en ÄKTA Explorer 100 (GE Healthcare), a 4 °C. El extracto proteico 

crudo fue sembrado en columnas HisTrap 1 mL, previamente equilibradas con buffer Tris-HCl 25 mM 

pH 8,0, NaCl 300 mM, imidazol (Merck) 10 mM. La elución se realizó en el mismo buffer, pero con 

gradiente lineal de imidazol hasta 300 mM. Las fracciones fueron recolectadas en alícuotas de 2 mL, 

mientras se monitoreaba la absorbancia a 280 nm, y examinadas por SDS-PAGE. Las fracciones 

purificadas más concentradas fueron reunidas y cuantificadas. 

En los casos de las muestras destinadas a cristalizar, LBDHtc10 se sometió a posterior purificación 

por cromatografía de exclusión por tamaño en escala preparativa. Para esto, las fracciones obtenidas por 

IMAC fueron reunidas y concentradas por ultrafiltración con tubos cónicos con membrana (Vivaspin 6 

mL 10 kDa MWCO, Sartorius) hasta un volumen aproximado de 2 mL y la muestra así obtenida fue 

cargada en una columna Superdex 200 (GE Healthcare). La elución se realizó con Tris-HCl 25 mM pH 

8,0, NaCl 300 mM. Las fracciones de esta cromatografía fueron recolectadas en alícuotas de 5 mL, 
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evaluadas por SDS-PAGE, concentradas por ultrafiltración y almacenadas a -80 °C para su posterior 

cristalización. 

Durante las purificaciones, la concentración proteica fue determinada mediante la absorbancia a 

280 nm o mediante el método de Bradford (Bradford, 1976). Para este último, 20 µL de solución proteica 

fueron agregados a 1 mL de reactivo de Bradford (azul de Coomassie G-250 0,1 mg/mL, etanol 4,75% 

V/V, H3PO4 8,5% m/V) y, luego de 10 min de reacción en oscuridad a temperatura ambiente, se leyó la 

absorbancia a 595 nm. La calibración se realizó con una curva patrón de albúmina de suero bovino 

(SigmaAldrich), 0, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 y 1,0 mg/mL, disuelta en buffer de purificación. 

Ensayos de desplazamiento de la temperatura de desnaturalización (TSA) 

Con LBDHtc10 purificado se realizaron ensayos de desplazamiento de la temperatura de 

desnaturalización (TSA, por thermal shift assay) (Mckellar et al., 2015). Para éstos, 30 µL de soluciones 

proteicas (10 µM) con SYPRO Orange (SigmaAldrich) 5X, en Tris-HCl 25 mM pH 8,0, NaCl 300 mM, 

con o sin guanina 40-1200 µM (SigmaAldrich) o hipoxantina 1-10000 µM (SigmaAldrich), se 

sometieron a un ciclo de desnaturalización térmica con medición de fluorescencia en el termociclador 

StepOne Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific): 2 min a 20 °C, seguido de un incremento 

gradual de temperatura (rampa continua al 1% de la máxima velocidad de aumento del equipo) hasta 80 

°C. Con los datos obtenidos en cada experimento se construyó la curva de fluorescencia vs. temperatura 

y la curva correspondiente a la primera derivada de la fluorescencia vs. temperatura, a partir de las cuales 

se calculó la temperatura de desnaturalización (Tm). Los gráficos se realizaron con GraphPad Prism 

versión 8.0.0 para Windows. 

Cristalografía de proteínas por difracción de rayos X  

La cristalización de LBDHtc10 se realizó en colaboración con la Dra. María Natalia Lisa, de la 

Plataforma Argentina de Biología Estructural y Metabolómica (PLABEM) del Instituto de Biología 

Molecular y Celular de Rosario (IBR), y el Dr. Marco Bellinzoni, del Institut Pasteur, París, Francia. 

Los cribados de cristalización de LBDHtc10 nativa se llevaron a cabo usando el método de gota 

sentada, en placas de 96 pocillos preparadas con el robot dispensador Crystal Gryphon (Art Robbins 

Instruments). Como precipitantes en estos ensayos se usaron los kits comerciales PEGRx 1, PEGRx 2, 

Crystal Screen, Crystal Screen 2, Natrix y Natrix 2 (Hampton), mezclando 250 nL de la solución proteica 

(10 mg/mL en Tris-HCl 25 mM pH 8, suplementada con guanina 1,2 mM) con 250 nL de las distintas 

soluciones de precipitantes de los kits, incubando a 20 °C por 45 días. Los cristales obtenidos fueron 

crioprotegidos con glicerol 25% V/V y sometidos a enfriado rápido en nitrógeno líquido. La difracción 

de rayos X se realizó en el sincrotrón Diamond (Reino Unido), empleando una longitud de onda de 

0,9795 Å. 

Para el faseo experimental por difracción anómala a longitud de onda única (SAD, por single-

wavelength anomalous diffraction), se cristalizó LBDHtc10 marcado con selenometionina (Se-Met- 
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LBDHtc10, 30 mg/mL) junto a guanina o hipoxantina (2 mM en ambos casos), utilizando nuevamente 

el método de gota sentada, en placas de 96 pocillos. Éstas se prepararon usando un robot dispensador 

Mosquito (TTP Labtech), mezclando 200 nL de solución de proteína y 200 nL de solución de reservorio. 

Las placas de cristalización se almacenaron a 18 °C y los cristales se dejaron crecer por 10 días. La 

difracción se realizó en el sincrotrón European Synchrotron Radiation Facility (Grenoble, France), 

empleando una longitud de onda de 0,967697 Å. 

En cada caso, los datos de difracción se indexaron e integraron con XDS (Kabsch, 2010) y se 

escalaron con Aimless (Evans & Murshudov, 2013) del paquete de programas CCP4 (Winn et al., 2011). 

Para resolver la estructura cristalográfica de Se-Met- LBDHtc10, se usó Crank-2 (Skubák & Pannu, 

2013) con parámetros por defecto, a fin de determinar la subestructura de selenio, calcular las fases 

iniciales por SAD, modificar la densidad electrónica y construir un modelo inicial de manera automática. 

El mapa de densidad electrónica obtenido fue interpretable y permitió reconocer la topología de un 

dominio doble caché en la unidad asimétrica. Sin embargo, el modelo creado automáticamente resultó 

incompleto y tenía una estereoquímica deficiente. Por lo tanto, un modelo ab initio de LBDHtc10 

construido usando trRosetta (Yang et al., 2020) se ajustó como cuerpo rígido en el mapa de densidad 

electrónica y se usó para completar y corregir las coordenadas atómicas del polipéptido. El modelo 

cristalográfico preliminar así obtenido fue refinado mediante ciclos iterativos de modelado manual con 

Coot (Emsley et al., 2010), empleado para aplicar restricciones estereoquímicas, y de refinado 

cristalográfico de las coordenadas atómicas y los parámetros de desplazamiento atómico con Refmac 

(Murshudov et al., 2011). Por otro lado, la estructura de LBDHtc10 nativa fue resuelta mediante 

reemplazo molecular con Phaser (McCoy et al., 2007), utilizando las coordenadas atómicas de Se-Met-

LBDHtc10 disponibles a partir del experimento SAD. Después de ciclos sucesivos de modelado manual 

con Coot y refinado cristalográfico con Refmac, la molécula de ligando fue ubicada en un mapa mFo–

DFc y la estructura de LBDHtc10 más guanina fue refinada hasta la convergencia. 

Los modelos finales fueron validados través del servidor MolProbity (Chen et al., 2010). 

Los gráficos moleculares fueron realizados con UCSF Chimera versión 1.11.2, desarrollados por 

Resource for Biocomputing, Visualization and Informatics de la Universidad de California, San 

Francisco. 

Calorimetría de titulación isotérmica (ITC) 

Las muestras purificadas por IMAC fueron enviadas al Instituto de Biología y Medicina 

Experimental (IBYME) para ser analizadas por calorimetría de titulación isotérmica (ITC, por 

isothermal titration calorimetry) por el Dr. Alejandro Cagnoni. Las mediciones se realizaron a 25 °C 

utilizando un calorímetro NanoITC (TA Instruments). Se prepararon soluciones de hipoxantina y 

guanina (0,25-1 mM) en buffer Tris-HCl 25 mM pH 8, NaCl 300 mM. Las muestras de proteína (25-70 

✂☎� ✍✡ ✑✝✠✎✌✕✆✝✡✎✌✝ ✡✝ ✆✞ ✏✡✆✕✞ ✕✡ ✎✡✞✏✏✑✒✝ ☎ ✍✡ ✠✑✠✆✆✞✎✌✝ ✏✌✝ �✄ ✑✝☎✡✏✏✑✌✝✡✍ ✍✆✏✡✍✑✟✞✍ ✕✡ �☎✝ �✁ ✕✡
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solución de ligando a un espacio de 300 s. El análisis de datos se llevó a cabo utilizando el Software 

Nano Analyze. 
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La búsqueda de ligandos de Htc10 se realizó en el marco de la Tesis doctoral (Gasperotti, 2018) 

que se hallaba en curso en nuestro laboratorio. En este cribado, LBDHtc10 purificado se agregó en 

placas fenotípicas comerciales (placas Biolog), que consisten en placas de 96 pocillos conteniendo 

diferentes compuestos de concentración desconocida (fuentes de carbono, nitrógeno, fósforo, azufre o 

aditivos nutricionales para microorganismos) y luego se sometió a incrementos de temperatura mientras 

se medía la fluorescencia. Los resultados obtenidos se encuentran presentados en la Tabla 3; ciertos 

compuestos conteniendo bases nitrogenadas desplazaron la Tm en al menos 2 °C. En ensayos posteriores 

realizados con 8 de estas 10 sustancias, utilizando soluciones de concentración conocida (10 mM), 

hipoxantina y guanina, a diferencia de los otros compuestos, generaron aumentos significativos de la Tm 

de LBDHtc10 (Tabla 3), por lo que fueron seleccionadas como posibles ligandos. 

Tabla 3. Desplazamientos de Tm (✁Tm, °C) en los ensayos de TSA realizados con LBDHtc10. �Tm es TmL – 
Tm0, donde Tm0 es Tm en ausencia de ligando (57,5 °C) y TmL es Tm con ligando. La segunda columna muestra los 
✂✄☎✆✝✞✟ ✠✞ �Tm del cribado realizado sobre placas Biolog y la tercera columna los resultados de los análisis con 
10 mM de estos compuestos. Estos datos fueron extraídos de Tesis doctoral (Gasperotti, 2018). 

Compuesto ✁Tm (°C) 

 Placas Biolog Soluciones 10 mM* 

Inosina 3,0 3,0 

Guanina 6,0 6,0 

Guanosina 2,5 0,5 

Timina 2,0 1,7 

Timidina 2,0 0,0 

Uracilo 3,0 3,0 

Xantina 2,5 -8,0 

Guanosina 2-monofosfato 2,5 N/D 

Hipoxantina 8,0 15,0 

2-deoxy-inosina 6,5 N/D 

* N/D: no determinado. 

Posteriores ensayos de TSA, realizados en el contexto de la presente tesis, mostraron resultados 

acordes a los informados previamente (Figura 14 A y B). Además, tanto hipoxantina como guanina 

fueron capaces de modificar la Tm de LBDHtc10 en función de sus concentraciones, como se muestra 

en la Figura 14 C y D. Para ambos derivados purínicos se observó una correlación entre la concentración 

del ligando y el aumento de la Tm en los intervalos analizados, indicando que la estabilización de la 

proteína depende de la concentración de ligando. Para hipoxantina el mayor desplazamiento medido fue 

15,9 °C (correspondiente a 10 mM) y para guanina 5,4 °C (1,2 mM). 
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Donde Tm0 es Tm en ausencia de ligando y A es un parámetro que tiene en cuenta la entalpía de la 

reacción de desnaturalización. Se considera que Kd no varía significativamente en el intervalo de 

temperaturas analizadas. 

Se utilizó la ecuación para ajustar los datos de la Figura 14 C y D, suponiendo que tanto hipoxantina 

como guanina se unen a un único sitio de LBDHtc10 y en ambos casos Kd fue del orden micromolar, 

siendo para hipoxantina (Kd � ✆☎✁ ✂☎� ✏✞✍✑ ✆☎✂ ✟✡✏✡✍ ✟✡✝✌✎ ✁✆✡ ✔✞✎✞ ✁✆✞✝✑✝✞ ✄Kd � �☎✄ ✂☎�✄ 

Estructura de LBDHtc10 

Como se comentó en la introducción, las predicciones estructurales de LBDHtc10 revelaron que 

este dominio adoptaría una topología de tipo doble Cache. Con el objetivo de probar esta hipótesis e 

identificar los residuos involucrados en la unión de los ligandos, decidimos resolver la estructura 

cristalográfica de LBDHtc10, en colaboración con la Dra. María Natalia Lisa (PLABEM-IBR, Rosario, 

Argentina). 

Para esto, LBDHtc10 se expresó en las condiciones establecidas anteriormente y se purificó por 

IMAC y cromatografía preparativa de exclusión por tamaño. Los cromatogramas y SDS-PAGE de 

algunas fracciones se muestran en la Figura 15 A y B. El extracto final se concentró por ultrafiltración 

hasta 30,3 mg/mL y su calidad se evaluó por TSA, cuyos resultados se muestran en la Figura 15 C y D. 

El perfil de la curva indicó que la proteína se encontraba plegada; además, los desplazamientos de la Tm 

debido al agregado de ligandos fueron consistentes con los valores antes informados. 

Se obtuvieron cristales de LBDHtc10 en presencia de guanina 1,2 mM, mediante el método de 

difusión de vapor en gota sentada. La condición óptima para el crecimiento de los mismos fue (NH4)2SO4 

200 mM, cacodilato de sodio trihidrato 100 mM pH 6,5, polietilenglicol 8000 30% m/V. Los datos de 

difracción de rayos X revelaron que estos cristales pertenecían al grupo espacial P212121 (Anexo III). A 

pesar de haber difractado los rayos X a alta resolución (2,1 Å), no fue posible resolver la estructura 

cristalográfica mediante reemplazo molecular (MR), ya que el modelo más cercano a LBDHtc10 que se 

encontraba disponible en el PDB presenta sólo 17% identidad de secuencia con el mismo [LBD del 

quimiorreceptor CtaA de Pseudomonas fluorescens, PDB:6PY5 (Ud-Din et al., 2020)]. 

Se preparó, entonces, LBDHtc10 marcado con selenometionina (Se-Met-LBDHtc10), en 

colaboración con el Dr. Marco Bellinzoni (Institut Pasteur, París, Francia), para obtener fases 

experimentales por difracción anómala a longitud de onda única (SAD, por single-wavelength 

anomalous diffraction). Se obtuvieron cristales isomorfos de Se-Met-LBDHtc10 en presencia de 

guanina (Se-Met-LBDHtc10-Gua) o hipoxantina (Se-Met-LBDHtc10-Hip), que pertenecieron al grupo 

espacial H32 y difractaron los rayos X a baja resolución, 3,6 Å y 3,5 Å, respectivamente. 

Los modelos construidos para los cristales de Se-Met-LBDHtc10-Gua y Se-Met-LBDHtc10-Hip 

comprendían una única molécula de proteína por unidad asimétrica y mostraron que, efectivamente, la 

misma adopta una topología de tipo doble Cache, como se muestra en la Figura 16. 
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C de la molécula de Gua (con rosa se indica la numeración de los átomos de los anillos aromáticos fusionados). 
Las distancias interatómicas se muestran con líneas punteadas. 

Los mapas de densidad electrónica evidenciaron una molécula de guanina unida a cada cadena de 

LBDHtc10, como se muestra en la Figura 17 A. En el complejo LBDHtc10-Gua, siete residuos 

establecen contactos no covalentes con el ligando (Figura 17 B). Las cadenas laterales de cuatro de ellos, 

Y125, N161, D163 y N177, contienen grupos polares que forman puentes de H con la molécula de 

guanina. Concretamente, el residuo Y125 (ubicado en la hebra-✂�� Figura 17 C) interactúa con el átomo 

N9 (Figura 17 D), el aminoácido N161 (hebra-✂✂� ✏✌✝ ✡✆ ✌✂✁✁✡✝✌ ✏✞✎✄✌✝✁✆✑✏✌ ✡✝ ✡✆ ☞✁☎ ✡✆ ✎✡✍✑✕✆✌ ✂✆✁✄ 

(hebra-✂✂� ✏✌✝ ✡✆ �✠✌✟✌ ☎✆ ☎ ✡✆ ☎ ✕✡✆ ✁✎✆✔✌ ✞✟✑✝✌ ✡✝ ✡✆ ☞� ☎ ✡✆ ✞✟✑✝✌�✏✑✕✌ ☎✆✄✄ ✄�✡✄✎✞-✂✝� ✏✌✝ ✡✆

átomo N7. Además, el carbonilo (en la cadena polipeptídica) del aminoácido S164 también forma un 

puente de hidrógeno con la amina extra cíclica de la molécula de guanina. Por otro lado, el complejo 

proteína-ligando también está estabilizado por fuerzas de dispersión de London. Las cadenas laterales 

de los residuos W147 y Y175 se encuentran ubicadas en planos paralelos, generando un entorno 

hidrofóbico que alberga a la molécula plana de guanina, a menos de 4 Å de los anillos indólico y fenólico 

en dichos aminoácidos. Asimismo, la cadena lateral del residuo F114 también establece interacciones 

hidrofóbicas con la molécula de guanina, ya que las distancias entre el átomo C8 de este ligando y los 

C bencénicos del aminoácido oscilan entre 3,2 y 3,5 Å. 

Mutantes puntuales de LBDHtc10 

Con el objetivo de testear la hipótesis de que los residuos marcados en la Figura 17 D interactúan 

mediante puentes de H con los ligandos guanina e hipoxantina, se decidió afectar la interacción proteína-

ligando mediante la sustitución de los residuos N161, D163 y N177 por alanina o la mutación de Y125 

por fenilalanina. Las mutaciones puntuales se introdujeron en LBDHtc10 mediante mutagénesis sitio 

dirigida (QuickChange), usando el vector pFR2 como molde. Se construyeron cinco plásmidos, cuyos 

nombres y mutaciones se indican en la Tabla 4, los cuales luego fueron utilizados para transformar 

células de E. coli BL21, junto con el plásmido de chaperonas pKJE7. 

Las proteínas mutantes se expresaron siguiendo el mismo protocolo que para la forma salvaje o 

wild type (WT); con los extractos proteicos, purificados por IMAC, se realizaron ensayos de TSA en 

ausencia de ligandos y en presencia de hipoxantina (500 µM) o guanina (600 µM). A fin de facilitar la 

lectura, en la Figura 18 se brinda un detalle de cada mutante estudiada. 

La Figura 19 muestra los valores de Tm y sus desplazamientos en las distintas condiciones. Para la 

forma WT (LBDHtc10-YNDN), estos resultados fueron consistentes con los informados anteriormente 

(barras azules). Por otro lado, todas las proteínas mutantes presentaron un valor de Tm menor que para 

la especie WT en ausencia de ligando (Figura 19 A), lo que indica una disminución de la estabilidad 

térmica en las condiciones analizadas. Sin embargo, los perfiles de las curvas de fluorescencia 

evidenciaron que todas estas proteínas se encontraban inicialmente plegadas (datos no mostrados). 
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afinidad de la unión. La mutación Y125F en LBDHtc10-FNDN (barras violetas en la Figura 19) afectó 

�✆ ✟✁✆✂✄ ☎� ✆Tm para los dos ligandos, indicando que este residuo podría unir ambos, aunque el efecto 

fue más marcado para guanina. En el caso de la triple mutante LBDHtc10-FAAN (barras amarillas) el 

✟✁✆✂✄ ☎� ✆Tm frente a guanina resultó similar al de LBDHtc10-FNDN, lo cual es consistente con que la 

doble mutante LBDHtc10-YAA☎ ✄✄✁✄✄✁✝ ✄✂✝✁✝� ✞✂ ✟✞☎✠✝✂ �✡�☛☞✂✝ ✝✟✁✞✟✡✟☛✁☞✟✟✂✝ ✝✂✄✄� ✆Tm. Sin 

embargo, ✌✁✄✁ �✟✌✂✂✁✞☞✟✞✁ �✆ ✟✁✆✂✄ ☎� ✆Tm de la proteína triplemente mutada fue menor que para 

LBDHtc10-FNDN y LBDHtc10-YAAN, indicando un efecto acumulativo de las mutaciones, podría ser 

que estos residuos tengan distinta participación en el sensado de distintos ligandos. 

El efecto generado por LBDHtc10-FAAN fue semejante al de la simple mutante LBDHtc10-YNDA 

(barras verdes en la Figura 19), lo que sugiere un importante rol de N177 en la unión a ligandos. 

Asimismo, la sustitución simultánea de los cuatro residuos estudiados (LBDHtc10-FAAA, barras 

naranjas) anuló la estabilización térmica otorgada por guanina o hipoxantina, indicando que la proteína 

mutante fue incapaz de unir estos compuestos. 

Para poner a prueba la hipótesis de que las reducciones en los valores de ✆Tm se deben a 

disminuciones en la afinidad de unión, se determinaron los valores de Kd para LBDHtc10 WT, 

LBDHtc10-FNDN y LBDHtc10-FAAN. 

Determinación de afinidad por ITC 

La calorimetría de titulación isotérmica o ITC (por isothermal titration calorimetry) es una técnica 

muy utilizada para estudiar la termodinámica de las interacciones moleculares en solución. 

Tabla 5. Perfiles termodinámicos determinados por ITC. Se muestran los parámetros experimentales 
asociados a la interacción de LBDHct10 WT o mutantes con hipoxantina o guanina. 

Proteína Ligando 
Kd 

(µM) 
Ka* 

(M-1) 
✁H 

(kJ/mol) 
✁S 

(J/molK) 
✁G 

(kJ/mol) 

LBDHtc10-YNDN (WT) 
Hip 2,5 408300 -260 -765 -32 

Gua 7,0 143600 -83 -181 -29,4 

LBDHtc10-FNDN 
Hip 13,9 71860 -101 -242 -27,7 

Gua 25,0 40070 -690 -2224 -26,3 

LBDHtc10-FAAN 
Hip 140,4 7123 -548 -1763 -22 

Gua 117,8 8488 -182 -535 -22,4 

* La constante de asociación (Ka) es Kd
-1. 

En el caso de soluciones proteicas, se mide el calor liberado por la solución tras inyecciones 

sucesivas con un volumen determinado de ligando; a partir del ajuste de los datos normalizados de calor 

liberado por mol de ligando pueden determinarse el cambio de entalpía (✆H), la estequiometría (n) y la 
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Discusión 

En el presente capítulo, se realizó un estudio estructural del dominio periplasmático de unión a ligando 

del quimiorreceptor Htc10 codificado en el cluster che2 de Halomonas titanicae KHS3. El fragmento 

del gen htc10 correspondiente a dicho dominio fue exitosamente clonado y su sobreexpresión en forma 

soluble fue posible gracias la coexpresión basal (sin inducir) de las chaperonas DnaK, DnaJ y GrpE. 

Los ensayos in vitro revelaron que LBDHtc10 presenta una temperatura de desnaturalización 

relativamente alta en las condiciones analizadas (entre 54,2 y 57,8 °C). A pesar de este alto valor, los 

primeros ensayos exploratorios en búsqueda de ligandos, realizados durante la Tesis doctoral 

(Gasperotti, 2018), se toparon con la dificultad de producir LBDHtc10 en forma nativa, hecho que pudo 

revertirse con el agregado de 2 M NaCl al buffer de purificación, denotando que la alta concentración 

de esta sal podría generar un efecto protector. Sin embargo, a lo largo la presente tesis se usó medio con 

bajo contenido salino (0,3 M), hecho necesario para llevar a cabo los experimentos de cristalización, y 

la proteína siempre se purificó de forma plegada. 

Asimismo, por medio de thermal shift assays se determinó que la presencia de ciertos derivados de 

purinas otorga gran estabilidad térmica a LBDHtc10. Particularmente, guanina e hipoxantina fueron 

capaces de modificar la Tm de LBDHtc10 en función de sus concentraciones, registrándose incrementos 

máximos de alrededor de 6 y 15 °C, respectivamente. El análisis por ITC confirmó que las interacciones 

son de naturaleza exotérmica, con valores de constante de disociación del orden micromolar, reflejando 

que ambas bases nitrogenadas presentan gran afinidad por el dominio extracelular de Htc10, siendo ésta 

mayor para hipoxantina (Kd = 2,5 µM) que para guanina, (Kd = 7,0 µM). Se obtuvieron resultados 

similares a partir de datos provenientes de ensayos de TSA ajustados según el modelo propuesto por 

Bhayani y Ballicora (Bhayani & Ballicora, 2022), que revelaron valores de Kd = 1,6 µM para hipoxantina 

y Kd = 2,3 µM para guanina. 

Si bien existen registros sobre quimiorreceptores bacterianos que unen bases nitrogenadas, hasta el 

momento sólo se ha reportado una MCP, denominada McpH (PP0320), capaz de sensar hipoxantina y 

guanina, la cual pertenece a Pseudomonas putida. Fernández y colaboradores determinaron mediante 

ITC que las constantes de disociación de los complejos entre LBDMcpH y sus ligandos son, al igual 

que para LBDHtc10, del orden micromolar, siendo el valor de Kd también levemente menor para 

hipoxantina (3,6 µM) que para guanina (Kd = 4,3 µM) (Fernández et al., 2016). 

Mediante cristalografía de proteínas por difracción de rayos X se confirmó que LBDHtc10 adopta 

una estructura doble Cache con disposición dimérica y que une una molécula de guanina o hipoxantina 

en la copa distal. Los residuos comprendidos entre los aminoácidos A70 y Q107 de las subunidades del 

dímero forman un manojo de cuatro hélices, similar a lo observado para la estructura cuaternaria de 

otros LBDs (Liu et al., 2015). Esta disposición podría tener relevancia fisiológica y apoya la hipótesis 

de que Htc10, al igual que las MCP de quimiotaxis, funciona como homodímero. 
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La estructura cristalográfica obtenida a alta resolución para LBDHtc10 en complejo con guanina 

reveló siete residuos de la proteína involucrados en la unión al ligando. Tres de ellos, F114, W147 y 

Y175, conforman un bolsillo hidrofóbico en el que se ubica la molécula sensada, mientras que los otros 

cuatro, Y125, N161, D163 y N177 establecen con la misma interacciones por puente de H. En general, 

la sustitución de alguno de estos últimos residuos por alanina (o fenilalanina) redujo la afinidad de 

LBDHtc10 por los derivados purínicos analizados, lo que se tradujo en un aumento de los valores de Kd 

correspondientes. En efecto, la mutación simultánea de Y125, N161, D163 y N177 inhibió 

completamente la estabilización térmica por el agregado de ligandos, sugiriendo que la sustitución de 

dichos residuos impide la unión de guanina o hipoxantina a Htc10. 

Aun cuando la identidad de los residuos encargados del reconocimiento del ligando depende de la 

naturaleza química del mismo, la posición relativa de tales aminoácidos dentro del subdominio Cache 

distal suele estar bastante conservada en los miembros de esta familia estructural (Zhang & Hendrickson, 

2010). El alineamiento de los dominios doble Cache de McpH y de Htc10 mostró que los residuos 

involucrados en la interacción con la molécula sensada están notablemente conservados. Esto, sumado 

a que ambos receptores presentan valores similares de Kd para guanina e hipoxantina, podría sugerir que 

los mismos tienen un mecanismo de sensado común, si bien McpH además es capaz de unir adenina, 

xantina, ácido úrico y purina con afinidades semejantes (Fernández et al., 2016). En cambio, LBDHtc10 

no pareciera unir estos compuestos de la misma manera que guanina e hipoxantina ya que, en el 

screening realizado con placas Biolog, ni adenina ni ácido úrico modificaron significativamente la 

temperatura de desnaturalización de la proteína. No se probó el efecto de purina y sería interesante 

también indagar la afinidad por xantina, ya que esta base nitrogenada en alta concentración redujo la Tm 

de LBDHtc10 en aproximadamente 8 °C. En la posición equivalente al residuo N177 de Htc10, en McpH 

se encuentra un aspartato. Es interesante especular que tal reemplazo podría ser el responsable de la 

ampliación del espectro de ligandos, ya que el mismo no afecta significativamente la unión de guanina 

o hipoxantina, pero sí aumenta la afinidad por otras moléculas similares, tal vez al posibilitar 

interacciones adicionales con grupos funcionales específicos. Serán necesarios futuros experimentos 

para poner a prueba esta hipótesis y analizar la afinidad del dominio sensor de Htc10 por otros derivados 

purínicos.  

Finalmente, cabe destacar que este es el primer reporte de la identificación de residuos de MCPs 

involucrados en el reconocimiento de hipoxantina y guanina. Más aún, en nuestro conocimiento, no 

existen publicaciones sobre ligandos químicos específicos de un quimiorreceptor perteneciente a una 

vía de tipo quimiotaxis no canónica. Por estas razones, consideramos que este aporte no sólo amplía el 

conocimiento sobre el sensado de derivados purínicos por proteínas pertenecientes a la familia 

estructural doble Cache, sino que sienta precedente y abre las puertas a nuevos estudios que develen 

detalles funcionales de receptores asociados a sistemas tipo quimiotaxis con funciones alternativas. 



 

 

 

 



 

 

 
 
 
 
 
 

CAPÍTULO II: 

Interacción de las proteínas del sistema Che2 con los sistemas de 

quimiotaxis 

 
 
 
 

Para adaptarse a entornos cambiantes, las bacterias, sobre todo las ambientales, suelen tener diversos 

sistemas de dos componentes capaces de detectar la información extracelular y comunicarla al interior. 

En los sistemas de quimiotaxis, las proteínas encargadas de esta tarea son quimiorreceptores (MCPs, 

por methyl-accepting chemotaxis protein) que normalmente constan de un dominio sensor extracelular 

y una larga horquilla citoplasmática, altamente conservada, capaz de interactuar tanto con otras proteínas 

de la vía, necesarias para generar la respuesta fisiológica (ver Figura 5, presente en la sección “Detalles 

moleculares del modelo canónico de quimiotaxis”, Introducción). 

La detección de atrayentes a través los dominios extracelulares genera una determinada 

configuración de las horquillas que, mediante interacción con la proteína acopladora CheW, se 

comunican a la histidín quinasa CheA, disminuyendo su actividad (Hazelbauer & Lai, 2010). La 

estructura de CheW del sistema Che de Escherichia coli, y de otros organismos con sistemas homólogos 

también encargados de quimiotaxis, ha sido ampliamente caracterizada (Huang et al., 2019), y 

típicamente consta de dos subdominios estructurales (SD1 y SD2), cada uno de los cuales es un barril 

torcido compuesto por cinco hebras-✂ �Figura 22). La superficie del barril SD2 contiene los sitios de 

contacto para la interacción con el dominio P5 de CheA (que estructuralmente es similar a CheW, ver 

Figura 7 en la sección “Detalles moleculares del modelo canónico de quimiotaxis”, Introducción) y la 

integridad de esta interacción es indispensable para la correcta transmisión de la señal. El subdominio 

SD1 también interactúa con el dominio P5 de CheA, pero esta segunda interacción, más débil, cumple 

funciones estructurales más que de señalización (Li et al., 2013). Entre los dos barriles que constituyen 

los dos subdominios hay una hendidura hidrofóbica que se une con la base de los trímeros de dímeros 
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La comparación de las secuencias de los 25 receptores predichos evidencia que el receptor Htc10, 

el único codificado en el cluster che2, presenta una inserción de 14 residuos (dos héptadas) en cada rama 

de la horquilla citoplasmática respecto a las otras 24 MCPs, por lo que la longitud total del receptor 

Htc10 ensamblado en la membrana sería dos vueltas de hélice mayor que para todos los demás 

quimiorreceptores (Gasperotti et al., 2018). 

En base a estos análisis informáticos preliminares, se puede suponer que las vías Che1 y Che2 de 

H. titanicae ensamblarían y señalizarían de manera independiente, 24 MCPs a través de Che1, cuya 

función estaría relacionada con quimiotaxis, y Che2, sólo con Htc10, podría encargarse de alguna 

función alternativa vinculada con la producción de diguanilato cíclico, ya que uno de sus genes presenta 

un dominio diguanilato ciclasa predicho. 

Este capítulo incluye un análisis de los elementos de especificidad involucrados en las dos vías 

quimiosensoriales de H. titanicae KHS3. Es necesario mencionar que parte de los resultados mostrados 

son compartidos con Tesis doctoral (Balmaceda, 2023), en particular los ensayos realizados con genes 

del cluster che1. 
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Objetivos 

✟ Complementar mutantes en el cluster che de Escherichia coli con los respectivos genes 

homólogos del cluster che2 de Halomonas titanicae 

✟ Interpretar los resultados obtenidos teniendo en cuenta el análisis de la secuencia y de la 

estructura predicha de las proteínas involucradas en las interacciones 

✟ Estudiar la especificidad de la metiltransferasa CheR2 por distintos quimiorreceptores, y el 

rol del dominio TPR en las reacciones de metilación 

✟ Evaluar el efecto de los ligandos de Htc10 en su reacción de metilación 
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Materiales y métodos 

Material biológico y medios de cultivo 

Cepas 

En este capítulo se utilizaron las siguientes cepas bacterianas: 

✟ Escherichia coli Top10 (Invitrogen): F– mcrA ✆�mrr-hsdRMS-mcrBC� ✁✂✄lacZ✆☎✆✝ ✆lacX74 

nupG recA1 araD✆�✞ ✆�ara-leu)7697 galE15 galK16 rpsL (StrR) endA1 ✟– 

✟ E. coli RP437 (Parkinson & Houts, 1982): thr(Am)-1 leuB6 his-4 metF(Am)159 eda-50 

rpsL136 [thi-1 ara-14 lacY1 mtl-1 xyl-5 tonA31 tsx-78]. Cepa salvaje para quimiotaxis 

✟ E. coli RP1078 (Liu & Parkinson, 1989)✁ ☎�✄✟✂✁☎✁ ☎� ✄✄✂�✄ ☎✆�cheW-tap)2217] 

✟ E. coli UU2610 (Zhou et al., 2011): derivada de RP437 [✆✝✞✟-1 ygjG::Gm ✆�tar-cheB)4346 

✆tsr-✝✝✂✄ ✆trg-4543] 

✟ E. coli UU2611 (Zhou et al., 2011): derivada de RP437 [✆✝✞✟-1 ygjG::Gm ✠�tar-cheR)4283 

✆tsr-5547 ✠trg-4543] 

Medios de cultivo 

Los cultivos de E. coli se crecieron en LB: triptona (Difco) 1% m/V, extracto de levadura (Difco) 

0,5% m/V, NaCl (Baker) 0,5% m/V; o TB: 1% m/V triptona, 0,5% m/V NaCl. En caso de utilizar 

antibióticos, se agregó al medio ampicilina (Amp, GenBiotech) 100 µg/mL y/o cloranfenicol (Cm, 

Fluka) 25 µg/mL. Para placas el medio se suplementó con agar (Difco) 1,2% m/V. 

Cebadores 

Tabla 6. Oligonucleótidos diseñados para clonado o QuickChange. F significa forward y R reverse. La 
secuencia de los sitios de restricción se marca con negrita. 

Nombre Secuencia Descripción Sitio 

nFR1 5’-AAAAGCGGCCGCATGATGGCGCGCTGGAAATCCC-3’ 
Clonado de 
htc10 (F) 

NotI 

nFR2 5’-AAAAGGATCCGAATTACACTCATCCGGTATCCTTATCAGCG-3’ 
Clonado de 
htc10 (R) 

BamHI 

nFR6 5’-AAAACATATGATGACCGCTGAATTTCCCCG-3’ 
Clonado de 
cheW2 (F) 

NdeI 

nFR7 5’-AAAAGGATCCTTTAACCGAGCCCCTGCTGG-3’ 
Clonado de 
cheW2 (R) 

BamHI 

nFR9 5’-AAAATCTAGACATATGAGTGCGTTTGCTCCC-3’ 
Clonado de 
cheR2 (F) 

NdeI 

nFR10 5’-AAAAGGATCCTTAACCCACTCCCTGGGTGG-3’ 
Clonado de 
cheR2 (R) 

BamHI 
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nFR20 5’- GCCAACGGACAGCTAGAGCCACCAACTGC-3’ 
Mutación I332* 

en cheR2 (F) 
 

nFR21 5’- GCAGTTGGTGGCTCTAGCTGTCCGTTGGC-3’ 
Mutación I332* 

en cheR2 (R) 
 

Plásmidos 

Tabla 7. Plásmidos utilizados en este capítulo. 

Nombre Características Fuente 

pRR48 
AmpR, vector de expresión inducible por isopropil-✠-D-1-

tiogalactopiranósido (IPTG) 
(Studdert & 

Parkinson, 2005) 

pKG116 CmR, vector de expresión inducible por salicilato de sodio (NaSal) 
(Burón-Barral 
et al., 2006) 

pFR1 
Derivado de pRR48 que codifica el gen cheW2 de H. titanicae KHS3, 

clonado entre los sitios NdeI y BamHI 
Este trabajo 

pFR8 
Derivado de pRR48 que codifica el gen cheR2 de H. titanicae KHS3, 

clonado entre los sitios NdeI y BamHI 
Este trabajo 

pFR10 Derivado de pFR8, con la mutación I332* Este trabajo 

pFR7 
Derivado de pKG116 que codifica el gen htc10 de KHS3, clonado entre 

los sitios NotI y BamHI 
Este trabajo 

pPA770 Derivado de pRR48 que codifica el gen cheW de E. coli  
(Studdert & 

Parkinson, 2005) 

pRB1 Derivado de pRR48 que codifica el gen cheW1 de H. titanicae KHS3 
Tesis doctoral 

(Balmaceda, 2023) 

pPA803 Derivado de pRR48 que codifica la fusión funcional yfp-CheR Ec (Zhou et al., 2011) 

pRB9 Derivado de pRR48 que codifica el gen cheR1 de H. titanicae KHS3 
Tesis doctoral 

(Balmaceda, 2023) 

pCS12 Derivado de pKG116 que codifica el gen tsr E. coli 
(Studdert & 

Parkinson, 2005) 

pLP2 Derivado de pKG116 que codifica el gen htc1 H. titanicae KHS3  
(Gasperotti et al., 

2021) 

Construcción de plásmidos 

Los fragmentos que codifican los genes de CheW2, Htc10 y CheR2 fueron amplificados por 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando ADN genómico purificado como molde. Las 

mezclas de reacción y los ciclos de PCR fueron iguales a los especificados en el Capítulo I. Los 

productos de amplificación se digirieron con las respectivas enzimas de restricción (Thermo Fisher, ver 

Tabla 6), y luego se ligaron utilizando T4 ligasa (Promega) a los vectores apropiados según las 

indicaciones del fabricante. La transformación bacteriana se llevó a cabo según lo descripto en el 
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Capítulo I. Todas las construcciones fueron confirmadas por secuenciación de la región codificante 

completa (Macrogen Inc, Korea). 

Obtención de CheR2 mutante 

�✁ ✌✁�✝✂✟☎✂ ✌✄✄✆✄ �✁✠� ☛✂☎✟✡✟☛✁ ☎��✄�✆✂✄✄� ✝� ✁�✞�✄✆ ✌✂✄ ✂✠☞✁✁✝✞�✝✟✝ ✝✟☞✟✂ ☎✟✄✟✁✟☎✁ ✌✂✄ ✄☎✄

(QuickChange), usando pFR8 como molde, la polimerasa Pfx (Invitrogen) y los primers nFR20 y nFR21 

(sus secuencias se encuentran en la Tabla 6), que llevan una mutación que genera un stop temprano 

antes de las repeticiones TPR. Los ciclos en termociclador fueron: (94 °C, 1 min) x 1; (94 °C, 1 min; 58 

°C, 1 min; 68 °C, 15 min) x 21; (68 °C, 10 min) x 1. El producto de amplificación se digirió con DpnI 

(Thermo Fisher), y luego se utilizó para transformar células E. coli Top10 competentes. Nuevamente, 

la construcción fue confirmada por secuenciación. 

Ensayos de quimiotaxis en placas de agar blando 

El comportamiento quimiotáctico de las transformantes se estudió en placas de agar blando (agar 

0,25% m/V) de TB suplementadas con antibiótico e inductor (Parkinson, 1976). Las placas fueron 

inoculadas a partir de colonia fresca e incubadas alrededor de 8 h a 32 °C antes de ser fotografiadas con 

cámara Canon PowerShot SX540 HS. Para medir los diámetros de los anillos de quimiotaxis se utilizó 

el programa ImageJ y los gráficos se realizaron con GraphPad Prism. 

Ensayos de rotación flagelar 

Para estos ensayos, cultivos celulares en fase exponencial media de E. coli UU2610 (✆cheR☎ ✆cheB, 

✆mcps) transformada con pFR7, pCS12 o pKG116 (crecidos en presencia de Cm 25 µg/mL y salicilato 

de sodio -NaSal- 1,2 µM) fueron cosechados y lavados con buffer KPE (K3PO4 -Merck- 10 mM pH 7, 

ácido etilendiaminotetraacético -EDTA, SigmaAldrich- 0,1 mM), y finalmente resuspendidos con buffer 

de fijación (KPE conteniendo lactato de sodio 10 mM, NaCl 5 mM, L-metionina - Biopack- 0,1 mM, 

Cm 100 µg/mL). Luego, 100 µL de la suspensión celular se mezclaron con 5 µL de dilución de anti-

flagelina (anticuerpo cedido por Dr. Parkinson, University of Utah), y 20 µL de esta última mezcla 

fueron colocados en un cubreobjetos. Se incubó 30 min, luego se lavó con  KPE para eliminar las células 

sueltas, y finalmente se observaron 100 células (durante 15 s cada una) en microscopio óptico con 

aumento 100X para determinar el sentido de rotación (Parkinson, 1976) Cada célula observada se 

clasificó en una de cinco categorías: 100% CW, mayormente CW, 50/50 CW/CCW, mayormente CCW 

y 100% CCW. La suma ponderada de cada una de las categorías arroja un valor que representa el 

porcentaje de rotación CW (tumbos) para esa población celular. 

Ensayos de metilación por inmunodetección de receptores 

Se obtuvieron extractos proteicos totales a partir de cultivos líquidos de células competentes de E. 

coli UU2610 co-transformadas con pKG116 (o algún derivado expresando una MCP) y pRR48 (o algún 



Capítulo II 

72 
 

derivado expresando una metiltransferasa), e inducidos con NaSal 1,2 µM e isopropil-✂-D-1-

tiogalactopiranósido (IPTG, PB-L Productos Bio-lógicos) 5-100 µM. En los ensayos con ligandos de 

Htc10, los cultivos primero se crecieron solo bajo inducción del receptor (NaSal 0,6 µM), y luego de 

tomar una muestra se indujo la expresión de CheR2 (IPTG 5 µM) en presencia de diferentes cantidades 

de hipoxantina o guanina. 

Los extractos proteicos se analizaron por electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE, por 

sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) siguiendo el protocolo expuesto en el 

Capítulo I. Una vez finalizada la corrida electroforética, las proteínas fueron transferidas a membranas 

de polifluoruro de vinilideno (PVDF), y tratadas con anticuerpo primario y secundario de manera 

sucesiva. Los anticuerpos policlonales primarios de conejo utilizados estaban dirigidos contra el 

dominio citoplasmático de Tsr de E. coli (Natocor, Córdoba, Argentina) o contra el dominio de unión a 

ligando de Htc10 de H. titanicae KHS3 (ICIVET, Esperanza, Argentina). Los anticuerpos secundarios 

anti-IgG de conejo estaban acoplados a fosfatasa alcalina (en cuyo caso el revelado se realizó en 

presencia de cloruro de nitroazul de tetrazolio -NBT, Genbiotech- 0,33 mg/mL y fosfato de 5-bromo-4-

cloro-3-indolilo -BCIP, Applichem- 0,17 mg/mL, en medio Tris-HCl 100 mM pH 9,5, NaCl 100 mM, 

MgSO4 -Applichem- 5 mM) o Cy5 (detección con Typhoon 9400 Amersham). 

En los casos indicados, las intensidades relativas de las bandas se calcularon mediante ImageJ 

(Schneider et al., 2012). 

Detección de péptidos por espectrometría de masas 

Extractos totales de célula conteniendo la proteína a analizar (CheW2 o Htc10) se resolvieron por 

SDS-PAGE, y después de la separación el gel se fijó con solución etanol (Merck) 40% V/V, ácido 

acético (Cicarelli) 10% V/V por 30 min, y finalmente se tiñó con suspensión coloidal 0,75 mg/mL azul 

de Coomassie G-250 (Biopack), H3PO4 (Cicarelli) 1,5% m/V, (NH4)2SO4 (Merck) 7,5% m/V, etanol 

25% V/V. Las distintas bandas por analizar se cortaron de los geles y se estudiaron por espectrometría 

de masas en el Centro de Estudios Químicos y Biológicos por Espectrometría de Masa (CEQUIBIEM, 

UBA).  

Las muestras fueron reducidas con DTT 20 mM durante 45 min a 56 °C y alquiladas con 

Iodoacetamida 50 mM durante 45 min en oscuridad. Luego se digirió con la proteasa tripsina (corta a la 

derecha de K y R) durante toda la noche. Se realizó la extracción de los péptidos con acetonitrilo. La 

muestra fue liofilizada por Speed Vac y vueltas a resuspender con buffer (NH4)HCO3 50 mM pH 8 y se 

dejaron digiriendo con Glu-C (corta a la derecha de E (y a veces corta un poco en D) durante toda la 

noche. La muestra fue liofilizada por Speed Vac y resuspendida con 10 µL de ácido fórmico 0,1% V/V. 

Se realizó un desalado pasando por zip Tip C18 (Merck). Se analizó por nanoHPLC (EASY-nLC 1000, 

ThermoScientific) acoplado a un espectrómetro de masa con tecnología Orbitrap (Q-Exactive, 

ThermoScientific). La configuración del equipo permitió que la identificación de los péptidos se realice 

al mismo tiempo que los mismos se separan por cromatografía (MS/MS). La ionización de las muestras 
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se realizó por electrospray (EASY-SPRAY, ThermoScientific). El análisis de los datos obtenidos se 

realizó con el programa ProteomeDiscoverer (ThermoScientific) utilizando como base de datos el 

proteoma de H. titanicae KHS3.  
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C. Alineamiento de secuencias de quimiorreceptores de H. titanicae KHS3, en el que también se incluyó el 
receptor de serina de E. coli Tsr para comparar. Los once residuos que son invariables en todas las MCPs de E. 
coli se sombrearon con rojo (Ames et al., 2002). Con sombreado negro se marcaron los residuos con carácter 
diferente y con gris los reemplazos conservativos. El residuo que está ubicado en la punta de la horquilla está 
marcado con naranja como referencia 

Los alineamientos entre las secuencias correspondientes de CheW1 y CheW2, y los dominios P5 

de CheA1 y CheA2 de H. titanicae (Figura 26 B) muestran que los residuos involucrados en esta 

interacción se conservan en las proteínas de la vía Che1 mientras que aparecen reemplazos significativos 

en las de Che2 (marcados con negro en la Figura 26 B). En particular, el par de residuos resaltado con 

naranja en la Figura 26 B (N en CheW y G en el dominio P5), que interactúan en el cristal, se conservan 

en CheW1 y CheA1, mientras que se reemplazan por una histidina en CheW2 y una asparagina en 

CheA2. Además, de los diez residuos hidrofóbicos que se conservan en la misma superficie de 

interacción, tres son reemplazados en CheW2/CheA2 por residuos con carácter polar. 

Por otro lado, la interacción con MCPs ocurre principalmente a través del surco hidrofóbico que 

une los dos subdominios de CheW (Figura 27 A), y varios estudios han identificado residuos 

involucrados en dicha interacción (Ames et al., 2002; Boukhvalova et al., 2002; Piñas et al., 2016). 

Nuevamente, el alineamiento con CheW de E. coli muestra una conservación estricta para CheW1 y 

reemplazos significativos en la superficie correspondiente para CheW2 (Figura 27 B), lo que es 

consistente con la incapacidad de CheW2 para complementar la mutante de E. coli. 

A su vez, una inspección detallada del alineamiento del extremo de la horquilla citoplásmica (Figura 

27 C), altamente conservado en todas las MCPs predichas de H. titanicae, revela ciertas diferencias 

relevantes para Htc10. De los once residuos que son invariables en los cinco quimiorreceptores de E. 

coli (sombreado color rojo en la Figura 27 C), y en la mayoría de los receptores de quimiotaxis, sólo 

tres se conservan estrictamente en Htc10, mientras que los otros contienen reemplazos, tres de los cuales 

son conservativos (sombreado gris) y los cinco restantes de carácter significativamente diferente 

(sombreado negro). 

Dado que estos residuos están involucrados tanto en las interacciones receptor-receptor como en las 

interacciones receptor-CheW (Ames et al., 2002), la divergencia de secuencia de Htc10, CheW2 y el 

dominio P5 de CheA2 ayuda a explicar la incapacidad de las proteínas codificadas en el cluster che2 de 

H. titanicae KHS3 de incorporarse en los complejos de señalización de quimiotaxis de E. coli. 

Especificidad en las reacciones de metilación 

Además del análisis de la región de señalización, se estudió la especificidad de las metiltransferasas 

codificadas en los clusters de quimiosensado de Halomonas. En primer lugar, se clonó el gen cheR2 en 

pRR48 (construcción pFR8) y se complementó la función quimiotáctica de la mutante UU2611 (✆cheR, 

✆mcps), que expresaba además el gen del receptor de serina tsr, en placas de agar blando. En la Figura 

28 A se muestra que CheR2 no complementó el fenotipo de la mutante, sugiriendo que esta 
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de la Figura 29); en caso contrario, si el ligando de Htc10 disminuyese la actividad de la metiltransferasa, 

podría no observarse cambios respecto a la primera calle. 

Sin embargo, como puede observarse en la Figura 31 todas las muestras incubadas con hipoxantina 

presentaron un perfil similar a la situación sin ligando y la cuantificación también arrojó valores 

parecidos a los obtenidos para la segunda calle, indicando que en estos ensayos de expresión heteróloga 

en E. coli la actividad de CheR2 no se vio afectada por la presencia de hipoxantina en el rango de 

concentración analizado. Resultados semejantes se obtuvieron con guanina (datos no mostrados). 

Ensayos realizados de esta manera con la metiltransferasa trunca (CheR2✆TPR) revelaron que la 

actividad de esta proteína tampoco se vio influenciada por la presencia de hipoxantina (datos no 

mostrados), reafirmando que, al menos cuando se expresaron en E. coli, ambas versiones de la 

metiltransferasa del cluster che2 de H. titanicae KHS3 tuvieron comportamientos similares. 
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Discusión 

La secuenciación del genoma de la cepa bacteriana Halomonas titanicae KHS3 reveló la presencia de 

dos grupos de genes tipo quimiotaxis, che1 y che2, y su análisis previo sugiere que ambas vías 

ensamblarían de manera independiente, principalmente por consideraciones referidas a la longitud de la 

horquilla citoplasmática del único receptor codificado en el cluster che2 (Gasperotti et al., 2018). En el 

presente capítulo se examinó esta hipótesis mediante ensayos in vivo, analizando la capacidad de ciertas 

proteínas del sistema Che2 de complementar mutantes en genes homólogos en Escherichia coli. 

En primer lugar, se estudió la especificidad de la región de señalización, para lo cual se evaluó el 

rol de la proteína acopladora. A diferencia de lo que ocurre en el sistema Che de E. coli, el sistema Che2 

de H. titanicae contiene dos proteínas acopladoras, CheW2 y CheW3. El modelado molecular previo 

(Gasperotti et al., 2018) indicó que CheW2 tiene una estructura canónica, es decir la típica estructura de 

dos barriles con cinco hebras-✂ ☛✁☎✁ ✠✞✂� pero CheW3 carece de las dos hebras-✂ del subdominio SD2 

(✂✂ ✁ ✂✄� ✁ �✁ loop que las conecta) encargadas de interactuar con la quinasa (ver Figura 32 A). Por tanto, 

es natural asumir que la proteína que interactúa con la quinasa y, consecuentemente, modula la actividad 

del regulador de respuesta sea CheW2. Por esta razón, se intentó complementar la mutante E. coli ✆cheW 

transformando con el gen cheW2, pero los resultados obtenidos en placas de agar blando mostraron que, 

a diferencia de lo que ocurre con CheW1, CheW2 no fue capaz de restituir la función defectuosa en 

quimiotaxis de la mutante. 

La inspección detallada de los residuos que conforman la superficie de contacto entre CheW y CheA 

reveló que en el caso de las proteínas de Che2 aparecen ciertos reemplazos (puntualizados en la Figura 

26) que parecieran ser los responsables, al menos en parte, de la incapacidad de CheW2 Ht de interactuar 

con CheA Ec. Además, existen reemplazos significativos en residuos importantes que conforman el 

surco de interacción con MCPs, sugiriendo que CheW2 también podría mostrar dificultades en 

interactuar con los quimiorreceptores de E. coli. Apoyan esta sugerencia los ensayos en placas de agar 

blando realizados con una cepa salvaje de E. coli, en los que altos niveles de CheW2, generados por 

elevada concentración de inductor, no interfirieron con la función quimiotáctica normal de la cepa, lo 

que permite asumir que los complejos de señalización estaban intactos. 

Asimismo, como lo muestra el alineamiento de los dominios citoplasmáticos de las MCPs predichas 

de H. titanicae, también existen sustituciones relevantes en la punta de la horquilla del quimiorreceptor 

codificado en el cluster che2 (Htc10). Estos residuos están involucrados en las interacciones receptor-

receptor y receptor-CheW/CheA, por lo que estos reemplazos podrían ser responsables de la incapacidad 

de Htc10 de activar la quinasa de E. coli, observada en los ensayos de rotaciones. Cabe destacar que en 

nuestro laboratorio se ha demostrado que Htc1 sí es capaz de activar la quinasa de E. coli (Gasperotti 

et al., 2021). Htc1 es un receptor de quimiotaxis de H. titanicae que sensa benzoato y derivados, y, como 

muestra la Figura 27 C, presenta los once residuos analizados altamente conservados. 
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sustituciones de aminoácidos en las superficies de interacción de los dominios que conforman los 

complejos de señalización podrían determinar en gran parte la especificidad de esas interacciones. 

En cuanto al rol de CheW3, la comparación con el modelo canónico del sistema de quimiotaxis no 

permite hacer inferencias sobre su función, ya que éste contiene una sola proteína acopladora. El análisis 

masivo de genomas bacterianos muestra que muchos sistemas tipo quimiotaxis presentan más de una 

CheW (Wuichet et al., 2007), por lo que el estudio de proteínas acopladoras con particularidades 

estructurales o funcionales es relevante. Recientemente se ha publicado un trabajo en el que se estudió 

la función de una proteína estructuralmente similar a CheW3, denominada FrzB (también carece de las 

dos hebras-✂ del subdominio SD2), que forma parte de la vía no canónica Frz de Myxococcus xanthus 

(Guiseppi et al., 2019), la cual controla la frecuencia en la que las células cambian su dirección de 

movimiento (Zusman et al., 2007). A diferencia de FrzA, otra proteína homóloga a CheW que posee 

todos los elementos estructurales intactos, FrzB no es necesaria para la activación de la quinasa 

(Bustamante et al., 2004), pero se ha encontrado que desempeña un rol estructural aún no descifrado por 

completo. Las proteínas del sistema Frz forman varios complejos separados en el interior de la célula 

tipo salvaje, pero la ausencia de FrzB genera que esos complejos se agrupen en uno solo (Figura 32 B). 

Si bien todavía desconocemos la organización y localización de los complejos de proteínas del cluster 

che2 en H. titanicae, es posible especular que CheW3 genere consecuencias estructurales similares a las 

observadas para FrzB en M. xanthus. En una tesina llevada a cabo en nuestro laboratorio [Tesina de 

grado (Maldonado, 2022)], se clonó el gen cheW3 y su producto fue sobreexpresado en una cepa mutante 

de H. titanicae que presentaba la vía Che2 sobreactivada (en el Capítulo III se darán detalles de la 

mutante). La presencia de elevados niveles de CheW3 revirtió el fenotipo generado por dicha 

sobreactivación, sugiriendo que CheW3 puede competir con la proteína acopladora canónica CheW2 

por las superficies de interacción, lo cual es consistente con la idea de un cierto rol estructural para la 

organización de los complejos cuando está presente en niveles normales. 

Por otro lado, también se evaluó la especificidad de las metiltransferasas codificadas en los dos 

clusters de quimiosensado de H. titanicae, CheR1 y CheR2, mediante el análisis del nivel de metilación 

de los receptores por electroforesis en geles con bajo porcentaje de bisacrilamida. El análisis de extractos 

proteicos de células de una cepa de E. coli carente de CheR, CheB y MCPs mostró que ninguno de los 

receptores de quimiotaxis probados (Tsr de E. coli o Htc1 de H. titanicae) modificó su patrón de bandas 

cuando se expresaron junto a CheR2 Ht, lo que indica que esta metiltransferasa no fue capaz de catalizar 

la metilación de estas MCPs. 

En cambio, cuando el receptor que se co-expresó junto a CheR2 fue Htc10, sí se pudo observar la 

aparición de nuevas bandas de mayor movilidad electroforética, reactivas al anticuerpo contra Htc10 y 

cuyo patrón está influenciado por concentración del inductor de cheR2. El supuesto de que estas bandas 

adicionales representan variantes de Htc10 con modificaciones postraduccionales fue confirmado por 

espectrometría de masas, lo que además permitió identificar dos residuos de glutamato susceptibles a 

ser metilados (E434 y E441) que se encuentran en la región de adaptación predicha por alineamientos. 
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Resultados opuestos se obtuvieron cuando la metiltransferasa expresada junto a receptores fue 

CheR1 Ht, indicando que también existen elementos de especificidad en el aparato de adaptación que 

aseguran que cada metiltransferasa modifique a los receptores de la vía a la que está asociada. 

El análisis de la secuencia de CheR2 de H. titanicae KHS3 reveló la presencia de residuos 

conservados que conformarían el sitio activo, y, por otro lado, cuatro repeticiones tetra trico péptidos 

(TPR) en el extremo C-terminal (ver Figura 30). En cambio, CheR1 sólo presenta el núcleo catalítico 

característico de las metiltransferasas (Gasperotti et al., 2018), al igual que otras metiltransferasas 

canónicas. Si bien este dominio característico es conservado en las dos proteínas, el análisis previo de 

sus secuencias indicó que CheR1 Ht está más estrechamente relacionado con CheR de E. coli (56,3 % 

de identidad) que CheR2 Ht (32,7 % de identidad) (Gasperotti et al., 2018), lo que ayuda a explicar la 

especificidad registrada experimentalmente. Una observación particularmente interesante es que sólo 

CheR1 muestra una buena alineación en la región que involucra el ✝✠�☎✂✂✟✞✟✂ ✂ (ver Figura 8 para 

reconocer este subdominio en CheR de Salmonella enterica), mientras que CheR2 contiene una pequeña 

deleción (Gasperotti et al., 2018), sugiriendo que esta última podría tener dificultades para unirse al 

pentapéptido C-terminal que contienen ciertos quimiorreceptores y ser reclutada en el complejo de 

señalización, que esa es la función reportada para ese subdominio (García-Fontana et al., 2014; Shiomi 

et al., 2002). Cabe señalar que el pentapéptido C-terminal de Htc10 carece de secuencia consenso 

(NWETF), aunque sólo 11 de las 25 MCPs totales de H. titanicae KHS3 lo tienen (Gasperotti et al., 

2018), proporción similar a lo que ocurre en E. coli. 

En cuanto al dominio TPR, si bien es una variación del modelo canónico, es un dominio bastante 

común en CheRs que componen sistemas tipo quimiotaxis con funciones alternativas, aunque se 

desconoce su función específica en la adaptación (Muñoz-Martínez et al., 2012). Con el fin de evaluar 

si la pérdida de TPR afecta la actividad de CheR2 de H. titanicae, se generó una versión trunca de la 

proteína (☎✁�✄✂✆✄☎✄), por mutación puntual del plásmido que codifica cheR2, y se analizó su actividad 

contra Tsr Ec y contra Htc10 Ht mediante ensayos de metilación in vivo por expresión heteróloga en E. 

coli. Los resultados mostraron que la eliminación de este dominio adicional generó perfiles similares a 

los obtenidos con la proteína completa, lo que muestra que la fusión TPR no tiene relevancia en la 

actividad de esta metiltransferasa en las condiciones ensayadas. 

Experimentos realizados con la metiltransferasa (FrzF) del sistema Frz de M. xanthus (Scott et al., 

2008), también asociada a TPR, son las pocas pistas que disponemos actualmente acerca de la influencia 

de este dominio en la actividad de CheR. Los ensayos in vitro realizados por Scott y colaboradores 

(Scott et al., 2008) muestran que FrzF de longitud completa metiló un solo residuo conservado del 

receptor FrzCD, mientras que una versión trunca que carece del dominio TPR metiló ese residuo y dos 

adicionales, también en posiciones conservadas (en la Figura 29 C se marcan con rosa). Esto es indicio 

de que la presencia del dominio TPR inhibe la actividad catalítica, y si bien se desconoce el mecanismo 

de acción, Scott y colaboradores plantean la hipótesis de una barrera física que prevendría la metilación, 





Capítulo II 

90 
 

representando los supuestos dos posibles estados: inhibido I (modelo de proteína entera, sin linker) y estimulado 
E (versión trunca carente de dominio TPR), en los que se puede observar la exposición del sitio activo. 

Sin embargo, los datos experimentales no apoyan esta observación. Si suponemos que en su entorno 

natural efectivamente CheR2 tiene dos estados influenciados por la posición del dominio TPR (ver 

Figura 33 C), inhibido (con el sitio activo bloqueado) o estimulado (con el sitio activo expuesto), de 

modo que sin dominio TPR la proteína estará estimulada, el hecho de que en los experimentos mostrados 

�✞ �✝☞� ☛✁✌�☞✠✁✂ ☎✁�✄✂ ✁ ☎✁�✄✂✆✄☎✄ ☎�✞ ✁✂✝✂✟✝✂✂✝ ✄�✝✠✁☞✁☎✂✝ ✌✂☎✄�✁ ✝�✄ ✠✞✁ ☛✂✞✝�☛✠�✞☛✟✁ ✌✁✄☞✟☛✠✁✁✄

del contexto celular de la cepa de E. coli donde se expresan. Es decir, podríamos imaginar que cuando 

la enzima es expresada en E. coli el rol inhibitorio de su dominio C-terminal se ve arruinado por algún 

factor externo, por ejemplo, la presencia de proteínas características de E. coli que interactúen 

directamente con el dominio TPR. Futuros experimentos in vitro o en la misma Halomonas podrían 

ayudar a probar esta hipótesis y a esclarecer el rol de este tipo de dominios en la funcionalidad de la 

enzima. 

Finalmente, también se probó si la presencia de los ligandos específicos de Htc10 (determinados en 

el Capítulo I) afectaba la actividad metiltransferasa de CheR2, pero en ninguna condición analizada se 

observó una diferencia significativa en el patrón ni en la intensidad de las bandas inmunorreactivas. 

Como aún no se han reportados ligandos químicos para otro sistema que codifique una metiltransferasa 

fusionada a TPR, es difícil especular la relación entre la unión de compuestos específicos al receptor y 

actividad de la CheR en estos sistemas, y por ahora sigue siendo un misterio. En el contexto de la 

hipótesis recién planteada, una posible explicación es que los ligandos podrían influir sólo en la actividad 

del estado inhibido, en cuyo caso los resultados recopilados estarían afectados por la expresión 

heteróloga. A pesar de las múltiples ventajas de trabajar con cepas derivadas de E. coli, principalmente 

en cuanto a facilidad de manipulación molecular, es cierto que hay que destacar el problema de estudiar 

señalización por expresión de genes en este tipo cepas, ya que es posible perder o incorporar muchas 

interacciones con factores ajenos al núcleo central. 

En resumen, las evidencias brindadas en este capítulo son consistentes con la hipótesis de que las 

proteínas involucradas en las dos vías de quimiosensado de H. titanicae KHS3 ensamblan en forma 

independiente, y se mantienen físicamente separadas para llevar a cabo distintas funciones celulares. 



 

 

 
 
 
 
 
 

CAPÍTULO III: 

Fenotipo asociado a Che2 

 
 
 
 

El cluster che2 Halomonas titanicae KHS3 codifica un conjunto de proteínas homólogas a las de los 

sistemas de quimiotaxis, y éstas constituyen una vía de señalización denominada Che2, que comparte 

ciertas características con el sistema Wsp de Pseudomonas. La más relevante de estas características es 

sin duda la presencia de una diguanilato ciclasa (DGC) fusionada a un dominio regulador de respuesta 

(ver sección “Sistemas homólogos a los de quimiotaxis de Halomonas titanicae KHS3”, Introducción). 

La vía Wsp es uno de los sistemas no canónicos más caracterizados, por lo que el conocimiento de su 

funcionamiento es indispensable para el estudio del cluster che2 de H. titanicae. 

En P. aeruginosa, la eliminación del gen wspF, que codifica la metilesterasa de la vía Wsp, genera 

altos niveles del mensajero intracelular diguanilato cíclico, di-GMPc, (Hickman et al., 2005) y un 

fenotipo caracterizado por colonias bacterianas pequeñas de aspecto rugoso (Figura 34), hecho que le 

dio nombre a la vía: wrinkly spreader phenotype (D’Argenio et al., 2002; Hickman et al., 2005). Esta 

mutante en wspF tiene el receptor WspA sobremetilado, presumiblemente por acción de la 

metiltransferasa WspC, y por tanto en una conformación que mantiene a la histidín quinasa WspE 

constitutivamente activa (Xu et al., 2022). En estas condiciones, la DGC WspR se encuentra fosforilada, 

y, consecuentemente, su actividad enzimática está aumentada (Chan et al., 2004; Hickman et al., 2005). 

Además de cambios en la morfología de colonias, la estimulación de la vía produce aumento en la 

autoagregación y en la formación de biopelículas, y disminución de la movilidad (D’Argenio et al., 

2002; Hickman et al., 2005). La deleción de los respectivos genes wspF produce fenotipos similares en 

otras especies del género, como P. fluorescens (Spiers et al., 2002) y P. putida (Hueso-Gil et al., 2020). 

Las biopelículas o biofilms son comunidades microbianas compuestas por células sésiles embebidas 

en una matriz rica en glúcidos, proteínas, lípidos, y ácidos nucleicos, que otorga gran resistencia ante 
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Respecto a H. titanicae KHS3, su genoma codifica 36 proteínas con dominios DGC, una de las 

cuales, DGC2, se encuentra codificada en el cluster che2. Este capítulo incluye el estudio el rol 

fisiológico de la vía Che2 de la H. titanicae KHS3, mediante una estrategia similar a la utilizada en 

especies de Pseudomonas, que incluye la evaluación de fenotipos relacionados con biofilm y movilidad 

de la cepa salvaje y de cepas mutantes o sobreexpresantes de genes centrales de la vía. 
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Objetivos 

✟ Obtener mutantes y sobreexpresantes de genes centrales del cluster che2 de Halomonas 

titanicae KHS3 

✟ Caracterizar la movilidad y la formación de biopelículas mediante ensayos in vivo en la cepa 

salvaje, y en sobreexpresantes y mutantes 

✟ Evaluar el rol de di-GMPc en estos fenotipos 

✟ Analizar el efecto de los ligandos en la formación de biopelículas 
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Materiales y métodos 

Material biológico y medios de cultivo 

Cepas 

En este capítulo se utilizaron las siguientes cepas bacterianas: 

✟ Escherichia coli Top10 (Invitrogen): F– mcrA ✆�mrr-hsdRMS-mcrBC� ✁✂✄lacZ✆☎✆✄ ✆lacX74 

nupG recA1 araD✆�✝ ✆�ara-leu)7697 galE15 galK16 rpsL (StrR) endA1 ✞– 

✟ E. coli S17-1 ✞pir+ (Simon et al., 1983): C600::RP-4 2-(Tc::Mu) (Kn::Tn7) recA, thi, pro, 

hsdRM+ ✞pir 

✟ Halomonas titanicae KHS3 (D’Ippólito et al., 2011): aislamiento ambiental 

✟ H. titanicae SF17 (este trabajo): derivada de KHS3 ✟htc10 (htc10::pFR12) 

✟ H. titanicae SF28 (este trabajo): derivada de KHS3 ✆cheB2 

Medios de cultivo 

Los cultivos de E. coli se crecieron en LB [triptona (Difco) 1% m/V, extracto de levadura (Difco) 

0,5% m/V, NaCl (Baker) 0,5% m/V] o TB (1% m/V triptona, 0,5% m/V NaCl). Los de H. titanicae se 

crecieron en LB-2 (triptona 1% m/V, extracto de levadura 0,5% m/V, NaCl 2% m/V) o en medio mínimo 

H1-2 [K2HPO4 (Merck) 11,2 g/L, KH2PO4 (Merck) 4,8 g/L, (NH4)2SO4 (Merck) 2,0 g/L, FeCl3 (Fluka) 

1,85 µM, MgSO4 (Applichem) 1 mM, NaCl 2% m/V] suplementado con extracto de levadura 0,25% 

m/V (H1-2-YE) o citrato de sodio (Biopack) 0,2% m/V (H1-2-Cit). En caso de ser necesario, se agregó 

al medio ampicilina (Amp, GenBiotech) 100 µg/mL, kanamicina (Km, Genbiotech) 50 µg/mL o 

cloranfenicol (Cm, Fluka) 25 µg/mL. Para medio sólidos se agregó agar (Difco) 1,2% m/V.  

Cebadores 

Tabla 8. Oligonucleótidos usados en este capítulo. F significa forward y R reverse. La secuencia de los sitios 
de restricción se marca con negrita. 

Nombre Secuencia Descripción Sitio 

nFR3 5’-AAAACCATGGGACTTCAAGCACGTTCACACAGC-3’ 
Chequeo de 
conjugantes 

 

nFR8 5’-GAAACTCGAGCTCCAGGAAGCGCTCGTG-3’ 
Chequeo de 
conjugantes 

 

nFR9 5’-AAAATCTAGACATATGAGTGCGTTTGCTCCC-3’ 

Construcción de región 
flanqueante 

downstream a cheB2 

(F) 

XbaI 

nFR10 5’-AAAAGGATCCTTAACCCACTCCCTGGGTGG-3’ 

Construcción de región 
flanqueante 

downstream a cheB2 

(R) 

BamHI 

nFR13 5’-TCGATACGGCCAGTTCTCGC-3’ 
Amplificación de 

cheB2 (F) 
 

nFR14 5’-GAGGAGCTGAGTGATGTCGG-3’ 
Amplificación de 

cheB2 (R) 
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nFR27 5’-AAAACTGCAGATGTCCATGGCTGCATGG-3’ Clonado de cheR2 (F) PstI 
nFR28 5’-AAAATCTAGAAAGCGGCGAATATCCAGC-3’ Clonado de cheR2 (R) XbaI 

M13R 5’-GCGGATAACAATTTCACACAGG-3’ 
Primer universal 

utilizado para chequeos 
 

Plásmidos 

Tabla 9. Plásmidos utilizados en este capítulo. 

Nombre Características Fuente 

pSEVA212S 
KmR, origen de replicación R6K dependiente de ✂�✁✄. 

Conjugable 
Colección SEVA (Silva-

Rocha et al., 2013)  

pSEVA311 
CmR, origen de replicación R6K dependiente de ✂�✁✄. 

Conjugable 
Colección SEVA (Silva-

Rocha et al., 2013)  

pJN105 Derivado de pBBR1MCS-5 (GmR) con cassette araC-PBAD 
(Newman & Fuqua, 

1999) 
pBBR1MCS-2 Derivado de pBBR1MCS (KmR) (Kovach et al., 1995) 

pVI520 
AmpR, vector de expresión inducible por isopropil-☎-D-1-

tiogalactopiranósido (IPTG). Conjugable 
(O’Neill et al., 1998) 

pFR7 
Derivado de pKG116 que codifica el gen htc10 de KHS3, 

clonado entre los sitios NotI y BamHI 
Capítulo II 

pFR5 
Derivado de pSEVA212S que contiene dos brazos 

homólogos flanqueantes a cheB2 de KHS3 
Este trabajo 

pFR12 
Derivado de pSEVA311 que contiene un fragmento 

interno de htc10 de KHS3 de 809 pb, clonado en el sitio 
SalI 

Este trabajo 

pFR15 
Derivado de pJN105 que codifica el gen cheR2 de KHS3 
con su propio sitio de unión a ribosoma predicho, clonado 

entre los sitios PstI y XbaI 
Este trabajo 

pFR17 
Derivado de pBBR1MCS-2 que codifica el gen cheR2 de 
KHS3 con su propio sitio de unión a ribosoma predicho, 

clonado entre los sitios EcoRI y XbaI 
Este trabajo 

pBBR1MCS1-I-SceI 
Derivado de pBBR1-MCS1 (CmR) que expresa la 

endonucleasa I-SceI 
(Fu et al., 2014) 

pVI1061 
Derivado de pVI520 conteniendo el gen PP2258 de 
Pseudomonas putida con su sitio diguanilato ciclasa 

SGDEF inactivado por SAAAF 
(Österberg et al., 2013) 

Clonado de cheR2 

La región codificante de CheR2 de H. titanicae KHS3 se amplificó mediante PCR estándar 

siguiendo una metodología similar a la descripta en el Capítulo I (primers nFR27 y nFR28). Los 

productos se digirieron con las enzimas de restricción PstI y XbaI (Thermo Fisher), y luego se ligaron 

en el vector pJN105. La construcción (pFR15) fue verificada por secuenciación de ADN (Macrogen Inc, 

Korea), y luego digerida con las enzimas EcoRI y XbaI (Thermo Fisher) para subclonar el gen cheR2 

en el vector pBBR1MCS-2 (construcción denominada pFR17). Los plásmidos resultantes se 

introdujeron en cepas de E. coli mediante transformación convencional con cloruro de calcio. 

Transferencia de plásmidos a Halomonas 

En el caso de Halomonas, los plásmidos se transfirieron por conjugación utilizando E. coli S17-1 

✞✌✟✄✆ ☛✂✂✂ ☛�✌✁ dadora, ya que ésta tiene incorporado en su genoma los genes necesarios para realizar 

conjugación bacteriana (Simon et al., 1983). Se realizaron estrías con palillos estériles, una de la cepa 
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dadora y, por encima, una de la aceptora, sobre placas de selección H1-2-Cit suplementadas con 

antibiótico, y se incubaron a 32 °C por 2-3 días. Las conjugantes se repicaron varias veces en el mismo 

medio, luego en LB-2 con antibiótico, y finalmente se confirmó la identidad de Halomonas por 

amplificación de un gen ausente en E. coli (primers nFR3 y nFR8). 

Construcción de mutantes 

La mutante de inserción H. titanicae �✄✆✁ �✟htc10) se construyó clonando un fragmento interno 

de 815 pb (560-1374) del gen htc10 del plásmido pFR7 digerido con SalI en el vector suicida 

pSEVA311. El plásmido resultante (pFR12) se transfirió a H. titanicae KHS3 de tipo salvaje mediante 

conjugación. Se aislaron colonias resistentes a Cm, y la interrupción de htc10 se confirmó por PCR. 

En cambio, para la eliminación limpia de cheB2 (cepa �✄✂✂� ✆cheB2) se siguió un protocolo 

adaptado de (Fu et al., 2014). Básicamente, dos fragmentos de al menos 500 pb flanqueantes a cheB2 se 

clonaron secuencialmente (primero 530 pb río abajo, obtenido por digestión del producto de PCR 

amplificado con primers nFR9 y nFR10 con XbaI y HindIII, y después 940 pb río arriba, obtenido por 

digestión de pFR7 con SacI y BamHI) en el vector suicida pSEVA212S (KmR, que contiene en su 

secuencia dos sitios de restricción I-SceI) para obtener la secuencia de deleción final, pFR5, y luego 

transferirla por conjugación a H. titanicae KHS3. Los fragmentos se eligieron de modo que cheB2 

resulte reemplazado por una versión minigénica, manteniendo los cinco primeros codones y tres 

adicionales, incluyendo el de finalización (siete residuos totales: MSVIRIL). La inserción del plásmido 

suicida por recombinación homóloga en colonias resistentes a Km fue confirmada por PCR. Un segundo 

plásmido (pBBR1MCS1-I-SceI), que expresa la enzima de restricción I-SceI, se transfirió por 

conjugación a la cepa mutante previamente obtenida. Después de varios repiques, las colonias sensibles 

a Km se seleccionaron para determinar la presencia de la deleción mediante PCR, y finalmente se 

curaron del plásmido pBBR1MCS1-I-SceI. 

Inmunodetección con Htc10 

Los extractos de proteínas totales de las cepas de Halomonas se obtuvieron cosechando 2 mL de 

cultivos líquidos con densidad óptica (DO) 0,5, medida a 600 nm, lavando con buffer KPE (K3PO4 -

Merck- 10 mM pH 7, ácido etilendiaminotetraacético -EDTA, SigmaAldrich- 0,1 mM), y finalmente 

resuspendiendo en 50 µL de buffer de siembra (Tris-HCl 50 mM pH 6,8, glicerol 10% V/V, 

dodecilsulfato sódico -SDS, Merck- 2% m/V, Bromophenol Blue BPB -Fluka- 0,1% m/V). Las muestras 

se hirvieron por aproximadamente 15 min, y luego se analizaron por electroforesis en geles de 

poliacrilamida (SDS-PAGE, por sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) tal como 

se expone en el Capítulo I. Una vez finalizada la corrida electroforética, las proteínas fueron electro-

transferidas a membranas de polifluoruro de vinilideno (PVDF), y tratadas con anticuerpo policlonal 

primario de conejo dirigido contra el dominio de unión a ligando de Htc10 de H. titanicae KHS3 

(ICIVET, Esperanza, Argentina). Luego se expuso a anticuerpo secundario anti-IgG de conejo 
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acoplados a fosfatasa alcalina, y finalmente las proteínas se detectaron por reacción entre cloruro de 

nitroazul de tetrazolio (NBT, Genbiotech) 0,33 mg/mL y fosfato de 5-bromo-4-cloro-3-indolilo (BCIP, 

Applichem) 0,17 mg/mL, en Tris-HCl 100 mM pH 9,5, NaCl 100 mM, MgSO4 5 mM. Las membranas 

reveladas fueron fotografiadas con cámara Canon PowerShot SX540 HS. 

Ensayos de biofilm por tinción con cristal violeta 

El ensayo fue adaptado de (O’Toole & Kolter, 1998). 800 µL de cultivos bacterianos crecidos en 

H1-2-YE con DO 0,3 se incubaron a 28 °C sin agitación en tubos Eppendorf de 1,5 mL (en los 

experimentos con ligandos, estos cultivos contenían hipoxantina -SigmaAldrich- o guanina -

SigmaAldrich- 1mM). Después de 24 h, se retiraron las células planctónicas, los tubos se lavaron tres 

veces con agua y las células adheridas se tiñeron con una solución de cristal violeta (CV) al 0,1% m/V 

durante 10 min a temperatura ambiente. A continuación, se desechó la solución de tinción, los tubos se 

lavaron tres veces con agua y luego se dejaron secar a temperatura ambiente. Después de fotografiar con 

cámara Canon PowerShot SX540 HS, se le añadieron 900 µL de ácido acético (Cicarelli) 30% V/V, y 

después de 10 min se midió la absorbancia de la solución a 595 nm. Los gráficos y análisis estadísticos 

se realizaron con el software GraphPad Prism versión 7.0. 

En el experimento para evaluar el efecto de la expresión de la fosfodiesterasa, los cultivos de una 

noche que crecieron en presencia de 100 µg/mL de Amp se diluyeron hasta una DO 0,1 en medio que 

contenía Amp y las concentraciones apropiadas de isopropil-✂-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG, PB-L 

Productos Bio-lógicos), y se incubaron a 28 °C hasta una DO 0,3. Luego, 800 µL de cultivo se colocaron 

en tubos Eppendorf, y se continuó una metodología como la recién descripta.  

Ensayos de movilidad 

Análisis de swimming en placas de agar blando 

El comportamiento quimiotáctico se evaluó en placas de agar blando (agar 0,25% m/V) de H1-2-

YE suplementadas con antibiótico en caso necesario. La metodología seguida fue similar a la explicada 

en el Capítulo II. 

Twitching en placas de agar duro 

El movimiento mediado por pili tipo IV se analizó en placas de agar duro (agar 1% m/V) de H1-2-

YE suplementadas o no con antibiótico. Se inocularon con colonias frescas por punción hasta el fondo 

de la placa y luego se incubaron en estufa a 32°C por alrededor de 2 días. Para el registro fotográfico se 

extrajo la colonia superficial por remoción física, posterior a 30 min de incubación con la solución 

reveladora metanol -Merck- 50% V/V, ácido acético 10% V/V. 
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Inspección directa al microscopio 

Para los ensayos de movilidad, se inocularon colonias frescas de cada cepa en H1-2-YE y se 

incubaron durante toda la noche a 28°C en un agitador a 200 rpm. Estos cultivos con DO 

aproximadamente 1,5 se diluyeron hasta DO 0,4 con medio fresco, y se observaron gotas de 6 µL de 

cada cultivo bajo un microscopio óptico Nikon Ti, con un objetivo de contraste de fase de 40X. Se 

grabaron videos de 10 s con una cámara Nikon DS-Qi2 a 25 cuadros/s. Posteriormente, los videos se 

analizaron con el software TaxisPy (Valderrama-Gómez et al., 2020), y los datos de las velocidades 

promedio de las células se evaluaron para cada cepa y se compararon con los de la cepa de tipo salvaje. 

El análisis estadístico se realizó utilizando RStudio versión 4.1.0. Los resultados se analizaron 

mediante una prueba de Kruskal-Wallis con un nivel de significación de 0,05.  

Ensayos de adherencia en placa de poliestireno 

El ensayo de adherencia al sustrato se llevó a cabo como se describe en (Suchanek et al., 2020). Se 

introdujeron cultivos bacterianos crecidos hasta una DO 0,3 (200 µL) en pocillos individuales de una 

placa de poliestireno de 96 pocillos, y se centrifugaron inmediatamente a 500 x g durante 2 min. Las 

células planctónicas se desecharon, los pocillos se lavaron tres veces con agua y luego se tiñeron con 

CV 0,1 % m/V durante 10 min. Después de lavar de nuevo tres veces con agua, se añadió ácido acético 

al 30%. Se leyó la absorbancia a 595 nm después de 10 min. 

Morfología de colonias y macrocolonias 

Para la visualización de la morfología de las colonias se incluyó Rojo Congo (RC, Biopack) 40 

µg/mL en placas LB-2. Para macrocolonias, se colocaron 5 µL de cultivos saturado en placas LB-2 con 

o sin RC 40 µg/mL. Ambos tipos se incubaron a 32 °C durante 3 días. Finalmente se observaron y 

fotografiaron con estereomicroscopio (Leica). 
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Resultados 

Sobreexpresión de CheR2 en Halomonas titanicae �✁✂✄ ☎ ✆✝✞ ✟✆✠✞✝✠✡ ☛htc10 

Los genes del cluster che2 de Halomonas titanicae KHS3 comparten cierto grado de homología y 

organización con los del cluster wsp presente en especies del género Pseudomonas. En el sistema Wsp 

de P. aeruginosa, un desequilibrio en el aparato de metilación que genere sobremetilación del 

quimiorreceptor WspA produce aumentos en los niveles intracelulares de diguanilato cíclico (di-GMPc), 

que se traducen en cambios fenotípicos como aumento de adherencia celular o pérdida de movilidad 

(Matilla et al., 2021). Basándonos en las observaciones hechas en ese organismo y lo que se conoce del 

funcionamiento de este tipo de sistemas de transducción de señales, nos propusimos hacer mutantes de 

H. titanicae en las que se inactive la vía Che2 y en las que la vía esté constitutivamente activa, para 

poner a prueba si este sistema de señalización tiene un comportamiento similar a Wsp, y así evaluar su 

rol funcional. 

Como primer enfoque, se generó una mutante por interrupción del gen htc10 (RO22_21155), 

utilizando un método basado en recombinación homóloga (ver Figura 36 A). En principio, la anulación 

del receptor debería causar una inactivación de la vía, dado que en todos los sistemas de transducción 

de señales de este tipo la activación de la quinasa es totalmente dependiente de la interacción con el 

receptor. Además, el análisis de la secuencia completa del cluster che2 en el servidor FGENESB de 

Softberry (www.softberry.com) sugiere que éste forma un operón (datos no mostrados), por lo que es 

natural pensar que la interrupción de htc10, el primer gen del cluster, podría generar un efecto polar 

afectando además la transcripción de los otros siete genes, y por tanto inactivando esta ruta de 

señalización. 

En primer lugar, un fragmento interno del gen htc10 se clonó en el plásmido suicida pSEVA311. 

La construcción resultante se denominó pFR12, y fue introducida por conjugación en la cepa de tipo 

salvaje (WT) H. titanicae KHS3 usando Escherichia coli S17-✆ ✞✌✟✄ ☛✂mo cepa dadora (Simon et al., 

1983). 

La mutante por interrupción en htc10 �✟htc10), que se denominó SF17, fue seleccionada por 

resistencia a cloranfenicol (Cm), y luego confirmada por PCR como se describe en la Figura 36 B. Los 

pares de oligonucleótidos nFR3 y nFR8 (que hibridan con una región de htc10 upstream a la de 

recombinación) amplificaron un fragmento de alrededor de 850 pb, tanto en WT como en SF17. Como 

este producto no se obtiene con la bacteria dadora (datos no mostrados), podemos afirmar que la cepa 

aislada se trata de Halomonas y no de E. coli. Por otra parte, el amplicón generado por M13R (hibrida 

con un fragmento del plásmido) y nFR2 (hibrida con la porción 3’ de htc10) sólo apareció cuando se 

usó el genoma de SF17 como molde, y, al revés, el gen htc10 completo (par nFR1/nFR2) amplificó sólo 

en WT. Estos resultados confirman que en SF17 el gen de Htc10 quedó dividido en dos partes debido a 

la inserción del plásmido. 
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fotografía se eliminaron las colonias superficiales, y lo que se observa alrededor del punto de inoculación son halos 
de twitching formados en el fondo de la placa de Petri. 

A continuación, se evaluó el efecto de sobreexpresar CheR2 sobre la respuesta quimiotáctica 

(swimming) en placas de agar blando con agar 0,25% m/V (ver Capítulo II), y una fotografía 

representativa puede observarse en la Figura 37 C. La expresión de CheR2 encima de los niveles 

normales en WT disminuyó notablemente la formación del anillo de quimiotaxis, indicando que una 

sobreactivación de Che2 podría afectar el comportamiento quimiotáctico y/o la movilidad de la cepa. 

La inspección directa al microscopio de cultivos líquidos mostró que la movilidad de la cepa WT 

transformada con el plásmido que codifica cheR2 se vio fuertemente afectada (datos no mostrados), 

denotando que el defecto en placas de swimming podría deberse a una deficiencia en la movilidad 

mediada por flagelos. Al igual que lo que sucedió con la formación de biopelículas, el efecto observado 

fue dependiente de la presencia de Htc10 y/o de la vía completa, ya que la sobreexpresión de CheR2 no 

�✁✂✄☎ ✆✝✆✞✟✆ ✠✡✠�☛☞ ✄☞�✌✠ ✁☞✄ ✁✆✝✁✁☞✄ ✍✠ ✎✂✝✂✝☞☛✁✏✝✄ ✠✆ ✟htc10. 

También se evaluó la movilidad sobre superficies sólidas en placas duras (agar 1% m/V). Se 

realizaron experimentos de punción en las que se observó una colonia superficial, alrededor del punto 

de inoculación, y un grupo de bacterias que se desplazaron entre el fondo del agar y el plástico de la 

placa de Petri formando halos traslúcidos típicos de un tipo de movimiento sobre superficies conocido 

como twitching. Éste fenómeno es consecuencia de ciclos de extensión, fijación al sustrato y retracción 

de unas estructuras extracelulares filamentosas y normalmente polares, que se denominan pili tipo IV 

(Burrows, 2012; Kearns, 2010). Los resultados, mostrados en la Figura 37 D, evidenciaron que todas 

las cepas analizadas fueron capaces de formar halos de twitching, y a pesar de presentar considerable 

variabilidad, ni la mutación ni sobreexpresión de CheR2 generaron diferencias evidentes. 

Para descartar posibles efectos de la velocidad de crecimiento sobre los fenotipos observados, se 

✁✝�✝✠✌☞✆ �✂✌✂✁✄ ✍✠ �✌✠�✝✂✝✠✆☛☞ ✍✠ ✁✁✄ �✠✑✁✄ ✒✄ ✁ ✟htc10, tanto en presencia como en ausencia del 

plásmido que codifica cheR2, y no se observaron diferencias significativas en los tiempos de duplicación 

(datos no mostrados). 

✓✔✝✕✠✖✆✗✗✘✙✝ ☎ ✚✡✝✔✠✘✛✔ ✜✡ ✟✆✠✞✝✠✡ ✢cheB2 

Con el fin de obtener una mutante con la vía de señalización constitutivamente activa, confirmar la 

hipótesis sobre el rol de CheB2, y pulir un método que permita obtener mutantes en esta especie de 

Halomonas� ✄✠ ☞�☛✂✂☞ ✁✁ �✠✑✁ ✣cheB2 derivada de KHS3, utilizando un método proveniente de (Fu 

et al., 2014), tal como se esquematiza en la Figura 38. 

Primeramente, se construyó un plásmido suicida en el que se clonaron en forma contigua 

fragmentos flanqueantes al gen a delecionar, que conducirían a la expresión de un minigen de siete 

residuos en lugar de la proteína CheB2 completa. Esta construcción (pFR5) se introdujo por conjugación 

en la cepa WT, y aquellas células en las que el vector recombinó y se insertó en el genoma fueron 

seleccionadas por resistencia a kanamicina, Km (Figura 38 A). La amplificación por PCR con el par de 
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La adherencia en tubos se evaluó mediante el método de tinción con CV, como se describió 

anteriormente, y los resultados de la cuantificación se muestran en la Figura 42. La formación de 

biopelículas se inhibió en la cepa de tipo salvaje a medida que se indujo la expresión de la proteína, 

siendo eliminada casi por completo a 25 µM IPTG; lo que respalda el papel de di-GMPc en este fenotipo. 

Concentraciones mayores a 50 µM de inductor no fueron ensayadas dado que se comprobó que éstas 

afectaban el crecimiento de forma significativa; sólo se probaron concentraciones de IPTG que no 

afectaron el crecimiento. 

La expresión de PDE también afectó a las mutantes examinadas. La cepa con biofilm exacerbado 

mostró una disminución en la capacidad para formar biopelícula a altos niveles de inducción, alcanzando 

una pérdida de aproximadamente el 35% a IPTG 50 µM. Esta disminución dependiente de la inducción 

de PDE es indicio de que di-GMPc sería responsable del fenotipo observado. Incluso la mutante que 

carece de cluster ✁�☛✝�☞� ✟htc10, se vio afectada por la expresión de esta enzima hidrolítica, lo que 

sugiere la presencia de alguna vía adicional que genera di-GMPc con consecuencias para la formación 

de biopelículas. 

En resumen, los resultados obtenidos en este capítulo muestran que mutaciones en el cluster che2 

de H. titanicae KHS3 efectivamente afectan la formación de biofilm y la movilidad, fenotipos 

relacionados con los niveles de di-GMPc. 
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Discusión 

El trabajo presentado en este capítulo es un estudio del rol fisiológico del sistema Che2 de Halomonas 

titanicae KHS3 a través de la generación de mutantes que presenten esta vía inactivada o 

constitutivamente activa, y su posterior evaluación fenotípica. Para inactivar la vía, se interrumpió el 

gen del receptor Htc10 por inserción de un plásmido suicida (mutante ✟htc10). La ausencia del receptor 

debería ser suficiente para inactivar la vía teniendo en cuenta que en los sistemas relacionados con 

quimiotaxis la actividad de la quinasa es absolutamente dependiente de la asociación a su receptor 

específico. Además, el análisis de la secuencia del cluster predice que che2 forma un operón con htc10 

como primer gen, por lo que la inserción del plásmido posiblemente cause también la interrupción de la 

transcripción de los genes que se encuentran río abajo. Esta última presunción deberá ser confirmada 

experimentalmente. Por otro lado, la sobreactivación de la vía se generó por sobremetilación del receptor 

Htc10, tanto por sobreexpresión de la metiltransferasa CheR2 a partir de un plásmido como por deleción 

✍✠� ✞✠✆ ✎✂✠ �☞✍✝✡✝�✁ ✁ �✁ ✁✠☛✝�✠✄☛✠✌✁✄✁ ✂✁✠✄✂ ☎✁✂☛✁✆☛✠ ✣cheB2). En todos los casos, las mutantes 

obtenidas se chequearon por PCR. Es necesario mencionar que la eficiencia de estos métodos fue 

extremadamente baja, posiblemente por una baja tasa de recombinación, lo que obligó a extender los 

procedimientos de screening para obtener las mutantes deseadas. Actuales estudios en nuestro 

laboratorio están destinados a perfeccionar nuevos métodos que permitan editar el genoma de esta 

especie bacteriana con mayor facilidad. 

El análisis de extractos proteicos por western blot ✁☞✄☛✌☎ ✎✂✠ ✟htc10 carecía de bandas 

inmunorreactivas al anticuerpo anti-Htc10, verificando la falta del receptor en esta cepa, y que la 

✁✂☛✁✆☛✠ ✣cheB2 presentó bandas con mayor movilidad electroforética en comparación con la cepa 

salvaje (WT), indicando un nivel de metilación más alto en ausencia de CheB2 y confirmando la 

actividad metilesterasa de esta proteína. 

Una vez obtenidas las mutantes, se evaluaron características que han sido relacionadas con 

aumentos de di-GMPc en otras especies. En primer lugar, se analizó la formación de biopelículas luego 

de 24 h de incubación mediante el método de tinción con cristal violeta (CV). En la cepa WT se 

observaron células adheridas al tubo mayormente alrededor de la superficie en contacto con el aire. La 

expresión de una proteína con actividad de fosfodiesterasa (PDE) redujo los valores de absorbancia del 

colorante retenido hasta los correspondientes al control sin células, lo que refuerza el papel de di-GMPc 

en este fenotipo, siendo el primer reporte de implicancia de di-GMPc en la formación de biopelículas 

en especies de Halomonas. 

✆✆ �✂✁✆☛☞ ✁ �✁✄ �✠✑✁✄ �☞✆ �✁ ��✁ ✂✁✠✂ ✁✡✠�☛✁✍✁� ✟htc10 mostró una sutil disminución de la biomasa 

adherida luego de 24 h de incubación. En este caso, la expresión de la PDE exógena también anuló 

completamente el biofilm formado, lo que insinúa la presencia de alguna vía adicional que produzca di-

GMPc con consecuencias en este fenotipo. 
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Por otra parte, tanto la sobreexpresión de CheR2 en la cepa salvaje como la deleción del gen cheB2 

generaron una notable exacerbación del biofilm en los ensayos de tinción con CV, exhibiendo biomasa 

adherida en toda la superficie del tubo y no restringida a la interfase líquido-aire. Estos resultados 

sugieren que efectivamente un mayor nivel de metilación de Htc10 se traduce en una activación de la 

vía. 

Cuando la sobreexpresión de CheR2 se llevó a cabo en la cepa que tiene el receptor interrumpido, 

no se observaron cambios en el nivel de biofilm obtenido con respecto a la cepa salvaje. Estos resultados 

apoyan la idea de que efectivamente el aumento de biofilm observado por sobremetilación del receptor 

es dependiente de la presencia del receptor Htc10 y de las proteínas de señalización que se encuentran 

corriente abajo. 

Asimismo, la inducción del gen que codifica la hidrolasa PDE en ✣cheB2 originó una disminución 

de casi un 40% de la biomasa adherida. Incrementos en la concentración del inductor por encima del 

valor más alto mostrado tuvieron un marcado efecto sobre el crecimiento de la cepa, por lo cual no se 

pudieron llevar a cabo los experimentos de biofilm en esas condiciones para no correr el riesgo de tratar 

de interpretar variaciones complejas multicausales. El efecto parcial observado a la mayor inducción 

ensayada solo permite decir entonces que el di-GMPc está efectivamente involucrado en la respuesta. 

La correlación entre la producción de di-GMPc y la formación de biopelículas involucra varios 

factores, uno de los más relevantes es la síntesis y secreción de grandes polímeros que componen la 

matriz extracelular (Römling, 2012). Entre los componentes más abundantes de estas estructuras 

bacterianas se encuentran los exopolisacáridos, cuya composición puede variar según la especie, 

factores ambientales, o la etapa del ciclo de maduración (Limoli et al., 2015). Por ejemplo, en P. 

aeruginosa PAO1 se han identificado dos polisacáridos que componen sus biofilms, Psl y Pel, que 

difieren en su estructura química, y los genes de su biosíntesis se encuentran en dos operones 

denominados psl y pel, respectivamente (Franklin et al., 2011; Ha & O’Toole, 2015). Se ha demostrado 

que la deleción del gen de la metiltransferasa WspF en esta cepa produce elevadas cantidades de estos 

polímeros como consecuencia del aumento de di-GMPc por parte de la vía Wsp, a través de la activación 

de esos dos operones (Hickman & Harwood, 2008). Sin embargo, es necesario considerar que la 

concentración de di-GMPc puede afectar la formación de polímeros relacionados con la adherencia o la 

formación de matriz extracelular de maneras muy diversas, aunque el fenotipo resultante sea similar. 

Por ejemplo, en la especie Pseudomonas fluorescens, que posee una vía Wsp muy similar a la de P. 

aeruginosa, se ha demostrado que el principal mecanismo que aumenta la formación de biofilm en 

mutantes con sobreactivación de esta vía de señalización es la activación alostérica de la celulosa sintasa 

por parte del di-GMPc generado (Goymer et al., 2006).  

El análisis de la secuencia genómica de H. titanicae KHS3 reveló que ésta contiene genes 

homólogos a los que componen el operón psl, pero no se encontraron genes claramente homólogos a los 

del operón pel. Se puede especular entonces, que el di-GMPc que sería producido por la vía Che2 de H. 

titanicae también podría controlar la producción de exopolisacáridos similares a Psl, por lo que, como 
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enfoque preliminar, se inspeccionó el aspecto de colonias y macrocolonias de la cepa WT y sus mutantes 

derivadas crecidas en presencia de Rojo Congo. Debido a que varios polisacáridos interactúan con este 

compuesto azoico y forman complejos estables (Wood & Fulcher, 1978), la adición del colorante a 

medios sólidos puede utilizarse como una medida indirecta de la producción elevada de estos polímeros 

(Jones & Wozniak, 2017). T✁✆☛☞ �✁✄ �☞�☞✆✝✁✄ �☞✁☞ �✁✄ ✁✁�✌☞�☞�☞✆✝✁✄ ✍✠ �✁ �✠✑✁ ✣cheB2 mostraron 

mayor retención del colorante rojizo, sugiriendo que contenían mayor proporción de exopolisacáridos 

✠✆ �☞✁✑✁✌✁�✝☎✆ �☞✆ ✒✄� ✁✆��✂✄☞ ✠� ✁✄✑✠�☛☞ ✌✂✞☞✄☞ ✍✠ �✁✄ �☞�☞✆✝✁✄ ✍✠ ✣cheB2, morfología similar a su 

✠✎✂✝�✁�✠✆☛✠ ✣wspF de P. aeruginosa, denota la alta producción de este tipo de polímeros. Además, esta 

mutante mostró mayor capacidad de adherencia a placas de poliestireno luego de una breve 

centrifugación de cultivos líquidos, lo que sería indicio de que en esta cepa los polisacáridos 

extracelulares podrían aumentar la adherencia a sustratos y ser, al menos en parte, responsables del 

aumento de biofilm. 

El di-GMPc es capaz de aumentar la producción de exopolisacáridos por varios mecanismos, de los 

cuales uno bastante estudiado involucra al factor de transcripción FleQ. Se ha corroborado que esta 

proteína se une a los promotores de los operones pel y psl, reprimiendo su transcripción, y que sufre 

cambios conformacionales cuando se une a di-GMPc que lo transforman en un activador génico 

(Baraquet et al., 2012; Colvin et al., 2012). Particularmente, en P. aeruginosa PAO1 se registraron 

incrementos en la transcripción de estos operones cuando se delecionó la metilesterasa WspF (Hickman 

et al., 2005; Hickman & Harwood, 2008). La búsqueda de genes homólogos a fleQ en el genoma de H. 

titanicae KHS3, que brinde pistas sobre el mecanismo de acción río debajo de Che2, arrojó varios 

candidatos posibles, uno de los cuales (RO22_06180) muestra una elevada conservación de los residuos 

que serían indispensables para el funcionamiento de este factor de transcripción. 

Otro fenotipo evaluado en este trabajo fue el nado libre mediado por flagelos. A partir del análisis 

de videos registrados por inspección al microscopio óptico de cultivos líquidos se pudo determinar una 

velocidad promedio de 25 µm/s para las células de tipo salvaje. Este valor es congruente con los 

obtenidos en estudios anteriores para otras cepas marinas pertenecientes al género Halomonas, que 

oscila entre 26 y 39 µm/s (Kita-Tsukamoto et al., 2004). En cambio, en �✁ ✁✂☛✁✆☛✠ ✣cheB2 la mayoría 

de las células fueron inmóviles o con muy poca movilidad y la velocidad promedio se redujo 

considerablemente hasta un valor medio de aproximadamente 9 µm/s, lo que ayuda a explicar su 

incapacidad de generar anillos de quimiotaxis en placas de agar blando. Nuevamente, la proteína 

homóloga a FleQ podría estar involucrada en este fenómeno. En Pseudomonas, además de regular la 

expresión de pel y psl, este factor de transcripción induce la expresión de genes involucrados en la 

exportación y ensamblaje de flagelos (Dasgupta et al., 2003; Dasgupta & Ramphal, 2001), pero cuando 

se une a di-GMPc se inducen cambios en la estructura que ocasionan el decaimiento de la transcripción 

de dichos genes (opuesto a lo que ocurre con los operones pel y psl) (Baraquet & Harwood, 2013). 

Por otro lado, la ausencia de la vía Che2 activa en la mutante ✟htc10 no afectó significativamente 

la movilidad ni el comportamiento en placas de agar blando, lo que apoya la hipótesis de que este cluster 
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no tiene un rol activo en quimiotaxis. Cabe mencionar que recientemente en nuestro laboratorio se ha 

obtenido una mutante de H. titanicae KHS3 con deleción de la quinasa del cluster che1 (✣cheA1) que 

tiene la función quimiotáctica deteriorada [Tesis doctoral (Balmaceda, 2023)], a pesar de contener todos 

los genes de che2 intactos, lo cual también sustenta que la respuesta de quimiotaxis no depende de su 

presencia. 

En cuanto a los ensayos de movilidad sobre superficies sólidas, los experimentos en placas duras 

mostraron que todas las cepas testeadas, incluyendo la ✣cheB2 [Tesina de grado (Maldonado, 2022)] 

fueron capaces de formar halos de twitching, y no se manifestaron diferencias evidentes en ningún caso, 

indicando que el cluster che2 de H. titanicae KHS3 no tiene implicancias en este tipo de movilidad 

mediada por extensión y retracción del pili tipo IV.  

En conjunto, los resultados obtenidos en este capítulo muestran que el sistema de señalización 

codificado en el cluster che2 de H. titanicae KHS3 pareciera tener un comportamiento similar al sistema 

Wsp de Pseudomonas, y mutantes en esta vía también afectan fenotipos relacionados con la producción 

de di-GMPc, lo que permitiría utilizar a esta especie del género Halomonas como modelo de estudio del 

sistema Wsp, cuya caracterización tiene gran relevancia principalmente en el ámbito médico. 

No obstante, a pesar de las semejanzas, también existen ciertas diferencias entre ambos sistemas, 

por ejemplo, la familia estructural a la que pertenecen los dominios de unión a ligando (LBD) de sus 

receptores. Mientras que el LBD de WspA se predice tiene topología 4HB (Á. Ortega et al., 2017), en 

el Capítulo I de esta tesis se demostró que el LBD de Htc10 tiene una estructura doble Cache y que une 

hipoxantina y guanina con afinidad del orden micromolar. Como hasta el momento no hay registros de 

ligandos específicos de WspA, nos pareció interesante evaluar el efecto de estos compuestos 

nitrogenados en un fenotipo representativo de H. titanicae KHS3 como la formación de biofilm. Es 

necesario destacar que si bien hay reportes que indican que la vía Wsp se activa al estar en contacto con 

superficies (Güvener & Harwood, 2007; O’Connor et al., 2012), en presencia de etanol 1% V/V (Chen 

et al., 2014) o en mutantes en rutas que determinan la longitud de ácidos grasos (Blanka et al., 2015) 

(estos dos últimos fenómenos podrían generar alteraciones en membrana, consistente con la hipótesis 

de activación por perturbaciones), no hay ninguna evidencia acerca del mecanismo por el cual WspA 

participa en este fenómeno. 

Los ensayos de tinción con CV revelaron que la presencia de los derivados purínicos en el medio 

de cultivo no generó diferencias significativas en la biomasa adherida de la cepa salvaje ni sus mutantes 

derivadas en las condiciones probadas.  

A diferencia de los sistemas de quimiotaxis clásicos, este tipo de rutas de señalización estimulan la 

actividad enzimática para la síntesis de un segundo mensajero que induce una cascada de señalización 

intracelular. Es sabido que muchas bacterias poseen múltiples proteínas con dominios DGC (diguanilato 

ciclasa) y/o PDE (Galperin et al., 2001), por ejemplo, P. aeruginosa codifica 38 de estas proteínas 

(Kulesekara et al., 2006) y H. titanicae KHS3 al menos 40 predichas. Esta abundancia sugiere que estos 

microorganismos poseen un conjunto de rutas que alimentan un pool global de di-GMPc o, 
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alternativamente, una serie de vías no vinculadas que producen concentraciones localizadas y altamente 

específicas de este dinucleótido cíclico (Römling et al., 2005; Weber et al., 2006). Si fuese lo segundo, 

la estrategia de sobreactivación de la vía podría aumentar la concentración global de di-GMPc de manera 

grosera impactando en efectores que no estén directamente relacionadas con el sistema en estudio. En 

este contexto, el hecho que los fenotipos evaluados sean bastante similares en las cepas WT y ✟htc10 

podría indicar que la disminución de movilidad y exacerbación de biomasa adherida de la mutante 

✣cheB2 sería un artificio debido al exceso de di-GMPc. Si Che2 generase efectos locales por algún 

fenómeno de compartimentalización, y su rol fisiológico no estuviese involucrado en la formación de 

biopelículas, es natural que los ligandos de Htc10 no generen un efecto evidente en los ensayos de 

biofilm. 

Sin embargo, este dilema permanece vigente y se necesitarán nuevos experimentos, facilitados por 

las herramientas construidas y las pistas obtenidas en este trabajo, que permitan reevaluar la función 

celular la vía Che2 en la cepa salvaje, y el impacto que los ligandos de Htc10 tienen en la misma. 

 



 

 

 
 
 
 
 
 

CONCLUSIONES 

 
 
 
 

El proyecto en el que se enmarca este trabajo pretende caracterizar los sistemas quimiosensoriales del 

aislamiento halotolerante Halomonas titanicae KHS3, que en su genoma contiene dos grupos de genes 

tipo quimiotaxis llamados che1 y che2. En particular, esta tesis aporta al conocimiento de la vía Che2, 

codificada en el en el cluster no canónico che2, en el que interviene una diguanilato ciclasa. 

Los resultados recopilados en los experimentos de complementación en mutantes de Escherichia 

coli muestran evidencia de que ciertas proteínas del sistema Che2 son incapaces de interactuar con la 

maquinaria quimiotáctica de un sistema canónico, particularmente la proteína acopladora CheW2, el 

quimiorreceptor Htc10 y la metiltransferasa CheR2. Además, las dos metiltransferasas codificadas en 

los clusters de H. titanicae mostraron especificidad por el receptor que metilan cuando se expresaron de 

manera heteróloga. El análisis por espectrometría de masas de estos extractos celulares permitió 

determinar que los residuos E434 y E441 de Htc10 son sitios susceptibles a ser metilados por CheR2, y 

no por CheR1, que según la comparación de las secuencias corresponden a posiciones conservadas. 

Estos resultados, junto al análisis de los residuos que están involucrados en las superficies de 

contacto, sugieren que las proteínas de las vías Che1 y Che2 de H. titanicae ensamblan en complejos 

independientes y no interactúan directamente de forma cruzada, de modo que cada uno puede llevar a 

cabo una función celular diferente. 

Se generaron mutaciones, por interrupción o por deleción, en H. titanicae con el fin estudiar el rol 

del cluster che2, y luego se evaluó su fenotipo. Los ensayos de movilidad en placas de agar de la cepa 

mutante por interrupción del gen htc10, permite afirmar que Che2 no tiene un rol activo ni en la 

quimiotaxis mediada por flagelos ni en la movilidad sobre superficie, apoyando su participación en 

alguna función alternativa. 

Por otro lado, la sobremetilación de Htc10 en H. titanicae, causado por la expresión de CheR2 por 

encima de los niveles normales o por la deleción limpia del gen cheB2 de la metilesterasa, generó 
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aumento de la biomasa adherida a microtubos plásticos luego de 24 h de crecimiento. Este efecto fue 

parcialmente revertido al expresar una hidrolasa específica de diguanilato cíclico, lo cual es consistente 

con la hipótesis de que un alto estado de metilación del receptor se traduce en aumento de la 

concentración de este segundo mensajero, con consecuencias fenotípicas. 

En la cepa en la que la vía Che2 está constitutivamente activa, también se observó disminución de 

la velocidad promedio de nado celular en medio líquido, aumento de adherencia a sustrato y cambios en 

el aspecto de sus colonias y macrocolonias que son efectos consistentes con un estilo de vida sésil. Estos 

resultados sugieren que el sistema Che2 podría estar implicado en la formación de biopelículas mediante 

un mecanismo similar al descripto para la vía Wsp de Pseudomonas. 

Es necesario mencionar que la cantidad de vías diferentes que pueden ser afectadas por la 

concentración de diguanilato cíclico obliga a tomar con cautela las observaciones realizadas en 

situaciones en las cuales el nivel de este dinucleótido cíclico es aumentado artificialmente, y hace difícil 

extraer conclusiones certeras acerca del rol que esta vía en particular tiene en condiciones salvajes. 

Finalmente, también se estudió el estímulo del sistema por expresión recombinante del dominio 

sensor extracelular del quimiorreceptor Htc10. Se confirmó mediante cristalografía de proteínas por 

difracción de rayos X que este dominio presenta una topología característica de la familia estructural 

doble Cache. Los resultados obtenidos por medio de ensayos in vitro demuestran que hipoxantina y 

guanina se unen específicamente mediante una reacción exotérmica de gran afinidad, con valores de 

constante de disociación del orden micromolar (2-7 µM). Asimismo, pudieron identificarse siete 

residuos presentes en el subdominio Cache distal, cuyas cadenas laterales están suficientemente 

próximas al ligando como para establecer interacciones con éste. Tres de estos residuos, F114, W147 y 

Y175, podrían conformar un entorno hidrofóbico en el que se ubica el ligando, mientras que los otros 

cuatro, Y125, N161, D163 y N177, forman uniones por puente de H. 

Éste es el primer reporte de la identificación de ligandos químicos de un receptor perteneciente a 

una vía de tipo quimiotaxis no canónica. Sin embargo, la presencia de estos derivados purínicos no 

generó ningún efecto evidente en las condiciones probadas; ni en el patrón de metilación de Htc10, ni 

en la capacidad de formación de biopelículas de H. titanicae y sus mutantes derivadas. En un futuro 

cercano se planea analizar etapas más cercanas al estímulo, tal como la activación de la quinasa o de la 

diguanilato ciclasa, para obtener lecturas menos complejas que permitan evaluar más directamente la 

funcionalidad de estos compuestos en la actividad del complejo de señalización. 

La presente Tesis es un sustancial aporte al conocimiento de las vías tipo quimiotaxis de la especie 

ambiental H. titanicae KHS3, y, modestamente, contribuye al entendimiento global de los sistemas 

bacterianos de quimioseñalización. 
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CGCTGATTGATTTCCAGCGCCAGTTGAAAGACATCACCTACAGCCTGGATCTTTCGCGGCGGGTCAGCACCGATG

ACAAAGCCGAACTTGGCGACTTAGCCAACCAAACCAACGAGCTCCTTGAGCGCCTCTCCCGCGCTATTGCGGCAG

TGGCCAAAAACGCTCAGGCACTAACGCAAGTCGCTGACCGGCTGGCGAAAACCGCCGGGCTTTCCGGTGTGCACG

GTAGCGATATCGATCATGAAGCAAGCCAAACCATGGCCGCAGCGGTCGAGGAAATGGCCTCTTCGGTAGCGGAAA

TAACTTCCACCATGGAAGAACTCTCTACCTCATCAACCCAAATTGCCGATCACTCTCAGTCGGTGGTCGACGTTG

CCAATCAGACGCTGGAGCGCAGCCGGAAAGGCAGTTCGGCCATGCAGCTGCTACAGTCAAAAATGCAGGATATCC

GTAGCGACAGCGAACAGAGCCTGACAGAGATCATGACGCTGGGGGCGAAATCCAAACAGATCAACAAGGTTATGG

AGCTGATCAACACCCTGGCCGCTCAGACCAAGCTGATCGCTTTTAATGCCGCCTTGGAAGCTTCAAGCGCAGGGG

AATCGGGCCGCCGCTTTTCGGTTGTCGCCAGTGAGATACGCCGCTTGGCTGACAGCGTGACCGACTCAACCCAAG

AGATTGAAGCGCATACCGATGATATTCAGACGGCGATTAATCGCTTGGTGGTGGCCTCTGAAAAAGGTGCCTCCT

CAATCGAGCAGGGCGTTGAGGCAAGCATGAGTACCGCCCAGGATCTGGAGGCGCTGCTCAAGGCAGCGAGTCAAA

CCAGCAGCGCGGCCCAGCAGATATCGCTCTCCACACAGCAGCAAAAAACCGCCAGCAGCCAGGTGGTGATGGCCC

TACGCGATATCGATACGGCCAGTTCTCGCAACGCACACTCAGTGCGCAGTATTACCGATATTAGCCAGGACATGA

TCCATATGTCGGCTGAGCTTAACGCGCTGGTGCAGGAGTTCACCCTAACAAATAAAAATCGCTGATAAGGATACC

GGATGAGTGTAATTCGGGTAGTCATTGCCGACGACAGCCAAGTAGCCCGCGACGTGCTACGCGATATCCTCAGCC

GGGACGATGATATTGAGATCGTGGGGGAAGCCACTAATGGTCGCGAAGCGGTGGAACTGGCCAAGCGCCTTGCGC

CGCAGCTGATCACCATGGATCTCAACATGCCGGTGATGGACGGCTTGTCCGCGATCGAAGAGATCATGTACAGCA

AAGGAGTGCCCATTCTGGTAGTCAGCGACCGCTCCGATGCGCAAACGGCTTATCAAGCCCTTGAGGTAGGCGCGT

TGGAGGTCATGCCTAAACCCACTCTGGAAGGAGCCGATGCCGAACGCTTGCTGGAGCGTGTACGCCTGCTTTCCG

GCGTGGCAGTCATCACTCGTCTACGTCGACGCGGCTTAGCACCTCCCCCCACTCCTCCAATAGCGACGTTTACTG

TAACGCCACGGGGGGTGCCGCGTAACTTCCAGCACGTGGTCGCGATCGCCTGCTCAACCGGTGGCCCGCAAGCCT

TAGTGCGGGTGCTGCGGAGGCTACCCAGCGGGTTTCCAGCCCCCATTGTGATCGCCCAGCACATCAGTCATGGAT

TTATTGATGGCATGGCGCAATGGCTGGCATCCCTTTGCACTATGCCGGTTAGCGTGGGCCAAGAGGGCGAACGGC

TACGCCCTGGGCATATTTACCTATCACCTTCCGAGCGTGATTTATGCGTATCCTCCCGCCACCGCTTCCAGCTTC

AACCCAGTCCTGAATGCTCCCTGTACCACCCCAGTTGCGATGTGCTGCTGCAAAGTGTCGCGGCGGTCTACGGCA

GCGATGCGATTGGTATTATTTTGACCGGCATGGGCCGCGATGGAGTGAATGGCATGCGAGCGATACATCGCGCAG

GCGGAACCACTTTCGCGCAAGATGAAGCCAGCTCGGTGATTTATGGCATGAATCAGGAAGCCGTCAAAGCAGGCG

TCATACAGTATGAATTACCGCTCGATAGCCTTCCGGATCGACTGCTACGCGATGTCCATGGCTGCATGGATAGCC

GACCGGAGCCTCTGGCATGAGTGCGTTTGCTCCCTTCAAAGCTCTGGTGCATCAACGCTGCGGTTTACACCTAGA

TGGCTTGGCCGAAGCCCGGCTATTCCGAGCAGTAGCCAGCTTACAGGCCTCCACGGGGCTAACCGACATCACTCA

GCTCCTCAAGCAATTAAGCTGTGACACGGCGCTATTCGATCAATTTGTCAGCCAGTTAACGGTCAACGAAACCTA

TTTTTTTCGCGAACCTGACGCCCTGGACTGGCTGGTCAACACCTATTTACCGCAACGCCTAACGACAGAGCAGCC

GCCGCTCTCTATCTTCAGCGCGGGCTGCTCTTCCGGTGAGGAGCCCTATAGCGTAGCGATGATGCTGTTTGAGCG

CTTTGGCGAGCGGGCCAAAGCGCTGTTTACTCTTACCGGCGGCGACCTGGATCACCAGGTTCTCGCCAAGGCACG

CCAGGCCGTTTATGGCGGTATGGCGTTTCGCGCCCTCTCCCCCGCCTTCAAAAAGCGTTACTTCAGCCCCCACAA

GGGGCGTTACAAGCTTCACGAACCGCTGCGCCAATGGGTAACCTTTCGGCCGTTTAACCTGTTAAACGCCAACGA

AGACAGCCCCGTCGGCCCCTTTGATGTAATTCTGTTTCGCAATGTCTCGATCTACTTTGACCAGCAGACGCGGCG

CCATATCCATCAGCAACTTAGCCAGTTGCTGGCCCCCAATGGCATTTTACTCTGCGGCGTCACCGAAACCCTGGG

TAACGATCTCGGCGTGTTTGAATTGACCGAAGCTCAGGGCGTATTTTACTTTCGCCATGCAGAGCAACCCGCGAT

AGTGCCAGAGACGCCCCTTCAGCCCTCATTACTTGCGATGGACAACATGGCTGAAGACAGTATTACTGAAGACAG

TCTTAGCGTTGCTGAGAGCGCAAATAAACAGCTAGCGTTAGACAACTGCACTGACGTGGCACCCCAGGCGCCACG

TCAGCATGCAACGGAAAAAGAGCCAACGGACAGCATTAGCCACCAACTGCACACCGCCCATCGGTTGCTCAACCA

AAATGCGTTTGACGACGCCGCTACGCTGCTTGAGGCGCTGCTTGAGCAACAGCCGTGGTCGATCGATGCGCTGGT

GCTGGCCGGGTTGGTCGCCCGCTGGCAGCAGCGGCCCCAGCTCGCCTACGAGCATTTTAAGCGGGCCATTTACGT

CGCCCCGGAGTGTTGGCCGGCCCATTTCTACTTAGCTGAACTTTATCGCCAAGGCGAACTGGCCGATAAGCCATT

ACAGCGCAAGCAGCGCTATGCTGCGGTGGTTCGTTTGCTGACCACTGCGCCCACCTCTGATGGAGGGCTAGACAC

CATCACCCCACCACTACCGCCAGGCGATGCGCGCTTTCTAGCCGAACGTTATTTAGACGCGGTTAACCTAACACT

GGCATCAACCAGTACCACCCAGGGAGTGGGTTAATTATGGCGCTGGATATTCGCCGCTTTATACAACGATTTGTG

GAAGAGGCAGCCGACCACCTGCCCCGCTTACGAGAAGGAATTAGCGCACTGGAGCAGGGCCATGCTGATCGCGAA

CAGATCAACGACCTGTTCCGCGCAGCGCATACGCTGAAAGGCTCGTCGCGAATGCTTAAACTGGTGCCGATCACG

GCGCTGGCACATAGCACTGAAGAACTGCTCAGCGCTCTGCGCGACGGCACCCTAACCGCAACGCCGAAGGTGACC

AGCCTACTCAGCCAGGCGGTGGACGGTCTTTCTGACTTAGTCAGTCGACTCGCCGAAGGAGCGACAGGTAACGAC

CTACCCGCGGCTGATGAGGCGCTATGTAGCGCCCTGGAAGCGGCTGCCCTCGGTCAGGCCCCACCCCCGCCCATT

ACTCCCGCTGAGGCGGCGCCATCCTCTGTGCCTGCGCTACCGTCCTCCTCAACACCGCCTTCCTCCGCTGCGCTG

GTGGCGGAGAGCGAACTGCGGCTCAGCGATACTGTGCGGGTTCGCTTGGATCGACTGGACGATGTTATTCGTTTG

ATGGGCGAAGTACTTTCCGGCCATCATCATTTACATACCCTGGTTGACCAAGCCCGTGAGCTAAGCATCACACCT

CCTGCCGAACAGCAGGGGCCTTTTCACGCCTTTCACCGTGAGCTGAAAGATAGCGTGTTAAGCCACGATTCGCTG

ATGAGCGACCTACACGACCGCGCACTGCAAATGCGCATGCTGCCGCTAAGCGTGGTGTTTGATCCACTCGCGCAT

ATGTCCCGGGAATTGGCCCAGTCACTCGGCAAACAGGTCGACTGCCGGGTGCGAGGCAGCGAAATCGAACTTGAT

CGCCAGATGATTGATCGCCTGTCGGATCCGCTTATTCACCTGCTGCGCAATGCCTTGGATCACGGCTTAGAGCTG

CCTGCCGAGCGCCAGGTAGCGGGTAAACCTCCCCGTGGGCAGTTGATTATCGAAGCCTGGCAGGATGCTGGCTGG
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GTGGTGGTAGAGATGCGTGACGACGGCGCGGGTATTTCGCTTGAAGCGGTACGTCAAAAAGCGCTCGCCAAGCAG

TTGGTGAGCGAAGAGCAGCTCCATGCACTGAGCGAACAGGAAACGCTAGAGCTTATATTCCTGCCGGGCTTCTCT

ACCAAGAGCATGATTACCGACTTTTCTGGCCGCGGTGTGGGCATGGATGTGGTCAAGCGCACCGTGGTGGATGAG

CTTAACGGCGACCTGCAGCTTGCCAGCGAACGCGGTAACGGCACCCGCTTTACTCTGCGCCTGCCACTCTCGTTG

GCGATGATGCGGGTACTGCTGGTCAGCGTCGGCGGCGTCAACCTAGGGGTAACGGCGCCTTACGTATCAGAGTTG

GTAGAGTGCTCATCACAATCATTTATTGATGCTGCGGGTCAGCGCACGCTGATTTTACGCAATGAATTTGTGCCG

GTGGTATCGCTAGCCCAACTGCTTGAGCTACCAGAGACGGAGTCCGGTACTGATACCACCCTACTGCTGGTCGTC

CACCAGCGGCACCAGAAGCTTGCTCTGATTATTGACTCCCTGATTGATGAACGCGATATGATCATCAAGCCACTG

CCCGTACATCTGCGTTATTTACCGCTGGTCTCGGGCATGGTTTCCATGGGACGCAATGCGCTGGTAAGCCTACTC

CACGTACCCGCTTTACTGGAAGTCACCCGACACAGTGCCCAACGTGCTAACGAAGAGCGTGCATCCTCCGCTCTC

GCGAAACGCATTTTGGTGGTCGACGACTCACTGAATACCCGCGAAATAGAGAAAGATGTACTCGAAGCGTGGGGC

TACCACGTTACCCTGGCCGAAAATGGTCGCGACGGATTAGCCAAAGCACTGGCAGAGCCGTTTGATGCCGTACTT

ACCGATGTTGAAATGCCGGTAATGGATGGCTTTGCGCTGACTGCCCGACTGCGCGAAAATGAGGTTTATCGTTAT

CGGCCAATTATTATTATCACCTCGCGGGAAAAGGAGGCTGATCGGCGACGCGGTATTGAAGTCGGTGCTGACGCT

TATATCGTCAAAGGTAGCTTTGACCAAAACAATTTAGTTGAGACACTCCAGGCCCTACTGGGTTAATCACGAGTG

ATACTGACACGACGGTTAATGACATAGCCATTAAAGACACAACTACCATGAGGTCATGGAATGCCTATCCTGGTC

GTAGACGACGATCCGCTTGCCGGGGAAATGACGGCGGCACTGCTTGAGCATCAGGGCCATGAGACGCTGCTGGCC

ATTGACGCGATGGAAGCCGTTGAGCAGCTAGATAATCGCAGCGATATCAAGCTGATTATCAGCGATATGCACATG

CCCCTCATCAGTGGGGTAGCACTGCTGGCGATGCTGCGCGAGCAGGCTAATCACCTACCGTTTATTTTACTCACC

GGAGACACGCCGGACATAACGCTTCAGCAAACACCAGGCCTGGATGCCTGTTTGCGTAAAGATGCCGAGCTGGCA

TCCAACCTGGAAGCCGCAGTAAAACAGGCGCTTGATGAGTAACCATCGCTAGAGGGAATGGATCACTGATGGAAT

GGATCGCCGCTTTCGTTCACTTACGTAGGTAGTTTGATGTCTAAGCCCGCCCCTTCGCTGCACGATAAGCTGAAC

CAGCTGCGTGAGCGTTTTATTGAGCAGCTTCCGTCCCGCTTAGCGCAAACCGCCGAGCTGTGGCAGCAGAGTCGC

ACGACGAGCGAAGAACAGGCGCGACTCGCGCCAGAGCTGCACCGTTTCTTTCATAGTTTGAAAGGAACCGGGAGG

TCGCTGGGATTTGAGCGGCTTGCCCAGCTGGCGGATCAGGCGCAGGAGGCGCTCACTACCTCTCCCGCCCGCGCC

GATATCGATACGTTTATCAGTCAATTGCTTCTCCTGATGGGTCACGAGCAGCAGCACCTGCGCTCCCACCAGGGT

CAACAGCAAGCGCTGGCGGCCGTAAACAGCTTCGAGCTTTCCAGCCAGGTTGAGCCACTGCGCAATAAGCGCCAG

CGGTTAATTTATCTGTGCGACGATGAGCCCGAGCAGGTCGATCAATTAATCCATCACCTACGCTGCTTTGGTCAC

GAAGTCGTTCAGTTTATCGATACAGACACATTCTTTAACGCTGTGCTCACTCGTCGCCCTGACGCGGTCATCATG

GATGTGCAGTTCCCCCAAGGCCAGACGGCAGGCACTGAAACCCTGACCAGCTTGAACAAGCTGACAGGCCAACCG

CTTCCTGCCATCGTTTTGTCGGCCCACAGCGACTTTCATTCGCGCCTGAGTGCCGTTCGTGCAGGCTGCGGCGGC

TACTTTACCAAACCGGTAAAACCGCTGGATCTGATGCTGGCAGTGGATGAACTGACCGCTCCGGCGGCAGAAGAG

CCACTCAAGGTGCTAGTGGTGGATGATGAGCCCGAAGCAGCCGCTTACCACGCTCTGTTGCTTGAAGAGAGCGGA

ATGCTGACTCATCAGGTTCACCATCCCGCCGATGCGCTCACGGTAATGGAGCGCTTTAGCCCCGATTTACTGTTG

GTCGATGTGTATATGCCGGTGTGTTCTGGGGAAGAGCTGGCATCGATTATTCGCCAGCAGCCGGAACACCTGGGT

CTACCGATTATCTATCTCTCCAGTGAAACCGACAGCCAAAAGCAGATATCCGCTATGTCTGCGGGGGTTGAAGCC

TTTCTCACCAAACCCGTTCAGCCCGAAGAGCTGGTCTCTGCCGTGCAACTGCGCGCCGAACGCCTGCGTCTGCTG

CGCTCATTAATGACCCGCGACAGCATGACCGGGCTGTATAACCACAGCACCACCACTGAACTGATCAATAAAAAC

CTCGCTCAGGCGCACCGTGATAATAGCCAGCACGCCATGGCGATGATCGACATTGATCACTTCAAGCACGTCAAC

GACACCCACGGTCATTTGGCGGGTGACCAGGTCATTATCACCCTGGCAAGACTATTAAAGAGTCGCCTGCGTCTC

TCCGATATTATCGGCCGCTACGGCGGAGAAGAGTTTGTTGTGCTGCTAAAGGGCATTAATGCCGAGAAAGCCGCC

ACATTGATCGATAGCCTGCGCGAGGATTTTGCACTGATTGATTTTCACACCGGTGAGGTTCGCTTTCGCTGCACC

TTCAGTGCAGGCATTAGCAGCTTCCCCGCACAACCTTCTACCGAGCCGCTGCGTTTAAGCGCCGACCAAGCGCTC

TACCGCGCCAAACACCAAGGTCGCAATCAGGTAGTGATATCGCCGGAGCTGGCCGATGACCGCTGAATTTCCCCG

CAACGGCGAGGCAAATGACCAGCCGCCCGCTACCCAAACCCTTGACGAGGCATTAGCAGCACACGGCGATGCTGA

GGCGGTGGTAGATATTGATGAGCCTACCCAACAGCTAGTGCTCTTCCGGCTCAACGGCCAGCCTTTTGCACTACC

CGGCAGCGCGGTGAGTGAAATTCTATCCAGCGACCAACCCGTCTATTACGTGCCGGGACTGCCTTCCTCTACCGA

AGGTGTGCTGCACCTGCGGGGCACAATCGAGTCCGTCATTAGCCTGCATCGACTACTCGGTTTACCTGCACCGGA

AGGTAACAGTAAGGGGATGATTCTGTTAGTGAGCGCGGCAGGGATTACTAGCGGTGTGCGTATTGAACAGCTTGA

TGATGTGTGCGAGGTCACTCAAAGTATGCTGCAAGCGCCGCCAGAGACGCTTTCCGGCACGTTGCGCCCTTATGT

CAGCGCGCTATGGCAGATAGATGAGCAAGAAGCGCTTGCCCTGCTTGACCCAGAGGCGCTCTTCGACGCCTACCA

GCAGGGGCTCGGTTAAAGTGCCCTTGCATCGCGGCCATCATGAACAGGCCCAGGTTGCCTTGGTGCTGTTTTGCG

TAGGGCCTTACCGTACCGCCTTGGAAGCGCGCCATGTGCTGGCCATGACCGATCACCCCACGGCACCGCGCACTG

CCAATGCTCAAACGTTGCTTTATGAAGGTGGTGACCATGGCTCCCCACCTAACCGCTGGCTCACCCTACGCGACG

CTCAAGCAGCCAGCGACAACAACAGCACTTGGCAACTGGGCGTGAGCGGTGACATAACGCTTCAGCAACTGCCTG

CCAACACCCTCTACCCGCTGCCTAAACTGCTGCTTTCCCGCCGATTTTCCACGGCGCTATGCGGGTTAACCTTCG

TCCAGCAACAGCTAGTACTGCTACTGGATGCCCGCAAGCTTAATCCTTAGCTTTCTCAGCCCCTGCTCTTAGCCA

GCCAACCACAAACAGCTAATGGCATCGCCCTCGGCTATGTCGCTATTGGCCGGAATCA 
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Anexo II 

Secuencia de las proteínas de la vía Che2 codificada en el cluster che2 de 

Halomonas titanicae KHS3 

Se presenta la secuencia de cada proteína codificada en che2 siguiendo el mismo código de colores 

del Anexo I. Se marcan además los dominios predichos, y su referencia se menciona luego de cada 

secuencia. 

>Htc10 

MMARWKSLPLRLRLFLSFGTVLAFAMLLALYLQARSHSQARLDNLLNQELPAQVKGLAAHINLSLSQDLAISESL

ANSYFIEQWVREGLPEERQNDIAAYLARLMEQLDTELLFIAAQHQGRGYYFQLRNGEFLQRIIQPPGSEDDWYYH

FTDSDNAYELNLDSDTFSPDDAFVYVNYRSTVNAANGRPLVVAGAGLDLSQMASLIDDFRLGGSGHASLLSAEGE

LLVRSGEAKRSDESAPTVATATEALPEQASQRLLQNEQLQVHEATRDGQEVLVSTIWLPELQRYLMVEVDKKAYL

ASTHERFLESSGIGLLILLVGLLVLYPLTGSLIRPLIDFQRQLKDITYSLDLSRRVSTDDKAELGDLANQTNELL

ERLSRAIAAVAKNAQALTQVADRLAKTAGLSGVHGSDIDHEASQTMAAAVEEMASSVAEITSTMEELSTSSTQIA

DHSQSVVDVANQTLERSRKGSSAMQLLQSKMQDIRSDSEQSLTEIMTLGAKSKQINKVMELINTLAAQTKLIAFN

AALEASSAGESGRRFSVVASEIRRLADSVTDSTQEIEAHTDDIQTAINRLVVASEKGASSIEQGVEASMSTAQDL

EALLKAASQTSSAAQQISLSTQQQKTASSQVVMALRDIDTASSRNAHSVRSITDISQDMIHMSAELNALVQEFTL

TNKNR 

Dominios: 

Gris: segmentos TM (predicho con DeepTMHMM). 

Azul: HAMP (predicho con ScanProsite). 

Verde: horquilla citoplasmática (predicho con ScanProsite). 

>CheB2 

MSVIRVVIADDSQVARDVLRDILSRDDDIEIVGEATNGREAVELAKRLAPQLITMDLNMPVMDGLSAIEEIMYSK

GVPILVVSDRSDAQTAYQALEVGALEVMPKPTLEGADAERLLERVRLLSGVAVITRLRRRGLAPPPTPPIATFTV

TPRGVPRNFQHVVAIACSTGGPQALVRVLRRLPSGFPAPIVIAQHISHGFIDGMAQWLASLCTMPVSVGQEGERL

RPGHIYLSPSERDLCVSSRHRFQLQPSPECSLYHPSCDVLLQSVAAVYGSDAIGIILTGMGRDGVNGMRAIHRAG

GTTFAQDEASSVIYGMNQEAVKAGVIQYELPLDSLPDRLLRDVHGCMDSRPEPLA 

Dominios (predichos con ScanProsite): 

Amarillo: regulador de respuesta. 

Fucsia: metilesterasa tipo CheB. 

>CheR2 

MSAFAPFKALVHQRCGLHLDGLAEARLFRAVASLQASTGLTDITQLLKQLSCDTALFDQFVSQLTVNETYFFREP

DALDWLVNTYLPQRLTTEQPPLSIFSAGCSSGEEPYSVAMMLFERFGERAKALFTLTGGDLDHQVLAKARQAVYG

GMAFRALSPAFKKRYFSPHKGRYKLHEPLRQWVTFRPFNLLNANEDSPVGPFDVILFRNVSIYFDQQTRRHIHQQ

LSQLLAPNGILLCGVTETLGNDLGVFELTEAQGVFYFRHAEQPAIVPETPLQPSLLAMDNMAEDSITEDSLSVAE

SANKQLALDNCTDVAPQAPRQHATEKEPTDSISHQLHTAHRLLNQNAFDDAATLLEALLEQQPWSIDALVLAGLV

ARWQQRPQLAYEHFKRAIYVAPECWPAHFYLAELYRQGELADKPLQRKQRYAAVVRLLTTAPTSDGGLDTITPPL

PPGDARFLAERYLDAVNLTLASTSTTQGVG 

Dominios: 

Cian: metiltransferasa tipo CheR (predicho con ScanProsite). 

Gris: región TPR (predicho con TPRpred). 
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>CheA2 

MALDIRRFIQRFVEEAADHLPRLREGISALEQGHADREQINDLFRAAHTLKGSSRMLKLVPITALAHSTEELLSA

LRDGTLTATPKVTSLLSQAVDGLSDLVSRLAEGATGNDLPAADEALCSALEAAALGQAPPPPITPAEAAPSSVPA

LPSSSTPPSSAALVAESELRLSDTVRVRLDRLDDVIRLMGEVLSGHHHLHTLVDQARELSITPPAEQQGPFHAFH

RELKDSVLSHDSLMSDLHDRALQMRMLPLSVVFDPLAHMSRELAQSLGKQVDCRVRGSEIELDRQMIDRLSDPLI

HLLRNALDHGLELPAERQVAGKPPRGQLIIEAWQDAGWVVVEMRDDGAGISLEAVRQKALAKQLVSEEQLHALSE

QETLELIFLPGFSTKSMITDFSGRGVGMDVVKRTVVDELNGDLQLASERGNGTRFTLRLPLSLAMMRVLLVSVGG

VNLGVTAPYVSELVECSSQSFIDAAGQRTLILRNEFVPVVSLAQLLELPETESGTDTTLLLVVHQRHQKLALIID

SLIDERDMIIKPLPVHLRYLPLVSGMVSMGRNALVSLLHVPALLEVTRHSAQRANEERASSALAKRILVVDDSLN

TREIEKDVLEAWGYHVTLAENGRDGLAKALAEPFDAVLTDVEMPVMDGFALTARLRENEVYRYRPIIIITSREKE

ADRRRGIEVGADAYIVKGSFDQNNLVETLQALLG 

Dominios (predichos con ScanProsite): 

Gris: HPt (P1). 

Rojo: histidín quinasa (P4). 

Violeta: tipo CheW (P5). 

Amarillo: regulador de respuesta. 

>CheY2 

MPILVVDDDPLAGEMTAALLEHQGHETLLAIDAMEAVEQLDNRSDIKLIISDMHMPLISGVALLAMLREQANHLP

FILLTGDTPDITLQQTPGLDACLRKDAELASNLEAAVKQALDE 

Dominios (predicho con ScanProsite): 

Amarillo: regulador de respuesta. 

>DGC2 

MSKPAPSLHDKLNQLRERFIEQLPSRLAQTAELWQQSRTTSEEQARLAPELHRFFHSLKGTGRSLGFERLAQLAD

QAQEALTTSPARADIDTFISQLLLLMGHEQQHLRSHQGQQQALAAVNSFELSSQVEPLRNKRQRLIYLCDDEPEQ

VDQLIHHLRCFGHEVVQFIDTDTFFNAVLTRRPDAVIMDVQFPQGQTAGTETLTSLNKLTGQPLPAIVLSAHSDF

HSRLSAVRAGCGGYFTKPVKPLDLMLAVDELTAPAAEEPLKVLVVDDEPEAAAYHALLLEESGMLTHQVHHPADA

LTVMERFSPDLLLVDVYMPVCSGEELASIIRQQPEHLGLPIIYLSSETDSQKQISAMSAGVEAFLTKPVQPEELV

SAVQLRAERLRLLRSLMTRDSMTGLYNHSTTTELINKNLAQAHRDNSQHAMAMIDIDHFKHVNDTHGHLAGDQVI

ITLARLLKSRLRLSDIIGRYGGEEFVVLLKGINAEKAATLIDSLREDFALIDFHTGEVRFRCTFSAGISSFPAQP

STEPLRLSADQALYRAKHQGRNQVVISPELADDR 

Dominios (predichos con ScanProsite): 

Gris: HPt (tipo P1). 

Amarillo: reguladores de respuesta. 

Verde: GGDEF. 

>CheW2 

MTAEFPRNGEANDQPPATQTLDEALAAHGDAEAVVDIDEPTQQLVLFRLNGQPFALPGSAVSEILSSDQPVYYVP

GLPSSTEGVLHLRGTIESVISLHRLLGLPAPEGNSKGMILLVSAAGITSGVRIEQLDDVCEVTQSMLQAPPETLS

GTLRPYVSALWQIDEQEALALLDPEALFDAYQQGLG  

Dominios (predicho con ScanProsite): 

Violeta: tipo CheW. 

>CheW3 

VPLHRGHHEQAQVALVLFCVGPYRTALEARHVLAMTDHPTAPRTANAQTLLYEGGDHGSPPNRWLTLRDAQAASD

NNSTWQLGVSGDITLQQLPANTLYPLPKLLLSRRFSTALCGLTFVQQQLVLLLDARKLNP 
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Anexo III 

Datos de difracción de rayos X  

Datos obtenidos a partir de cristales del dominio de unión a ligando de Htc10 (LBDHtc10) en 

presencia de guanina (Gua), y de cristales de LBDHtc10 marcado con selenometionina (Se-Met-

LBDHtc10) junto a Gua o hipoxantina (Hip). 

 

 Se-Met-LBDHtc10-Gua Se-Met-LBDHtc10-Hip LBDHtc10-Gua 

Data collection    

Space group H32 H32 P212121 

Cell dimensions    

   a, b, c (Å) 178.54  178.54  89.38 176.21  176.21  88.71 89.35  104.50  145.61 

   ✁ ☎ ✂ (°) 90  90  120 90  90  120 90  90  90 

Resolution range (Å) 77.38 - 3.6 88.11 - 3.5 89.35 – 2.1 

Rmerge (within I+/I-) 0.081 (0.532) 0.097 (0.654) 0.066 (0.892) 

Rmerge (all I+ and I-) 0.124 (0.836) 0.151 (0.995) 0.093 (1.310) 

Rpim (within I+/I-) 0.043 (0.282) 0.054 (0.362) 0.033 (0.434) 

Rpim (all I+ and I-) 0.046 (0.307) 0.059 (0.381) 0.032 (0.441) 

I�✄I 8.2 (1.6) 7.4 (1.4) 10.2 (1.1) 

Completeness (%) 100 (100) 100 (100) 100 (100) 

Multiplicity 8.1 (8.4) 7.6 (7.9) 9.4 (9.7) 

    

Refinement    

Resolution (Å) 77.38-3.6 (3.694 - 3.6)  40.0 - 3.5 (3.59 - 3.50) 84.9 – 2.1 (2.155 – 2.1) 

No. reflections 6,161 (466) 6,472 (470) 76,121 (5545) 

Rwork/Rfree 0.23/0.25 0.27/0.31 0.20/0.25 

Ligand molecules 1 1 6 

   Water 0 0 469 

Ramachandran    

   Favored (%) 97.6 97.6 97.8 

   Allowed (%) 2.4 1.9 2.1 

   Outliers (%) 0 0.5 0.1 

 

 

 

 

 


