CARACTERIZACION DEL REGULADOR TRANSCRIPCIONAL
RhIR DE Pseudomonasaeruginosa
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Introduccion: Numerosas bacterias sintetizan  moléculas
pequefies y difusibles conocidas como autoinductores que
les permiten tener una comunicacion cdulacdula 'y
coordinar la expresion especifica de genes en respuesta a
la densdad cdular mediante un fendmeno conocido como
regpuesta  sensora  de  quorum.  En Pseudomonas
aeruginosa, un padgeno opurtunista de humanos que
caua sveas infecciones en  pacientes  inmunocom:
prometidos o con fibrods quidica, la expresion de
numerosos factores de virulencia se encuentra regulada por
la respuesta sensora de quorum mediante dos sistemas, €
ssgema las y € sitema rhl. Estos dos sistemas estéan
condituidos por un regulador transcrip ciond, LasR y
RhIR, cuya actividad es regulada por la unidn de un
autoinductor especifico, N-(3-oxodo decanoil}-L-
homoserina  lactona y  N-butiril  homoserina  lactona
respectivamente, los cudes son sintetizados por Lasl y
Rhll respectivamente. EI sstema Rhl controla la expresién
dd operon rhlAB que codifica para la ramnoditransferasa
requerida en la produccion de ramnolipido, que por sus
caacterigticas de biosurfactante presenta una  potencia
aplicacion ambienta en bioremediacion (2).

La regulacion genética de estos dos Sstemas es complga,
exige una jerarquia y una estrecha interrdacion entre elos
(2, Sn embago, anque € conocimiento de edos
ssemas ha ido en aumento recientemente, solo s cuenta
con datos a nivel genético y no existen reportes de la
interaccion de los reguladores transcripciondes con los
promotores de los genes que regulan, ni de su interaccion
con & adtoinductor. El  interés principd de eda
investigacion es la caacterizacion de RhIR a nived
molecular y su interaccidon con @ promotor de operdn
rhlAB. Ademas de entender como se modula su actividd
en respueta a la concentracion 'y naurdeza de
autoinductor.

Metodologia. Se llevo a cabo la donacidon dd gene rhiR y
la sobreexpresion de la proteina RhIR en Escherichia coli .
Para facilitar su purificacion, la proteina RhIR se fusion6 a
la proteina de union a mdtosa (MBP). Se redizaron
ensayos de "footprinting in vivo e in vitrg' y retardamiento
de un fragmento de DNA especifico, para determinar la
interaccion con € promotor de rhlAB,

Resultados y Discusion: Los resultados obtenidos en
relacion a la interaccion de RhIR y @ promotor dd operdn
rhlAB muestran que esta proteina regulaoria se une
especificamente a una regidn identificada como d posble

blanco de unidn, la cud se dedujo por similitud con otras
regiones a las que s unen proteinas de la familia LuxR, a
la cud perttenece RhIR. En ensayos de "footprinting in
vivo' las bases correspondientes a dichas regiones se
observan protegidas. Por otro lado se determind que RhIR
es cgpaz de retardar especificamente un fragmento de 150
pb de DNA que contiene & promotor de € operdn rhlAB,
tanto en presencia como en ausencia del autoinductor, lo
cud es inusud en las proteinas de la familia LuxR. Estos y
otros datos obtenidos con fusiones rhlAB::lacZ nos lleven
a pensar que este regulador podria presentar una actividad
dud, tanto de represor como de activador, en dependencia
de la concentracion del autoinductor.

Se sobreexpresd y purificd la proteina de fusén MBP-
RhIR, la cud se une d DNA con una menor &inidad que
la proteina natva, esto podria s un efecto dd
componente MBP de la fusion, por lo que se diminaa
mediante un corte proteolitico y se determinara nuevamen
te su union d DNA, asl como d €efecto de autoinductor en
estainteraccion.

Conclusiones.

La proteina regulaoria RNIR s une a la region blanco
predicha por similitud con regiones de union de proteinas
delafamiliaLuxR.

La proteina regulatoria RhIR se une in vitro d promotor de
rhlAB aun en ausencia del autoinductor.

La expresdon de una fuson rhlAB:lacZ en E. cdi se
incrementa noteblemente en la fase preestacionaria, aun en
presenciade RhIR desde |afase exponencidl.

La proteina de fusén MBPRhIR s une egpecificamente
a promotor rhlAB pero con una menor dinided que la
proteinanativa.
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