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l. Resumen

Gluconacetobacter diazotrophicus Pal5, es una bacteria endoéfita. En su genoma se
encuentran los genes GDI_1398 y GDI_1248 que codifican para dos proteinas de
la superfamilia FUR de las cuales, se ha estudiado e intentado determinar la funcién
de la proteina reguladora GDI_1248 haciendo analisis fenotipicos en la cepa E. coli
H1780 pEXP5-CT1248, E. coli H1780 pEXP5CT y E. coli H1780 probando su

respuesta ante el estrés oxidativo.

Este trabajo tiene la finalidad de analizar y comparar mediante programas
bioinforméticos la secuencia aminoacidica del gen GDI 1248 de la cepa G.
diazotrophicus Pal5 con las secuencias de reguladores transcripcionales Zur de
procariotas de diferentes grupos filogenéticos, y encontrar diferencias en la
homologia o similitud entre las secuencias analizadas. Para el estudio del gen
GDI_1248 de manera experimental se utilizd la cepa E. coli BL21 pLys pEXP5-
CT1248, que contenia la construccion GDI_1248 clonada en el vector de expresion
pPEXP5CT. Se estandarizaron las condiciones 6ptimas de la expresion de la proteina
reguladora GDI_1248 recombinante, la cual fue confirmada mediante
inmunodeteccion con anticuerpos monoclonales anti-polihistidina fosfatasa alcalina.
Finalmente, se utilizd la herramienta bioinformatica “docking”, con la cual se
observaron las diferencias que existen entre los sitios de union al ligando respectivo
con la proteina reguladora GDI_1248 recombinante, asi como los diferentes tipos

de enlaces que éstos forman.



[I. Introduccién

Gluconacetobacter diazotrophicus es un microorganismo endofito, clasificado como
alfa-proteobacteria. Es un bacilo largo, aerobio obligado, Gram negativo y &cido
resistente (1). G. diazotrophicus es capaz de producir diferentes fitohormonas como
el acido indol acético, solubilizar minerales esenciales para la planta como el hierro,
zinc, manganeso y fosforo, prevenir la infeccion por fitopatdgenos y otorgar
proteccion ante las especies reactivas de oxigeno (ROS) (2). Este microorganismo
posee un efecto estimulador del crecimiento vegetal que ha sido asociado a su
potencial de fijacidbn de nitrégeno entre otros (3); por todos los mecanismos
mencionados anteriormente, se le ha denominado como Bacteria Promotora de
Crecimiento Vegetal (BPCV).

Tanto el hierro como el zinc poseen caracteristicas duales, puesto que son
benéficos para las bacterias en concentracion intracelular 6ptima y téxicos cuando
se encuentran en exceso (4,5). Debido a esto, se requiere de una fina regulacion
del ambiente intracelular y, quienes llevan a cabo este proceso son los miembros
de la super familia de reguladores FUR, Ferric Uptake Regulator por sus siglas en
inglés, que esta integrada por una serie de reguladores sensibles a las

concentraciones de diferentes iones metalicos (6).

Bertalan y cols. (7) secuenciaron el genoma de Gluconacetobacter diazotrophicus
Pal5, revelando la presencia de dos proteinas FUR, denominadas
WP_012224654.1 y WP_012554056.1, codificadas por los genes GDI_1398 y
GDI_1248 respectivamente; sin embargo, poco se sabe del papel que juega el
producto del gen GDI_1248.

La presente investigacion se enfoca al analisis bioinformético de la secuencia
aminoacidica de la proteina reguladora GDI_1248, asi como predecir el posible

comportamiento ésta en presencia de iones metalicos divalentes, observando las



diferencias que existen entre los sitios activos de la proteina y los enlaces proteina-

ligando que se forman.



1.  Antecedentes
a. Generales

i. Microorganismos endéfitos

Los microorganismos enddfitos forman parte del microbioma vegetal que residen
dentro de los tejidos de las plantas y que forman una asociacion benéfica para
ambos. Las bacterias endéfitas pueden habitar en cualquier tejido de la planta, tales
como las raices, tallos, hojas, polen, frutos y semillas (8). Estos microorganismos
juegan un papel clave en el sano desarrollo de los ecosistemas, a través de
mecanismos directos e indirectos como la sintesis de sustancias promotoras del
crecimiento vegetal, control bioldégico sobre infecciones por fitopatégenos y mejora
de procesos de fitorremediacién en la rizosfera (9). Se ha demostrado su capacidad
de inducir vias de resistencia en plantas, aumentando su capacidad de
supervivencia a diferentes tipos de estrés ambiental, ademas de su capacidad para
producir sideroforos y fitohormonas (8). A su vez, se ha demostrado que los
microorganismos endoéfitos son productores de metabolitos secundarios que

incluyen compuestos antitumorales y agentes antiinflamatorios (9).

Una parte de la actividad metabdlica de estos microorganismos resulta en la
solubilizacion de PO43 insolubles y captura de Fe®*, mediante la sintesis de
sideroforos, que de otra manera no estarian disponibles para las plantas (10).
Especialmente, los microorganismos endofitos diazétrofos son capaces de realizar
la fijacion biologica de nitrdgeno mediante el complejo nitrogenasa (requiere 38
atomos de hierro para funcionar), el cual cataliza la reducciébn de nitrégeno
atmosférico a amoniaco; dicha actividad resulta de gran interés en la industria

agroecoldgica (11).

Segun Pinski et al. (11), el proceso de colonizacion de la planta por
microorganismos endofitos se lleva a cabo por medio de 5 fases: a) reconocimiento
de exudado de raices y movilidad hacia la planta, b) adherencia a la superficie de

las raices, c¢) formacion de biopelicula, d) penetracion de la superficie de laraiz y e)



la colonizacion de las partes internas de la planta. En cada fase, diferentes factores

genéticos y bioquimicos se ven involucrados para lograr una colonizaciéon exitosa.

En la actualidad, los genomas que se encuentran disponibles de estos
microorganismos en las bases de datos, sirven como sistemas modelo para el
estudio de las interacciones bacteria-planta y bacteria-bacteria. Ademas, las
secuencias individuales del genoma mejoran el analisis de datos en estudios de
metagendmica, protedmica y transcriptomica de microorganismos asociados a
plantas. Por lo tanto, la identificacion y caracterizacién de los genes implicados en
las interacciones benéficas son altamente importantes para la manipulacion efectiva

de la asociacion mutualista entre ambos (12).

El andlisis de los genomas de los microorganismos endofitos ha proporcionado una
herramienta para tener mas informacién sobre su interaccién con las plantas, ha
esclarecido el tipo de procesos cooperativos entre ambas para obtener un beneficio
comun, como la produccion de fitohormonas, la captura de minerales (hierro, zinc,

etc.), la fijacién de nitr6geno y la respuesta ante distintos tipos de estrés (13).

ii. Gluconacetobacter diazotrophicus

G. diazotrophicus Pal5 fue aislada por primera vez por Cavalcante y Débereiner en
1988 a partir de raices y tallos de cafia de azucar, nombrandola Saccharobacter
nitrocaptans por su capacidad de fijar el nitrdgeno. Posteriormente, luego de realizar
experimentos de hibridacion de acidos nucleicos, se le denomind Acetobacter
diazotrophicus por Gills, M. (14), pues pertenece a la familia Acetobecteraceae, a la
cual pertenecen los géneros Acetobacter, Gluconacetobacter, Gluconobacter y
Acidomonas. Finalmente, en el afio de 1998 se le otorgd su nombre actual, pues
una de sus caracteristicas destacables es que genotipicamente se distingue por la
presencia de dos sitios de restriccion internos en la secuencia del gen 16S ADN-
ribosomal (7, 15).



Ademéas de pertenecer a la familia de las Acetobacteraceae, se encuentra
clasificada como una alfa-proteobacteria. Es un bacilo largo con extremos
redondeados que posee dimensiones de 0.7-0.9 um por 1-2 um. Se puede observar
solo, en parejas o en pequefias cadenas (Figura 1). Es un microorganismo aerobio
obligado, Gram negativo y acido resistente (11). Dadas las necesidades fisiolégicas
de esta bacteria, se cultiva en medios que contengan 10% de sacarosa, con un pH
de 5.5 y a una temperatura de 30°C. Puede utilizar glucosa, fructuosa y sacarosa
como fuentes de carbono y produce acido glucénico a partir de dichos sustratos.
También puede realizar la fijacion biolégica de nitrégeno en ambientes acidos de

hasta pH 3 y en condiciones microaerofilicas (3).

Figura 1. Fotomicrografia de contraste de fases de células de G. diazotrophicus cultivadas con altos niveles de
fuentes de nitrégeno (25 mM de nitrato de amonio) en medio semisélido LGI P tras 15 dias de crecimiento. Barra =10
UM. Tomado de Muthukumarasamy (1).

G. diazotrophicus se ha aislado en plantas con alto contenido en azlcares. Se le ha
encontrado al interior de los tallos de la cafia de azUcar cultivada en Brasil, Australia,

México, Canad4, India y Cuba (15).

Como se menciono anteriormente, en las fases de colonizacién de la planta, durante
la etapa de formacién de biopeliculas, el exopolisacarido de G. diazotrophicus Pal5
juega un papel muy importante pues mejora la capacidad de unién y la colonizacién,
ya que la inactivacion del gen gumD, que codifica la enzima responsable de la
biosintesis de este EPS, resulta en la disminucién de la colonizacion de la rizésfera

de las raices de arroz (11).



G. diazotrophicus Pal5 posee un efecto estimulador del crecimiento que ha sido
asociado a su potencial fijador de nitrogeno, excretando el 50% del nitrégeno fijado
al interior de la planta (3), ademas de su capacidad para producir &cido indol acético,
la prevencion de una infeccion por fitopatdégenos, la capacidad de solubilizar
minerales esenciales para la planta como el hierro, zinc, manganeso y fosforo, asi

como de otorgar proteccidon ante las especies reactivas de oxigeno (ROS) (2).

Cuando las enzimas superodxido dismutasa y glutation reductasa son mutadas, G.
diazotrophicus Pal5 no es capaz de colonizar las raices de la planta de manera
eficiente, lo cual confirma la importancia de la desintoxicacion de especies reactivas

de oxigeno en la etapa de colonizacion de las raices (11).

Estudios realizados por Bertalan y cols. (7), mostraron que el genoma completo de
G. diazotrophicus es de aproximadamente 3.9 Mpb. Posee dos plasmidos con
longitudes de 20 a 170 Kb, los cuales pudieran conferirle ventajas competitivas
contra otros microorganismos y desempefar funciones relevantes respecto a su

interaccién con las plantas.

iii. Importancia del hierro y el zinc para los microorganismos

El hierro es el cuarto metal mas abundante en el suelo, siendo uno de los
micronutrientes esenciales para casi todos los seres vivos, menos las bacterias
acido-lacticas, las cuales usan el cobalto y el manganeso en lugar de dicho metal.
En las bacterias es esencial para el crecimiento y la colonizacién del huésped (5).

El hierro es un metal altamente reactivo y puede existir en varios estados de
oxidacién: forma ferrosa (Fe?*), forma férrica (Fe®*) y forma hierro cero valente
Fe(0). Los estados de oxidacion del hierro lo hacen versatil para unirse o
coordinarse con otras moléculas, formando complejos estables (por ejemplo, el

complejo hierro-sider6foro) en la naturaleza. El potencial de 6xido-reduccion de su



forma ferrosa a férrica hace al hierro un elemento muy versatil cuando se le

incorpora como centro catalitico o como acarreador de electrones (16).

Aunque este elemento es abundante en la corteza terrestre, su biodisponibilidad es
baja debido a la alta reactividad que tiene en una atmdsfera oxidante como la
nuestra, lo cual le lleva a su rapida oxidaciéon de Fe?* a Fe3" y la consecuente

formacion de hidréxidos insolubles (17).

La mayor parte del hierro que se encuentra en el suelo esta formando silicatos de
ferromagnesio e hidroxidos u 6xidos de hierro, tal que no son facilmente disponibles
para las plantas. Sin embargo, diferentes poblaciones microbianas pueden liberar
el hierro de los compuestos organicos que lo posean y transformarlo en formas

disponibles y asimilables para las plantas (16).

Se han descrito cinco estrategias esenciales para la movilizacion del hierro que son
llevadas a cabo por las bacterias: a) un sistema de transporte de alta afinidad que
permite capturar el hierro del entorno, b) la reserva del mineral en depdsitos
intracelulares para que pueda ser utilizada en caso de escasez en el medio
extracelular, c) uso en los sistemas que proporcionan resistencia al estrés oxidativo,
d) control de la captura del hierro por subregulacion de la expresion de proteinas de
almacén cuando se presentan condiciones de escasez; y e) el sistema de regulacién
del hierro que coordina la expresion de la respuesta ante las fluctuaciones en la
disponibilidad de éste (12).

Coleman en 1992, propone que el zinc es el segundo metal traza mas abundante
gue se encuentra en los organismos eucariotas, rebasado por el hierro. El zinc esta
presente en seis clases de enzimas donde juega un papel estructural y catalitico en
las proteinas (4). Aproximadamente el 5% - 6% de las proteinas bacterianas son
dependientes del zinc. Actia como un acido de Lewis en la mayoria de las

reacciones hidroliticas, pues es un catalizador de ellas. Se encuentra incorporado a



una gran variedad de metaloenzimas, proteinas de almacén y factores de

transcripcion (18).

Este ion metélico estabiliza las proteinas y los dominios proteicos, lo cual previene
el desplegamiento de éstos, pues actia como un antioxidante, protegiendo los
grupos sulfhidrilo de las proteinas ante un ataque de radicales libres, asi como
evitando su formacién, logrando mantener la estabilidad y funcién de estas
moléculas. También es componente estructural de la RNA polimerasa y la
maquinaria ribosémica, participa en el metabolismo del carb6n y contribuye a
regular el estado redox del entorno, lo cual previene que las células sean dafiadas

como consecuencia del estrés oxidativo (6, 18).

Como se menciona anteriormente, el zinc no sélo es necesario para las funciones
cataliticas de las enzimas, sino que también estabiliza e induce el plegamiento de
proteinas. Esta funcién se ha deducido mediante el descubrimiento de su papel
esencial en el plegamiento de los dominios de unién al ADN de los factores de
transcripcion eucariotas, incluidos los factores de transcripcion de dedos de zinc, la
familia de proteinas receptoras de hormonas y en los factores de transcripcion de

levaduras (4).

Sin embargo, éste puede llegar a ser toxico para la célula en concentraciones
elevadas o superiores a las normales, pues bloguea los grupos tiol de las proteinas
0 actia como competidor de otros iones metalicos, dando como resultado una
metalacién defectuosa, lo cual podria afectar o impedir que se lleven a cabo
diferentes procesos fisioldgicos (18).

iv. Reguladores transcripcionales y su funcién
La regulacion transcripcional es un proceso vital, pues permite la respuesta celular

ante diferentes sefiales intra y extracelulares, manteniendo y coordinando la

actividad celular adecuadamente (19). Este proceso involucra una serie de



moléculas que establecen redes globales, las cuales tienen diferentes eventos
sucediendo simultaneamente, asociando a las proteinas con el material genético.
Dichas asociaciones tienen lugar debido a la alta especificidad de los promotores y
los factores de transcripcion (20). Los pasos mas importantes en la transcripcion
son: 1) el reclutamiento y ensamblaje de la maquinaria de transcripcion, 2) la

iniciacion, la liberacion y elongacion y 3) el término de la transcripcion (19).

Un regulén es aquel que puede controlar a uno 0 mas operones por si mismo
participando en diferentes procesos individualmente, mientras que un regulador
global tiene la capacidad de controlar operones que pertenecen a diferentes vias

metabdlicas (21).

Segun Gottesman (21), los componentes de una red de reguladores globales son:
a) el estimulo y la sefal; b) las proteinas reguladoras; c) los operones regulados y

d) la homedstasis.

v. Laoligomerizaciéon

Los metales de transicidon son esenciales para el desarrollo de la mayoria de los
organismos, pero una vez que se encuentran en exceso pueden ser toxicos para
ellos. Por esto, deben de estar finamente regulados mediante una gran red
metabdlica encargada del mantenimiento de la homedstasis de estos componentes.
Para lograr mantener el equilibrio correcto entre escasez y abundancia de metales,
los microorganismos poseen factores de transcripcion reactivos a metales,
denominados metalorreguladores; de manera que, al unirse el metal a su regulador,
este ultimo modifica su estructura, mediante la oligomerizacién, para adquirir

afinidad o perderla respecto a los sitios de unién al ADN (22).

“En este contexto, la regulacion alostérica es el proceso mediante el cual la unién
de metales a sitios especificos del metalorregulador influye en la unién del ADN por

una regién distante. El zinc inhibe o activa la unién a secuencias especificas en la
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cadena de ADN diana ubicadas en la region promotora, para que, segun sea el

caso, se active o reprima la transcripciéon” (22).

El entrecruzamiento de las proteinas es un suceso que, aungue no pasa con mucha
frecuencia, ocurre naturalmente formando especies cuaternarias o complejos
activos unidos covalentemente, a partir de monémeros inactivos. Este fendmeno
suele ocurrir entre las cisteinas libres de dos subunidades diferentes que se acoplan
para formar puentes disulfuros intermoleculares dependiendo del estado redox del
ambiente (23). Un ejemplo de esto es la capacidad de la superfamilia FUR para
formar oligbmeros. Las interacciones proteina-ADN le permiten lograr una
ocupacién secuencial de las cajas Fur, lo cual resulta en una regulacion muy
especifica de la expresion de los genes encargados de regular la captura del hierro.
Asimismo, la formacién de oligobmeros también depende de la concentracion de la
misma proteina y de la fuerza ionica, sugiriendo la presencia de interacciones
hidrofébicas entre los monémeros de la proteina (24). El metalorregulador de la
familia FUR, Zur, bajo condiciones repletas de zinc se une al ADN estrechamente
en su forma de represor a los sitios del operador de la caja Zur, reprimiendo la
transcripcion de los transportadores de la captura de zinc. En algunos
microorganismos, Zur esta muy bien estudiada, pero en otros poco o nada se
conoce. En estudios in vivo con E. coli, Jung et al. (2020), encontraron que la tasa
de desunion de Zur del ADN es sensible a la concentracion de la proteina Zur, por
otro lado, encuentran que la desunién probablemente resulta de la oligomerizacion

de Zur en el cromosoma involucrando puentes salinos entre proteinas (25).

vi. Super familia FUR

La super familia de reguladores FUR, consta de un conjunto de reguladores
transcripcionales encargados de controlar la homeostasis de diferentes metales
esenciales para el metabolismo de los microorganismos (26). Esta familia esta
conformada por reguladores sensibles a la concentracion de metales como el hierro

(Fur), zinc (Zur), manganeso (Mur), niquel (Nur); aunque también pueden regular la
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respuesta ante el estrés oxidativo (PerR) y la respuesta hemo-dependiente de hierro

(Irr) (6).

En la Figura 2 se muestran los procesos celulares en los que esta involucrada la
familia FUR.

Capturay
almaccnamiento gef te estré
. ; efensa ante estrés
Metabolismo del hierro I
. oxidativo y
nitrégeno . .
nitrosative
Transduccién de L
~ Regulacion de redox
sefiales
Morfologia y Metabolismo
motilidad celular energético
Sintesis de acidos , .
. Fotosintesis
nucleicos
. f . . Respiracion
riomedstasis de zinc » N
y manganesio  Cxpresion de N
factores de anaeronica, nitrato)
virulencia y
toxicidad

Figura 2. Procesos celulares modulados por el regulador de captura del hierro, Fur. Adaptado de Fillat (6).

1. Fur

Aunque el hierro es esencial para el desarrollo de los microorganismos y el correcto
funcionamiento de su metabolismo, éste debe ser estrictamente regulado debido a
su propension a formar radicales hidroxilo cuando se encuentra en altas

concentraciones (5).
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Escolar y et al (27), fueron los primeros en describir Fur en E. coli, que se encarga
de regular la expresion de mas de 90 genes relacionados a la regulacion de la
captura de hierro de manera directa e indirecta. Sus propiedades fisicoquimicas y

su rol funcional se han extrapolado e investigado en diversos modelos biologicos.

Los miembros de la familia Fur son pequefios, pues su rango de tamafio molecular
ronda entre los 14 y 20 kDa y poseen regiones altamente conservadas ricas en
histidina (28).

En las bacterias, la proteina Fur es un factor transcripcional, que utiliza Fe>* como
co-represor, capaz de unirse al ADN. Participa en el mantenimiento de la
homedstasis del hierro. Es la encargada de la regulacion de la expresion de los
genes implicados en la captura del hierro (5). Esta actlia como un represor que
reconoce una secuencia de 19 pb del ADN, denominada caja Fur, ubicada en la
region operadora de los genes que pertenecen al regulon Fur y se une a ella
blogueando la transcripcion de ellos. Esto sucede cuando la proteina Fur se une
con el Fe (ll), formando el complejo Fur-Fe (ll). Por lo tanto, la transcripcion de
dichos genes solo es interrumpida cuando existe una concentracién intracelular del

hierro que excede los niveles necesarios para la bacteria (26,29).

El mecanismo de regulacion de esta proteina se enciende cuando el nivel de hierro
intracelular es mas alto de lo normal, entre 10® y 10® M (29). Asi, Fur en su
conformacién dimérica, forma un complejo con el co-represor Fe?* y se une a las
cajas Fur, evitando la transcripcion de los genes involucrados en la captura del
hierro. Por el contrario, cuando el hierro es escaso, los complejos Fur-Fe?* se
despegan de la regidon promotora (caja Fur) de la secuencia de los genes diana,
permitiendo que la ARN polimerasa inicie la transcripcion de los genes que
participan en la biosintesis de sideroforos (captura del metal) y biosintesis de
proteinas receptoras de membrana externa (5, 26, 27).
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Las proteinas Fur de E. coli tienen una secuencia aproximada de 120 aminoé&cidos.
En su extremo N-terminal poseen un sitio de union al ADN, mientras que en su
extremo C-terminal poseen un sitio de unidon a metales, el cual participa en la
dimerizacion. Ambos extremos estdn unidos por una union tipo bisagra, que esta
conformada por un clister de histidinas. Existe otro sitio de union a metal, que
generalmente se encuentra ocupado por un Zn?* sin embargo, éste cumple sélo una
funcién estructural. Su conformacion principal es en forma de un dimero que se une
a un sitio del ADN palindrémico con secuencias ricas en A/T, usando al metal como
co-represor (6, 28, 30).

El sitio de union ADN-Fur, conocido como caja Fur, es un motivo altamente
conservado constituido por 19 pares de bases palindromos (5'-
GATAATGATAATCATTATC-3"), ubicado entre los sitios -35 y -10 en la regién

promotora de los genes regulados por Fur (31).

2. Zur

El mantenimiento de la homeostasis del zinc en las bacterias esta regulado por al
menos tres procesos que abarcan: la importacidén y exportacion, la unién intracelular
y el censo de su concentracion. Para realizar estas actividades se han descrito a los
factores de transcripcion dependientes de zinc (Zn?*); éstos incluyen a la familia
FUR (Zur) y a la familia MarR/SIyA (AdcR), encargados de controlar el importe; y a
la familia MerR (ZntR) y las familias ArsR/SmtB, encargados de incrementar la
exportacion y/o el secuestro intracelular (20). Zur actia como un represor de los
genes que codifican para el importador de alta afinidad del Zn?*, transportador tipo

ABC denominado znuABC, y las proteinas ribosomales que movilizan este ion (32).
Comunmente, el reguldon Zur comprende un conjunto de genes que codifican para

transportadores de zinc de alta y baja afinidad, chaperonas y paralogos no
dependientes de zinc de proteinas ribosomales (6).
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De la misma forma que los demas reguladores de la familia Fur, las proteinas Zur
actuan primordialmente como represores transcripcionales. Cuando el zinc se
encuentra unido al Zur (condiciones de abundancia), éste bloquea el sitio de
reconocimiento del complejo de iniciacion, el sitio -35 en la region promotora de la
transcripcion de la ARN polimerasa. Esta represion mediada por el complejo Zur-
Zn?* se libera cuando existe una deplecién del Zn?* (18). Esto puede verse

representado en la Figura 3.

S
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de Zn de Zn
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 — ——
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Figura 3. Mecanismo de accion de Zur. Se muestra el funcionamiento del represor bajo la suficiencia de zinc. La
holoproteina se une a las cajas Zur presentes en sus dianas, bloqueando el acceso a la ARN polimerasa. Cuando hay escasez
de zinc, el co-represor se disocia y provoca un cambio conformacional en la proteina que reduce su afinidad por el ADN.
Tomado de Sevilla, Bes, Peleato y Fillat (30).

Las proteinas Zur se encuentran muy extendidas en las bacterias y han sido
estudiadas en diversas especies bacterianas. Por ejemplo, en Mycobacterium
smegmatis, Zur y SmtB son importantes reguladores del metabolismo del zinc (33).
En Acinetobacter baumannii, Zur es critico para la respuesta ante la limitacion de
zinc mediada por el hospedador, que es necesaria para el crecimiento de patbgenos
dentro del hospedador (34). En Vibrio cholerae, dos grupos de genes, znuABC y

zrg, codifican sistemas de transporte de zinc regulados por Zur (35).
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En el caso de Streptomyces coelicolor, en la proteina Zur cristalizada se encontraron
dos sitios que censan el zinc por cada monodmero, lo que permite la modulacion sutil
de la union de Zur al ADN como respuesta a la concentracion de zinc. En Bacillus
subtilis se encontré que el par de dimeros 2Zn-2Zur, se activa secuencialmente de
un estado parcialmente activo, luego asimétrico con 3Zn-2Zur, a totalmente activo
con una conformacién 4Zn-2Zur. En la proteina Zur de esta bacteria, iones Zn?*
adicionales ocupan dos sitios “regulatorios” que tienen sensibilidad a este i6n en

cantidades sub-fentomolares (6).

Las proteinas Zur también desempefian un importante papel en la patogenicidad
bacteriana. En E. coli uropatdégena, Zur regula el sistema de captura de zinc de alta
afinidad TroCBA y la chaperona metalica putativa YciC, junto con ZinT y ZnuABC
para la supervivencia en condiciones de zinc limitado (36). En Enterococcus
faecalis, la interaccion entre la homedstasis del cobre y del zinc se controla

mediante el regulador transcripcional Zur (37).

La proteina Zur se encuentra como un dimero que posee dos dominios: el N-
terminal, con una estructura alfa-hélice que se une al ADN y el C- terminal con
estructura triple de hojas beta plegadas, donde se lleva a cabo la dimerizacién. De
la misma manera que otros miembros de la familia FUR, los dimeros de Zur
presentan dos conformaciones: abierta, con una baja afinidad al ADN; y cerrada,
con alta afinidad por el ADN (38). Como la mayoria de los paralogos de Fur, Zur
posee al menos dos sitios de union de metales por mondmero. El sitio 1, con funcién
estructural, conformados por cuatro cisteinas correspondientes al motivo altamente
conformado CXXC. El sitio 2, con funcién reguladora, conformado cominmente por
dos histidinas junto con una cisteina y un aminodacido acido. Otro sitio adicional se
ha encontrado en otras proteinas Zur, cuya funcién podria ser estabilizar la
estructura del dimero, censar el equilibrio en la concentracién del Zn?* y el estado
redox (30).
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Kandari, et al (39), estudiaron en E. coli los promotores de los genes diana, que
codifican proteinas reguladoras de Zn?*, tienen una secuencia rica en AT de 30 pb
llamada caja Zur, que se superpone con su region promotora. Sin embargo, Sevilla,
et al (30), mencionan que las cajas Zur consisten en una secuencia rica en AT, casi

palindrome de 21 a 23 pares de bases de longitud.

Se muestra en la Tabla 1 las caracteristicas principales de las proteinas Zur
cristalizadas relevantes para este trabajo, entre ellas se remarcan las similitudes
tipicas que existen entre este tipo de reguladores transcripcionales, como los sitios
N-terminal y C-terminal con sus motivos caracteristicos, como las hélices aladas y
la region tipo bisagra. Posteriormente, se mencionaran las proteinas de las alfa-

proteobacterias utilizadas en el alineamiento de secuencias multiples.

Modelo M.O. Dominio de Dominio de Conformacion
union a DNA dimerizacion oligomérica
AMTD  Escherichia coli Motivo HTH. Unido al N- Dimero de
(40) Interactia con  terminal por una dimeros.
los surcos hélice alada.
mayor y menor
del ADN.
2003 Mycobacterium  Tres a-hélices Tres hebras 3 3 iones
(41) tuberculosis seguidas de antiparalelas metalicos
una lamina 3 (S3,S4yS5)y 1enlabisagra
bicatenaria una hélice a 2 dominio de
antiparalela. larga (H4) dimerizacion.
Motivo de estabilizada por
hélice alada uno de los sitios

con un haz de
tres hélices
(H1, H2 y H3).

de unién a

metales.
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7NE9 Synechococcus  Hélice alada Unido al N- Dimero.
(42) marenigrum gue media la terminal por una
interaccion con bisagra.
el ADN. Posee 2 sitios de
union a metales.
3MWM  Streptomyces Motivo de 2 dos dominios  Hay tres sitios
(43) coelicolor hélice alada forman el nacleo de unién de
consiste en un dimérico. zinc en cada
has trilobulado mondémero de
y una hoja ScZur: sitio 1
bicatenaria. (M), sitio 2 (C)
con 4 cisteinas
y sitio 3 (D).
7DH8  Xanthomonas  Cuatro hélices Comprende una  Dos dominios
(44) campestris ayuna hoja 3 de tres  conectados por
horquilla B. hebras y una una bisagra

larga hélice a.

parcialmente

flexible.

Tabla 1. Caracteristicas principales de las proteinas Zur cristalizadas relevantes para este trabajo.

b. Especificos

G. diazotrophicus Pal5 es una alfa-proteobacteria, cuyo genoma fue totalmente
secuenciado, revelando dos proteinas FUR, denominadas WP_012224654.1 y
WP_012554056.1, GDI_1398 y GDI_1248

respectivamente (7).

codificadas por los genes

En el laboratorio de Fisiologia Microbiana de la Interaccion Microorganismo —
Hospedero del Centro de Investigaciones en Ciencias Microbiolégicas (ICUAP) de
la Benemérita Universidad Autbnoma de Puebla (BUAP), se ha iniciado el estudio
de los dos

reguladores transcripcionales Fur, mencionados anteriormente,
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presentes en G. diazotrophicus Pal5, para conocer el papel que éstos tienen en el

estilo de vida de este organismo.

Garcia (45), analizé el operén feuABC de G. diazotrophicus Pal5, el cual esta
relacionado con un sistema de transporte de hierro tipo ABC, constituido por una
proteina de unién a periplasma (PBP), una permeasa y una ATPasa codificada por
los genes feuA, feuB y feuC respectivamente. Realizé un analisis con la herramienta
Clustal Omega donde evidencié una caja Fur putativa con una identidad del 57%

con la caja Fur de E. coli.

Pérez (46), utilizando la herramienta bioinformatica de NCBI, Conserved Domain
Database, sugirio que la proteina Furl398 de G. diazotrophicus Pal5 tiene dos sitios
de unién a metal y un sitio estructural afin al zinc. Asi mismo, mostré que esta
proteina interactia con el Co?* y Mn?* promoviendo la formacién de dimeros; sin
embargo, también se observa una conformacion dimérica y trimérica cuando
interactia con Fe?*y Zn?*, demostrando que la presencia del hierro es indispensable
para la conformacion del estado oligomérico y que el Zn?* es necesario para la

estabilizacion de la conformacion.

Roldan (47), clon6 en el vector de expresion pEXP5CT el gen GDI_1248 de la cepa
G. diazotrophicus Pal5 y lo transformo en E. coli BL21 pLys. Realiz6 la purificacion
de la proteina reguladora GDI_1248 recombinante para analizar el efecto del estado
oligomérico de la proteina bajo diferentes condiciones como fuerza idnica, iones

metélicos divalentes y agentes oxidantes y reductores.

Onofre (12), realizdé analisis in silico y compard los motivos de unién al hierro la
proteina reguladora GDI 1248 con otras proteinas Fur de diferentes
proteobacterias, hizo una complementacion del gen GDI_1248 en la cepa de E. coli
H1780 fur-y determind la funcionalidad de la cepa complementada haciendo analisis
fenotipicos en la cepa de E. coli H1780 con el vector de expresion
PEXP5CT:GDI_1248.
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Después de realizar el modelaje de la proteina utilizando el programa ITASSER,
sugiere que la proteina codificada por el gen GDI_1248 de G. diazotrophicus es muy
similar a la proteina Zur de E. coli y diferente a la proteina Fur del mismo
microrganismo. A su vez, propone que la cepa complementada HF1248 presenta
mayor proteccion contra el estrés oxidativo cuando es expuesta a una concentracion
de 55 pM de ZnSOg4, que a la misma concentracion de FeSOas, lo cual indico la

posibilidad de que la proteina sea un regulador del zinc en lugar de hierro (12).

IV. Planteamiento del problema

El zinc y el hierro son elementos esenciales necesarios para la supervivencia de
todos los microorganismos, pero su exceso es letal, por lo que es necesario regular
su concentracion intracelular. Para llevar a cabo esta tarea, los microorganismos
expresan genes que sintetizan reguladores transcripcionales de la familia FUR,
como Fur y Zur, los cuales funcionan como censadores del exceso o la escasez de

los iones metdlicos Fe?* y Zn?* respectivamente.

G. diazotrophicus es una bacteria enddfita que se encuentra en una amplia gama
taxondmica de plantas hospederas ricas en azlcar y posee mecanismos
importantes como la fijacion de nitrégeno (10), estimulacion el crecimiento de
plantas mediante la produccion de fitohormonas como el acido indol acético,
produccion de metabolitos antimicrobianos que afectan el crecimiento de hongos
fitopatégenos (48), entre otros mas. Por todas estas cualidades, G. diazotrophicus
Pal5 se ha considerado como potencial biofertilizante que ayuda en la promocion
del crecimiento vegetal y como método de biocontrol efectivo, evitando el uso de

pesticidas quimicos.

El proposito de esta tesis de investigacion es analizar diversas secuencias de
proteinas Zur presentes en diferentes bacterias utilizando herramientas

bioinforméticas. Se busca identificar el grado de homologia y los motivos
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conservados con respecto al producto de expresion del gen GDI_1248, la proteina
reguladora GDI_1248 en G. diazotrophicus Pal5. Ademas, se pretende observar las
diferencias entre los sitios de union del ligando respectivo a la proteina
recombinante y los diferentes tipos de enlaces que forman. Todo esto permitira
sugerir el papel que estos sitios tienen en la modificacién de la conformacion de la

proteina reguladora GDI_1248 y su interaccion con el ADN de los genes diana.

Para los estudios experimentales que se realizaron en el laboratorio de fisiologia
microbiana, se reactivo la cepa E. coli BL21 pLys pEXP5-CT1248, se analiz6 la
presencia del gen GDI_1248 en el vector de expresion pEXP5CT mediante la
enzima de restriccion Aval, se indujo la expresion de la proteina reguladora
GDI_1248 con IPTG 0.1 mM y se detecté mediante Western Blot; técnicas que

permitieron el adiestramiento en el laboratorio.

V. Objetivos
a. General

Analizar por herramientas bioinformaticas la proteina reguladora GDI_1248 de
Gluconacetobacter diazotrophicus Pal5 y su reactivaciéon en la cepa E. coli
pPEXP5CT:GDI_1248.

b. Especificos

e Determinar la presenciay viabilidad del plasmido pEXP5-CT que contiene el gen
GDI_1248 en la cepa E. coli BL21 pLys.

¢ Inducir y detectar la proteina reguladora GDI_1248 recombinante en la cepa E.
coli BL21 pLys pEXP5-CT1248 utilizando IPTG 0.1mM y analizar por Western
Blot.

e Analizar bioinformaticamente la secuencia aminoacidica de la proteina
reguladora GDI_1248 y compararla con las secuencias de proteinas Zur de otros

grupos bacterianos.
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e Realizar un docking con la proteina reguladora GDI_1248 con los respectivos
iones metalicos divalentes Fe?*, Zn?*, Mn?*, Co?* y Ca?*.
e Realizar un docking con la proteina 4MTD de E. coli con los respectivos iones

metalicos divalentes Fe?*, Zn?*, Mn?*, Co?* y Ca?"*.

VI. Material y métodos

a. Material biologico

En la Tabla 2 se enlista las caracteristicas fenotipicas de la cepa y del plasmido que

se utilizaron durante la realizacién de este trabajo.

Cepa/ Plasmido Descripcion Referencia
E. coli BL21 pLys E. coli BL21 pLys con el (12)
PEXP5-CT1248 plasmido pEXP5-
CT:GDI_1248
pEXP5-CT / TOPO Vector de expresion. Posee INVITROGEN

un tag de 6xHis, la cual
permite la deteccion y

purificacion.

Tabla 2. Caracteristicas fenotipicas de la cepay plasmido que se utilizaron en este trabajo.

Para la reactivacion de la cepa E. coli BL21 pLys pEXP5-CT1248 se preparé medio
LB, en placa y en caldo, adicionado con los antibiéticos Cloranfenicol (10 ug/ml) y

Ampicilina (100 yg/ml), y se incub6 a 37°C durante toda la noche.

b. Andlisis experimentales

i. Extraccién de ADN plasmidico

La extraccion del plasmido se realiz6 a partir de las cepas que se encuentran
almacenadas a -70°C en tubos con glicerol en el cepario del laboratorio de Fisiologia

Microbiana de la Interaccibn Microorganismo — Hospedero del Centro de
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Investigacion en Ciencias Microbiologicas de la Benemérita Universidad Autbnoma
de Puebla. Se tomaron 150 yL que fueron inoculados en tubos de ensayo con 5 mL
de caldo LB adicionado con Ampicilina (Ap) y Cloranfenicol (Cm), incubandolos a

37°C durante toda la noche.

El ADN plasmidico de E. coli BL21 pLys pEXP5-CT1248 se obtuvo a partir de un
cultivo en caldo LB, adicionado con los antibioticos Ampicilina (Ap) y Cloranfenicol
(Cm), de 12 horas a 37°C utilizando la técnica MiniPrep (Sambrook y cols., 2004)
descrita en el Anexo V. Posteriormente, se realizé una digestion enzimatica segun

se describe en el Anexo V.

El ADN plasmidico y la digestion enzimatica fueron analizadas mediante

electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1% en buffer TAE 1Xy ~80 V.

ii. Induccion con IPTG y la expresion de la proteina
reguladora GDI_1248

Se realizaron ensayos con IPTG 0.1 mM a diferentes tiempos de incubacion para
determinar las condiciones 6ptimas para la mayor expresion de la proteina, Anexo
VI.

iii. Western blot de las fracciones proteicas de la proteina
reguladora GDI_1248 obtenidas de lainduccién con IPTG

De los paquetes celulares que se obtuvieron de la induccién con IPTG 0.1mM a
diferentes tiempos de incubacion, se realiz6 una lisis celular (Anexo VIII y Anexo
IX) y, posteriormente un gel de poliacrilamida al 12% (SDS-PAGE) segun se

describe en el Anexo X, para separar las proteinas del sobrenadante.
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Se hicieron dos geles idénticos. Uno se tifio con azul de Coomassie y el otro se
sumergio en solucién de transferencia y se tratd conforme indica el Anexo XI. Se
utilizaron anticuerpos monoclonales anti-polihistidina fosfatasa alcalina. Para el

revelado se utilizé el reactivo BCIP/NBT.

c. Andlisis bioinforméaticos

i. Andlisis de la proteina reguladora GDI_1248

En la base de datos de NCBI, GeneBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), esta

disponible la secuencia completa del genoma de G. diazotrophicus Pal5; con el
namero de acceso NC_010125.1. El gen GDI_1248 codifica una proteina
reguladora de 161 aminoacidos, tipo represor transcripcional con nimero de acceso
WP_012554056.1.

Utilizando la herramienta HHpred, disponible en
https://toolkit.tuebingen.mpg.de/tools/hhpred, se realiz6 un analisis bioinforméatico

para identificar las proteinas que tuvieran similitud con la proteina reguladora
GDI_1248, realizar los alineamientos e identificar los sitios de unidon a ADN, sitios
de unién a metal y el sitio estructural con Zinc y, posteriormente, dar seguimiento a

los resultados que se obtuvieron del docking.

ii. Prediccién de la estructura 3D proteica

Mediante el uso del servidor ITASSER (Iterative Threading ASSEmbly Refinement),
disponible en https://zhanggroup.org/I-TASSER/, se predijo la estructura 3D de la

proteina reguladora GDI_1248.

ITASSER (62) predice la estructura 3D de un query a partir de su secuencia de
aminoacidos basado en la alineacién de estructuras secundarias, conocida como la

técnica de plegamiento, buscando sus templates en la biblioteca de PDB.
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iii. Docking de la proteina reguladora GDI_1248

Con el servidor MIB2: Metal lon-Binding Site Prediction and Modelling
(combio.life.nctu.edu.tw/MIB2/) se realizé el docking de la proteina reguladora

GDI_1248 y la proteina 4MTD de E. coli con los iones metélicos Zn?*, Fe?*, Mn?*,
Co?*y Ca?".

MIB2 (49) proporciona un método preciso para buscar los residuos en los sitios de
unién de iones metalicos mediante el método de transformacion de fragmentos,
utilizando la base de datos de estructuras proteicas AlphaFold para tomar
informacion y realizar el acoplamiento de iones metalicos y predecir los residuos de

union.

VII. Resultados
a. Resultados experimentales
i. Extraccién de ADN plasmidico de lacepaE. coli BL21 pLys
pPpEXP5-CT1248 y andlisis por electroforesis.

Se utilizé la cepa E. coli BL21 pLys pEXP5-CT1248, generada en el laboratorio de
Fisiologia Microbiana de la Interaccion Microorganismo — Hospedero del Centro de
Investigacion en Ciencias Microbiologicas del ICUAP, de la Benemérita Universidad

Autébnoma de Puebla, mencionada en la Tabla 2.

Se reactivo la cepa E. coli BL21 pLys pEXP5-CT1248 y se realizé la extraccion del
ADN plasmidico de segun se indica en el Anexo IV. Posteriormente, se realizd una
electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1% para corroborar la presencia del

plasmido que tenia insertado.
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Figura 4. Analisis del ADN plasmidico obtenido de la cepa E. coli BL21 pLys pEXP5-CT1248 en gel de agarosa 1%.
C1: extraccion de ADN plasmidico muestra 1. C2: extraccion de ADN plasmidico muestra 2.

ii. Digestién enzimética con Aval y EcoRl
Posterior a la extraccion de ADN plasmidico, se realiz6 la digestién enzimética como

se indica en el Anexo V. Se utilizaron las enzimas Aval y EcoRI para confirmar la

presencia del plasmido pEXP5-CT1248, asi como su correcta orientacion.
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2767 pb

451 pb

Figura 5. Digestién enzimética con Aval en electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1%. La figura muestra los
fragmentos de 2767 y 451 pb generados por la enzima de restriccién Aval. C1: E. coli BL21 pLys pEXP5-CT1248 muestra 1
incubada por 90 minutos, C2: E. coli BL21 pLys pEXP5-CT1248 muestra 2 incubada por 90 minutos, C3: Marcador de peso
molecular 1kb-250pb, C4: E. coli BL21 pLys pEXP5-CT1248 muestra 1 incubada por 120 minutos, C5: E. coli BL21 pLys
pEXP5-CT1248 muestra 2 incubada por 120 minutos. Resultados de digestion enzimatica con EcoRI no se muestran.

iii. Induccidén de la proteinareguladora GDI_1248 en la cepa E.
coli BL21 pLys pEXP5-CT1248 con IPTG

Para determinar las condiciones 6ptimas de la induccion de la proteina reguladora
GDI_1248 recombinante se utilizd la concentracion de 0.1 mM de IPTG, ya que
estudios realizados anteriormente mostraron que con esta concentracidn se
observd mayor expresion proteica (50), sin embargo, se prob6 el tiempo de
incubacion con el IPTG, tomando muestras cada hora hasta llegar a un tiempo final
de 4 horas, obteniendo una maxima expresion a las 2 horas de haberse incubado

como se aprecia en la Figura 6.

Los paquetes fueron lisados utilizando 50 yL de SDS 0.1% y sonicandolas segun
las especificaciones dadas en el Anexo IX. Posteriormente, se tomaron muestras
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de 15 pL para analizar por SDS-PAGE, lo que permitié determinar las condiciones
de sobreexpresion proteica, que son 0.1mM de IPTG incubado a 37°C, 175 rpm por
180 minutos.

<+— 17.33 kDa

Figura 6. Andlisis por electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida al 12% de la induccién de la proteina
reguladora GDI_1248 recombinante. En esta figura se observan los perfiles proteicos obtenidos de los diferentes tiempos
de induccion con 0.1 mM de IPTG analizados en una SDS-PAGE 12%. C1: Marcador de peso molecular Precision Plus Protein
BIORAD, C2: Sin inducir 1 hora, C3: Induccion con IPTG 0.1 mM a 1 hora, C4: Sin inducir 2 horas, C5: Induccién con IPTG
0.1 mM a 2 horas, C6: Sin inducir 3 horas, C7: Induccién con IPTG 0.1 mM a 3 horas, C8: Sin inducir 4 horas, C9: Induccion
con IPTG 0.1 mM a 4 horas.

iv. Western blot de las fracciones proteicas de la proteina
reguladora GDI_1248 con diferentes tiempos de induccion

Se identificé la proteina reguladora GDI_1248 mediante inmunodeteccion con
anticuerpos anti-polihistidina conjugados a fosfatasa alcalina. Se corrieron dos
electroforesis desnaturalizantes al 12% de concentracién de poliacrilamida bajo las
mismas condiciones. Uno se tifid con Azul de Coomassie, mientras que otro se
reservo para realizar la transferencia a la membrana de nylon Hybond N+ y se dejo
reaccionar al anticuerpo antipolihistidina acoplado a fosfatasa alcalina para
finalmente, hacer el revelado con el reactivo NBT/BCIP (consultar Anexo Xl). La

reaccion se observa como una serie de bandas color pUrpura como se muestra en
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la Figura 8. Se le realizo tincion con Azul de Coomassie al gel transferido como se
observa en la Figura 7, indicando que se habia realizado una exitosa transferencia
a la membrana de Hybond N+.

Figura 7. Gel de poliacrilamida 12% tefiido después de la transferencia a la membrana de nylon Hybond N+.

Figura 8. Analisis por Western blot de las fracciones proteicas. C2: Sin inducir 1 hora, C3: Induccién con IPTG 0.1 mM a
1 hora, C4: Sin inducir 2 horas, C5: Induccion con IPTG 0.1 mM a 2 horas, C6: Sin inducir 3 horas, C7: Induccién con IPTG
0.1 mM a 3 horas, C8: Sin inducir 4 horas, C9: Induccién con IPTG 0.1 mM a 4 horas. Bajo las condiciones experimentales

llevadas a cabo, se observa que el tiempo éptimo de induccién es de 2 horas como se observa en el carril 5.

b. Resultados de bioinformatica
i. Busquedade secuencias similares ala proteinareguladora
GDI_1248

Para realizar la busqueda de secuencias similares a la proteina reguladora
GDI_1248 se utilizé la herramienta HHpred

(https://toolkit.tuebingen.mpg.de/tools/hhpred) y se ingresé la secuencia de la

proteina WP_012554056.1 (proteina reguladora GDI_1248). El alineamiento arroj6o
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varias proteinas con secuencias similares, sin embargo, se seleccionaron aquellas
gue especificamente eran clasificadas como proteinas Zur, las cuales se enlistaran

a continuacion con su numero de acceso en PDB entre paréntesis:

» Regulador de la captura del Zinc en E. coli K-12 (4MTD)

» Regulador de la captura del Zinc en la cianobacteria marina
Parasynechococcus marenigrum WH 8102 (7NE9)

» Regulador de la captura del Zinc en S. coelicolor (3SMWM)

» Regulador de la captura del Zinc en X. campestris (7DH8)

Posteriormente, se procedi6 a realizar un alineamiento en Clustal Omega

(https://lwww.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) con las secuencias mencionadas

previamente, asi como con otras secuencias Zur de alfa-proteobacterias que se
recuperaron de la base de datos de NCBI. El objetivo de este alineamiento fue

analizar los sitios conservados que existen entre las secuencias de proteinas Zur.

10 160

T ——
JOHE_A
AHTD_E
. .
FHES_AAA

Figura 9. Resultado del andlisis en HHpred. Se observan las secuencias proteicas mencionadas anteriormente con total

del query que abarcan representado de manera gréafica, asi como su nimero de acceso en PDB para proximas consultas.

Alineamiento y arbol filogenético

El alineamiento se realiz6 con la finalidad de determinar la homologia entre los
productos génicos involucrados en la regulacion de la captura del zinc. Se utilizo la

herramienta Clustal Omega, disponible en


https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/, y se obtuvo el resultado que se muestra

en la Figura 10.

En el alineamiento se incluyeron las proteinas Zur de diferentes géneros
bacterianos, algunos mencionados anteriormente Escherichia coli (4MTD),
Synechococcus marenigrum (7NE9), Streptomyces coelicolor (BMWM) vy
Xanthomonas campestris (7DH8) junto con las proteinas Zur de las alfa-
proteobacterias Gram negativas Rhizobium leguminosarum (KED73667.1),
Sinorhizobium meliloti (CCM67686.1), Agrobacterium tumefaciens
(WP_113157779.1), Acinetobacter baumanii (ADX01812.1), Zimomonas mobilis
(AHJ71595.1) y Rhodopseudomonas palustris (QQM02016.1).

El resultado demuestra que, pese a que hay poca homologia entre las secuencias,
existen regiones altamente conservadas de aminoacidos que conforman el sitio de
unién a ADN en el extremo N-terminal y el sitio de dimerizacién en el extremo C-

terminal.
En la Figura 10 se muestra en el recuadro azul los aminoacidos involucrados en el

sitio de union a ADN vy, en el recuadro rojo, los aminoéacidos relacionados en el sitio

de dimerizacion.
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CLUSTAL 0(1.2.4) multiple =sequence alignment

S.marenigrum

Scoslicolor | Tmmmmmmmmmmmmemssmesmesmeceeeoo-- MTGSSPALNARQQAL L TALNACGDEM 26
e VTTAGPPVKGRATRQRAAVSAALQEVEEFR 3@
-MOBIIS MGETTLQ------ AAPHAHIQHSGSDLLEAAKAAL LKSGEQWTAMRASVYKALAQTHEPS 54
S.meliloti T T MVTPOL TKNQSLVMGALAHSDGPM 24
Rleguminosarum MTTPOLTKNQSLYFDVLEKAEGPL 24
Atumefaciens MNAQNL TKNQSLVMNAL SNAHAPL 24
X.campestris MESSHHHHHHS0GS TAPHHHYDDANS FYRAVERACSERGLRLTPIRANVLRLLADAGKPY 5@
R.palustris - -MGPMTALKPTFPAPGHDHDRCSAEGLEHAERVCAGRSONLTPIRROVLRALLSSHRPL 58
Ecoi MEKTTTQEL LAQAEK ICAQRNVRLTPQRLEVLRLMSLQDGAT 42
GDI_1248 . MTGLSFADRTETWLDNAERLCAARGSRL TDLRRQVLGLYLDAGRPY 16
Abaumanniic MHE - - HHD5 LHGVHDHHNVASRLAEAE TLCTAYGARLTPLRKEVLELILNASGPM 53
S.marenigrum SGOLHRS LDDE- - - ASMGLATYVYRNLRQLOORGLYRCRHLPTGEALYAPYD- - - - - - - - 75
S.coelicolor Sa0N LHDMLKHK - - GDAVGLTTVYRT LS LADAGEVDYLRTAEGESVYRRCSTGDH- - - - 84
Z.mobilis SAYRIADIVSOSEG- RRVAANSYYRILPIFVSSNLAHRVESA- - -MAYIVNAHPECR- - - 187
S.meliloti SAYJILDKLRDN- - - GFRAPLQVYRALPKLLEYGLVHRLESL - - -NAFVACSCPHEH- - - 75
R.leguminosarum SAYJILDKLRDH- - - GFRAPLOVYRALEKLLEYGYVHRLESI - - -NSFVACAHPGEN--C 76
A.tumefaciens SAYYILDKLRDD- - - GFRAPLOVYRALEKLVEYGLVHRLESL - - -MAFVACTHTQAE - - € 76
X.campestris KaYR L LDWVREGKGYGADAPPTVYRALPFLMANGFVHKLESY- - -MAFVACHHPHS - - - - 113
R.palustris GAYNVIEELARY- - MPRPAPITVYRALPFLMONGLVHRIESR- - -MAFLACGHDHG- - - - 189
E.coli SAYRLLDLLREA- - EPQAKPPTVYRALPFLLEQGFVHKVEST- - -MSYVLCHLFDQ- - - - 93
GDI_1248 GAYBLLDGLRTD- - KKSAAPPTVYRALDFLLEQGL IHKIERL - - - SAFVGCTHALDGTRA 181
A.baumannii GAYBLLARIKSQT-DRPAAPPTYVYRTLPFLLEKGLIHRLTSI- - -MAYIPCCHPREG- - - 186
S.marenigrum - -~ J- RORHHL TCYDC T TQVLDHC PIHGIDVPADSRGDFEL LFHTLEFFGFCSSCRPOR 138
S.coelicolor -~ - - HHHLVCRACEKAVEVEGPAVE KWAEA TAAEHGYVIVAHTVE IFGTCADCAGAS 137
Z.mobilis - - - }-HOCLF LvCDOC§EV THIDDDK ISRFLKESAEKNDFVAERSYL EIRGKCSHCLSH- 161
S.meliloti - EHIHGVTAF TICEGCHOVTEFHDEVIEDRLSTLVRAQEFKTEKTTIEIRGHCKSCA- - - 131
R.leguminosarum H- - JHGIVAFATCESCHQVMEFHDHEVDHRLMAWYRGOKFKPEKTTIETRGLCEACAA- - 132
A.tumefaciens CSHYHGTVAFAICESCHQVNEFHDHE IDHRLERWYKDSKFKAEK TTIEIRGLCAACAG- - 134
X.campestris - - -A0HSVPFLICDRCHSAVELEDRDVVSQLEARAKALGFQPQAQTLEVHGL CAKCAAAG 17@
R.palustris - - -IBATVAFLICECCESVAEVPASEVTQRLNEASRQTGF TPKMSVVE I TGVCGHCQAA- 165
E.coli - --ATHTSAMF ICDRCAVE EECAEGVEDIMHT LAAKMGFALRHNVI EAHGLCAACVEVE 158
GDI_1248 CGOHPHAAQFLICTGCHQVTELDDHGI LHALVDATRT IGF TVRHS TVEAEGLCAACRDAA 161
A.baumannii - - Y- HOAAFLICTECHTVKEASSOGLTOOLDLAALDDFAAQHS I IETSGKCOQCRTAR 161
S.marenigrum . -
S.coelicolor S5KP - 134
Z.mobilis G- i;f
S melio e
Rleguminosarum o .
A.tumefaciens 1;;
X.campestris 178
R.palustis 165
E.coli . -
GDI_1248 QCRHPEQCQHDHSVQMLPR 1;&
A.baumannii 161

Figura 10. Alineamiento realizado con la herramienta Clustal Omega. En la figura se presentan los alineamientos de
secuencias de aminoacidos de diversos grupos bacterianos utilizados para este estudio, donde se puede observar los
aminoéacidos que se encuentran conservados en mayor o menor grado presentes en el sitio de interaccion con el ADN y en el
sitio de oligomerizacion. En el recuadro azul se indican las secuencias conservadas relacionadas al sitio de unién al ADN. En

el recuadro rojo se indican las secuencias conservadas involucradas en el sitio de unién a metales.

El &rbol filogenético se construy6 basandose en el alineamiento realizado en Clustal
Omega. El analisis de la filogenia nos indica que la proteina reguladora GDI_1248
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posee mayor cercania evolutiva con la proteina Zur de la alfa-proteobacteria A.
baumannii. A su vez, ambas proteinas poseen alta cercania evolutiva con Zur de E.

coli.

_: S.marenigrum
S.coelicolor
Z.mobilis

X.campestris
E.coli

GDI_1248
—: A.baumannii
S.meliloti

R.leguminosarum
{ A.tumefaciens

R.palustris

Figura 11. Arbol filogenético de la proteina reguladora GDI_1248 de G. diazotrophicus Pal5 con las secuencias de
aminoé&cidos de las proteinas Zur de S.marenigrum, S.coelicolor, Z.mobilis, X.campestris, E.coli, A.baumannii,
S.meliloti, R.leguminosarum, A.tumefaciens y R.palustris.

ii. Modelado de la proteina reguladora GDI_1248

El modelado de la proteina se llevd a cabo con la herramienta bioinformatica
ITASSER debido a su precision al predecir estructuras 3D (calificada como nimero
1 segun CASP15), accesibilidad y facilidad de uso.

Se ingresd la secuencia de la proteina reguladora GDI_1248 mencionada a
continuacion y se obtuvo tanto la estructura secundaria y terciaria, entre otros

resultados relevantes que se mencionaran.

Query de la proteinareguladora GDI_1248

>WP_012554056.1 (proteina reguladora GDI_1248) transcriptional repressor
[Gluconacetobacter diazotrophicus]
MTGLSFADRTETWLADNERLCAARGSRLTDLRRQVLGLVLDAGRPVGAYDLLDG
LRTDKKSAAPPTVYRALDFLLEQGLIHKIERLSAFVGCTHALDGTRACGDHPHAQ
FLICTGCGQVTELDDHGILHALVDATRTIGFTVRHSTVEAEGLCAACRDAA
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Estructura secundaria de la proteina reguladora GDI_1248

En esta prediccion hecha por ITASSER se clasifican a los aminoécidos dependiendo
si formaran parte de las alfa-hélices, las hojas beta-plegadas o las colas. Este
servidor indica que mientras mas cercano a 10 sea el score, la prediccion sera mas
precisa. En el query que fue ingresado, la mayoria de los aminoacidos tienen una

calificaciéon cercana a 10, por lo que podriamos asumir que es confiable.

208 48 68

Sequence MTGLSFADRTETWLDMAERLCAARGSRELTDLRROVLGLVYLDAGRPVGAYDLLDGLRTDEKSAAPPTVYRALDFLLEQ

Prediction CCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCHHHHHHHHHHHHCCCCCCHHHHHHHHHHHCCCCCCCCHHHHHHHHHHC

Conf.Score 9998721669999599909990908599979999590990982709899999909909908689988245980999990988
H:Helix; S:Strand; C:Coil

24 166 126 146 168

GLIHKIERLSAFVGCTHALDGTRACGDHPHAAQFLICTGCGOVTELDDHGILHALVDATRTIGF TVRHSTVEAEGLCAACRDAA
CCS55555CCCCCCCCCCHHHCCCCCCCCOCCCCSS555CCCCS555CCCCHHHHHHHHHHHCCES S5 CC5555555CHHHHHCC
0080082168742111112282567 78887 7874608000008885574699000000007500802318000090007763447

Figura 12. Estructura secundaria de la proteina reguladora GDI_1248 predicha por ITASSER. Se observan las colas,

representadas por la letra C; las alfa-hélices con una H y las hojas beta-plegadas con una S.

Plantillas usadas para predecir la estructura 3D

ITASSER determiné una serie de 10 plantillas que fueron identificadas por LOMETS
en la biblioteca de PDB, produciendo miles de alineamientos de plantillas; sin
embargo, ITASSER solo usa las de mayor importancia segun el Z-score que

obtengan.

El Z-score debe calificarse mayor a 1 para demostrar que hay un buen alineamiento
entre el query y el template; si éste es menor nos indica que el alineamiento es
deficiente. En nuestras secuencias alineadas so6lo hay dos que se encuentran por
debajo de 1: 7TKFOA y 7MLOW.
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Rank PDB Iden1 lden2 Cov Norm. Download
Hit Iscore  Align.

Amtda 043 041 091 285 Download
TefoA 011 018 075 0.84 Download
Jdh7 044 042 091 1.94 Download
2fe3 023 022 088 175 Download
043 041 091 348 Download
2fe3 023 022 086 249 Download
dmteA 043 041 091 318 Download
Amtda 043 041 091 435 Download
Tml0W 015 026 081 0.76 Download
043 041 091 4739 Download

W 20 = O3 o W R =
=
=]
A
=

—
=
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=

Figura 13. Top 10 de plantillas usadas para predecir la estructura 3D. Se observa que 8 de 10 obtuvieron una calificacién
mayor a 1 en el Z-score (las Unicas excepciones son las cepas 2 y 9), lo cual nos indica un buen alineamiento entre las

secuencias.

Modelo final predicho por ITASSER de la proteina reguladora GDI_1248 de G.
diazotrophicus Pal5

ITASSER realiza 5 modelos finales de los cuales, en la Figura 14, se muestra el
modelo de la estructura 3D predicho con el mejor C-score (0.18) cuyo rango es -5 a
2 y, mientras mayor sea el puntaje obtenido, la figura predicha es mas confiable. Asi
mismo, se considero la puntuacién del TM-score (0.74+0.11) utilizada por el servidor
para ofrecer mayor confiabilidad en el modelo. En la Figura 15, se muestra la
plantilla (proteina 4MTD) utilizada para la elaboracién del modelo 3D de la proteina
reguladora GDI_1248.

35



Figura 14. Modelo 3D de la proteina reguladora GDI_1248 de Gluconacetobacter diazotrophicus Pal5. La hélice a4 es
una hélice putativa, la zona a5, a6, 33, B4y B5 pertenece al sitio de unién al metal (zinc), la zona a2 y a3 corresponde al sitio
de unién a DNAYy la zona a1, a2, a3, a4, 1y B2 corresponde a un sitio de unién a metal. Informacién obtenida de la base de
datos Conserved Domain Database. Color rojo representa alfa hélices, amarillo representa hojas beta plegadas y verde

representa colas y giros.
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Figura 15. Modelo de la proteina 4MTD de E. coli K-12. Adaptada de Gilston (40). Color rojo representa alfa hélices, amarillo

representa hojas beta plegadas y verde representa colas y giros.

iii. Sitios de unidny oligomerizacién de la proteinareguladora
GDI_1248

La Figura 16 representa la superposicion de la proteina 4MTD de E. coli con la
proteina reguladora GDI_1248 de G. diazotrophicus Pal5, lo que nos permite
observar la similitud cercana que hay entre ambas, asi como inferir los aminoacidos
que estan involucrados en la interaccion con un ion metalico divalente. Dicha
semejanza conformacional fue predicha por ITASSER; sin embargo, en un
alineamiento realizado con la plataforma BlastP (Figura 18) se sugiere como la
secuencia proteica con mayor porcentaje de identidad (43.92%). Mas adelante se

adjunta un alineamiento de secuencias realizado con la herramienta Clustal Omega
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entre 4MTD y la proteina reguladora GDI_1248
(https://Iwww.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) (Figura 17).

Figura 16. Superposicién de la proteina reguladora GDI_1248 (naranja) de G. diazotrophicus Pal5 con 4MTD (azul) de
E. coli K-12.

pdb [4MTD| & - - - -MEKTTTQELLAQAEK ICAQRNVRLTPQRLEVLRLMS LODGAISAYDLLDLLREAEP 1]
WP_812554856.1 MTGL5FADRTETWLDNAERLCAARGSRLTDLRRQVLGLVLDAGRPVGAYDLLDGLRTDkk (Te]
;. * kk L2 $I E * £ =¥: . :I$=k=k$$$ L

pdb |4MTD| & QAKPPTVYRALDFLLEQGFVHKVESTNSYVLCHLE - - - - - - - DQPTHTSAMFICDRCGAY 189

WP_812554856.1 SAAPPTVYRALDFLLEQGLIHkIERLSAFVGCTHALDGTRACGDHPHAAQFLICTGCGQV 128
I:?— :3::?—:k:k:k:k:?:?:k:t:k:k:k:k:k- --?--?:-:k .:.?' * : L *k ¥k ok

pdb |4MTD| & KEECAEGYEDIMHT LAAKMGFALRHNYIEAHGL CAACYEVEACRHPEQCQHDHSVOVKKK 169

WP_812554856.1 TELDDHGILHALVDATRTIGFTVRHSTVEAEGLCAACRDAA ------------------- 161
IL‘ .;". . . . . L'L' ?.L' . L-; EX 34

pdb [4MTD| A PR 171

WP_B12554856.1 -- 161

Figura 17. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de la proteina reguladora GDI_1248 de G. diazotrophicus
Pal5 y 4MTD de E. coli K-12. Asteriscos: aminoacidos altamente conservados/idénticos, dos puntos/un punto: aminoacidos

similares/sustituciones.
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Description

Chain A _Transcriptional requlator fur family [Xanthomonas campestris pvcampestris str 8004]

Zinc Uptake Regulator Complexed With Zinc AND DMNA [Escherichia coli K-12]

The crystal structure of bacillus subtilis PerR-Zn reveals a novel Zn(Cys)4 Structural redox switch [Bacillus subtilis]

Structural basis for peroxide sensing_and gene regulation by PerR from Streptococcus pyogenes [Streptococcus pyoge. ..

S0 0

The crystal structure of PerR-Ox highlights 2-oxo-Histidine formation [Bacillus subtilis]

Max  Total Query E Per. Acc.

Score Score Cover walue Ident  Len
w

Scientific Mame Accession

Xanthomonas ca... 125 1256 93% le-36  4276% 170 7DHT A
Escherichiacoli ... 18 118 9%  8e-34 43.92% 171 4MTD
Bacillus subtilis 447 447 §2%  8e-06 2556% 145 Z2FE3
Streptococcus py... 412 412 §1%  2e-04 2045% 163 417H A
Bacillus subtilis 385 385 82% 0001 2286% 145 ZRGY

Figura 18. Resultado del BlastP. Se observan las secuencias de aminoacidos de proteinas cristalizadas con el porcentaje
de similitud que tienen con la proteina reguladora GDI_1248. 4MTD es la que tiene un mayor porcentaje de identidad con la
proteina reguladora GDI_1248, confirmando el resultado obtenido con ITASSER, en donde esta obtuvo el mayor z-score,

razén por la que fue utilizada para modelar la proteina reguladora GDI_1248.

En la base de datos Conserved Domain Database se muestran los dominios
conservados de la proteina reguladora GDI_1248 de G. diazotrophicus Pal5. En la
Figura 19, se puede apreciar una hélice putativa de unién al ADN entre los
aminoécidos 63 a 77, la interfase del dimero entre el 113 al 153; asi como dos sitios
de unién a metal, el primero del 106 al 146, el segundo del 45 al 122, y el sitio de
unién a metal correspondiente Zn?* con funcién estructural corresponde al rango
114 a 154.

Gilston (40) menciona que el sitio en el cual el Zn?* se une a la proteina Zur es en
4 cisteinas: 103, 106, 143 y 146; mientras que en el docking realizado se indican los
sitios cisteina 114,117, 154y 157.

La Figura 19, muestra que la proteina pertenece a la super familia HTH (tiene

dominios hélice-giro-hélice), es decir, funciona con dominios de unién al ADN.
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Figura 19. Dominios conservados de la proteina reguladora GDI_1248 de G. diazotrophicus Pal5.

iv. Docking

Se utilizé el servidor MIB2 para realizar el docking de la proteina reguladora
GDI_1248 y la proteina 4MTD frente a los iones metalicos divalentes Zn?*, Fe?*,
Co?*, Mn?*y Ca?*, de tal manera que fuese posible comparar los sitios de unién y el

tipo de enlace que se desarrolla en cada complejo proteina-ligando.

Este servidor aprovecha el método de transformacion de fragmentos para llevar a
cabo una comparacion local entre las plantillas de residuos de unién entre residuos
metalicos y la proteina para posteriormente, asignar una puntuacioén al alineamiento,
estableciendo un umbral que debera ser superado por los residuos de unién a
metales.
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En la Figura 20, se ve representada la interaccion entre el ligando Zn?*y la proteina
reguladora GDI_1248, el cual tuvo un score de 4.075, siendo el mayor. Los residuos
de union son 4 cisteinas en las posiciones 114, 117, 154 y 157, el tipo de union es

similar a lo que menciona Gilston (40) en la Figura 21.

Figura 20. A. Docking de la proteina reguladora GDI_1248 con Zn?*. B. Tipo de enlace que se forma entre el Zinc y los
residuos de cisteina de la proteina reguladora GDI_1248. Se pueden apreciar los sitios de unién de la proteina con el Zn?

en los residuos de cisteina 114, 117, 154 y 157 (“sticks”). El ion metalico Zn?* se encuentra representado en color lila.

Cys103

Cys146 Cys106

Figura 21. Coordinacion del ligando para el sitio de zinc rico en azufre (ion metalico Zn?* mostrado en rojo) de E. coli.
Tomado de Gilston (40).

En la Figura 22, se representa la interaccion entre el ligando Fe?* y la proteina
reguladora GDI_1248; mientras que la Figura 23 sirve como un comparativo de
como la proteina Zur de E. coli (4MTD) interactta con el mismo i6n metalico,
dejando ver que éste no se une al “sitio catalitico” de la proteina y, por lo tanto, esto

podria afectar su funcion. EI mismo comportamiento se observé cuando se realizé
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el andlisis en los resultados obtenidos con las siguientes parejas de figuras: Figura
24 y Figura 25 representando el docking con Co?*, Figura 26 y Figura 27
representando el docking con Mn?* y Figura 28 y Figura 29 representando el

docking con Ca?*.

Figura 22. A. Docking de la proteina reguladora GDI_1248 con Fe?. B. Tipo de enlace que se forma entre el Hierro y
los residuos de cisteina e isoleucina (114C, 117C, 154C, 157C) de la proteinareguladora GDI_1248. Se pueden apreciar
los sitios de unién de la proteina con el Fe?* en los residuos de cisteina 114, 117, 154 y 157. El Fe?* se encuentra representado

en color magenta.

Figura 23. A. Docking de 4MTD con Fe?. B. Tipo de enlace que se forma entre el Hierro y los residuos de cisteina
(103C, 106C, 143C, 146C) de 4MTD. Se pueden apreciar los sitios de unién de la proteina con el Fe?* en los residuos de

cisteina 103, 106, 143y 146. El ion metalico Fe?" se encuentra representado en color magenta.
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Figura 24. Docking de la proteina reguladora GDI_1248 con Co?%. Se pueden apreciar los sitios de union de la proteina
con el Co?* en los residuos de residuos de aspartato e histidina (104D, 105H). El ion metalico Co?* se encuentra representado

en color verde.

Figura 25. A. Docking de 4MTD con Co?". B. Tipo de enlace que se forma entre el Cobalto y los residuos de cisteina e
histidina (88C, 96H) de 4MTD. Se pueden apreciar los sitios de unién de la proteina con el Co?* en los residuos de residuos

de cisteina e histidina (88C y 96H). El ion metalico Co?* se encuentra representado en color verde.
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Figura 26. A. Docking de la proteina reguladora GDI_1248 con Mn?". B. Tipo de enlace que se forma entre el
manganeso y los residuos de arginina y aspartato (53D, 57T) de la proteina reguladora GDI_1248. Se pueden apreciar
los sitios de unién de la proteina con el Mn?* en los residuos de residuos de arginina y aspartato (53D y 57T). El ion metélico

Mn?* se encuentra representado en color rojo.

CYS

YRCYS
o

Figura 27. A. Docking de 4MTD con Mn?%. B. Tipo de enlace que se forma entre el manganeso y las cisteinas (103C,
106C, 143C, 146C) de 4MTD. Se pueden apreciar los sitios de union de la proteina con el Mn?* en los residuos de residuos

de cisteina (103C, 106C, 143C y 146C). El | ion metalico Mn?* se encuentra representado en color rojo.
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Figura 28. A. Docking de la proteina reguladora GDI_1248 con Ca?. B. Tipo de enlace que se forma entre el Calcio y
los residuos de acido glutdmico y glutamina (76E, 77Q) de la proteina reguladora GDI_1248. Se pueden apreciar los
sitios de union de la proteina con el Ca?* en los residuos de residuos de acido glutdmico y glutamina (76E y 77Q). El ion

metalico Mn?* se encuentra representado en color verde.

Figura 29. A. Docking de 4MTD con Ca?*. B. Tipo de enlace que se forma entre el Calcio y los residuos de leucina 'y
aspartato (45R, 46D) de 4MTD. Se pueden apreciar los sitios de union de la proteina con el Ca?* en los residuos de residuos

de leucina y aspartato (45R y 46D). El ion metalico Mn?* se encuentra representado en color verde.

VIIl. Discusioén

El hierro es el cuarto metal mas abundante en el suelo, es altamente reactivo y
versétil para unirse con otras moléculas como centro catalitico o acarreador de

electrones. (5, 6). El zinc se encuentra presente como catalizador en la mayoria de
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las reacciones hidroliticas, estabiliza proteinas y dominios proteicos, pues evita el
desplegamiento de éstos; contribuye a regular el estado redox del entorno y es un
componente estructural de la RNApolimerasa (6, 18). Juega un papel muy
importante para la actividad de varias enzimas y es incorporado en proteinas
involucradas en el mantenimiento celular y supervivencia (51, 52), incluido como
componente estructural de los factores transcripcionales (53, 54). Ambos metales
son micronutrientes esenciales para los microorganismos, sin embargo, cuando se
encuentran en exceso pueden ser dafinos para las células, como en el caso del
zinc, el cual utiliza el sitio activo de las proteinas que no lo contienen y conduce a la
generacion de especies reactivas de oxigeno (51, 52), por lo que debe ser regulado

finamente.

De manera experimental se realiz6 la reactivacion del plasmido pEXP5-CT1248
transformado en la cepa de E. coli BL21 pLys por Roldan (47). Como se ilustra en
la Figura 4, se aprecia que en el gel de agarosa al 1% se encuentran 3 bandas
prominentes, las cuales representan tres conformaciones, super enrollada, relajada
y lineal, las cuales tienen el mismo nimero de pares de bases; sin embargo, al estar
en diferentes conformaciones, ocupan un volumen efectivo diferente, lo que las hace
migrar de manera distinta a lo largo del gel. Este hecho es causado por el super
enrollamiento natural que existe en el ADN causando por la enzima girasa
(topoisomerasa tipo Il). Al ser las moléculas super enrolladas mas compactas, se
les facilitard mas migrar por el gel, de modo que seran las que se aprecian mas

abajo en el corrimiento, seguidas por relajadas y finalmente, las lineales (55).

Posteriormente, se hizo una digestién enzimatica con Aval y EcoRI (resultados de
EcoRI no mostrados), para corroborar que el ADN plasmidico pEXP5-CT1248 no se
hubiese perdido en el periodo de almacenamiento de la cepa y estuviera insertado
en la orientacidn correcta. El objetivo de realizar digestiones enzimaticas con el ADN
plasmidico utilizando enzimas de restriccion como lo son Aval y EcoRl, es generar
fragmentos de restriccion especificos que puedan utilizarse para la clonacion u otras

aplicaciones futuras.
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En la Figura 5, se observan los fragmentos de 2767 y 451 pb generados por la
enzima Aval, cuyos tamanos fueron sugeridos de manera bioinformatica por Roldan
(47). La enzima Aval genera dos cortes y permite comprobar la orientacion correcta
de la construccion del plasmido; mientras que la enzima EcoRI linealiza el plasmido

(resultados no mostrados).

Una vez que se habia corroborado que la construccién de la proteina reguladora
GDI_1248 contenida en el plasmido se encontraba sin alteracion, se procedio a
realizar los ensayos para determinar la cinética de la induccién utilizando IPTG al
0.1mM. Los resultados se muestran en la Figura 6, en la cual se puede apreciar
que la condicién en la que la proteina se encuentra a mayor concentracion es a las
2 horas. Esto Unicamente basandonos en el grosor de la banda que presentaba el
peso molecular predicho por Roldan (47) que era de 17.33 kDa al momento de hacer
la tincion del gel con Azul de Coomassie; ademas, el andlisis realizado por Roldan
(47) demostrd que el tiempo de incubacion con el inductor en el que la proteina se
expres6 en mayor cantidad fue a las 2 horas.

Para finalizar con los ensayos experimentales y, con el objetivo de comprobar que
la proteina reguladora GDI_1248 recombinante era aquella que se sobrexpreso6 con
el inductor, se realiz6 un Western blot o inmunodeteccién con anticuerpos anti-
polihistidina acoplados a fosfatasa alcalina. En la Figura 8, se ven representadas
Unicamente las bandas moradas equivalentes a la proteina de interés. Estas se
logran apreciar en todos los carriles donde se corrieron los lisados de las cepas
inducidas con el IPTG 0.1 mM en diferentes tiempos de incubacién (C3, C5, C7y
C9) y que se encuentran expresadas en cantidades superiores a diferencia de las
cepas no inducidas, ya que en la bacteria se encuentra el vector con la construccién
que expresa la proteina reguladora GDI_1248 recombinante a niveles enddégenos
(56). Esto se ve reflejado en el grosor de las bandas (C3, C5, C7 y C9), ya que las
bandas que representan las muestras que fueron inducidas se observan mas

gruesas o marcadas. Es importante mencionar que la intensidad de la banda en un
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Western blot podria utilizarse para estimar la cantidad relativa de la proteina de
interés en cualquier muestra; sin embargo, es importante aclarar que la intensidad
de la banda puede no ser siempre proporcional a la cantidad de proteina presente
en la muestra. Factores como la eficiencia de la transferencia de proteinas, la
sensibilidad de los reactivos de deteccion y la saturacion del sistema de deteccién
pueden influir en la intensidad de la banda. Por lo tanto, es recomendable utilizar
una curva de calibracion estandar para cuantificar con precision la cantidad de

proteina presente por muestra (57, 58).

De manera bioinformatica se llevaron a cabo, principalmente, 3 técnicas
bioinforméticas, el modelado 3D de la proteina reguladora GDI_1248, el
alineamiento multiple de secuencias y el docking de la proteina reguladora
GDI_1248 y 4MTD contra diferentes los iones metalicos divalentes Zn?*, Fe?*, Mn?*,
Co?*y Ca?".

La proteina reguladora GDI_1248 posee un porcentaje de identidad del 43.92% por
la proteina Zur de E. coli K-12 (4MTD), Figura 18, lo cual podria parecer poco, sin
embargo; este dato es de utilidad puesto que, extrapolandolo al modelado de la
proteina, sabiendo que 4MTD es una proteina que ha sido cristalizada por Gilston
(40) es la fuente mas confiable para hacer la comparacion. En la Figura 10, se
resaltan en los recuadros azul y rojo los sitios de union a ADN y dimerizacion,
respectivamente, pues se puede apreciar que estas secuencias estan altamente
conservadas en las diferentes proteinas. Es importante resaltar que pueden haber
2 sitios de unibn a metal, el primero posee un motivo rico en histidinas
(HHXHXXCXXC) que se encuentra altamente conservado y se ve involucrado en la
oligomerizacién de las proteinas; el segundo, es un motivo tipo CXXC que se
encuentra menos conservado (algunos microorganismos no lo poseen), sin
embargo, poseen otros aminoacidos como &cido glutamico, acido aspartico e
histidinas que sustituyen la funcion de la cisteina, realizando asi la union a los iones

metalicos (71).
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El arbol filogenético hecho a partir de un alineamiento realizado en la herramienta
Clustal Omega, proporciona diferentes tipos de informacién sobre las relaciones
evolutivas entre las secuencias analizadas, por ejemplo: identificacion de relaciones
evolutivas, estimacién de distancias evolutivas, identificacion de regiones
conservadas, identificacion de dominios funcionales e identificacion de eventos de
duplicacién génica (60). En la Figura 11 podemos observar las secuencias que se
encuentran con mayor cercania evolutiva entre ellas y las que se han visto

mayormente distanciadas.

El alineamiento que se muestra en la Figura 17 donde se observa que ambas
proteinas poseen varios aminoacidos conservados y altamente conservados,

ademas de bastantes deleciones y sustituciones.

El analisis de los dominios conservados de la proteina, que se muestra en la Figura
19, definid el contexto genético que sugiere que la proteina reguladora GDI_1248
pertenece a la superfamilia HTH, es decir que cuenta con dominios hélice-giro-
hélice (dominios de union especifica al ADN orientado hacia el extremo N-terminal

y, hacia el C-terminal poseen sitios de unién a metales).

Posteriormente, en la Figura 14, se muestra el modelo 3D de la proteina reguladora
GDI_1248 predicho por ITASSER, mientras que en la Figura 15 se muestra la
estructura de 4MTD. Si se analizan detenidamente, es posible observar la gran
similitud que hay entre ambos modelos, lo cual es correspondiente al parecido que

hay entre ambas proteinas.

A su vez, en la Figura 16 se muestra la sobreposicion de ambas proteinas dejando
ver que tienen sitios de unién en comun entre ellas, ademas de ser casi idénticas
estructuralmente hablando. Dichos sitios de union al zinc son observables en el
docking que se muestra en la Figura 20. Segun Gilston (40) existen dos sitios de
unién de Zn?* en cada monémero de Zur, en el sitio A (Figura 21) se encuentra

unido a 4 atomos de azufre de Cys103, Cys106, Cys143y Cys146, mientras que en
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el sitio B esta unido a los residuos His77, Cys88, His96 y Glulll. Esto se puede
observar en la realizacion del docking, pues obtuvimos similares a lo mencionado
anteriormente puesto que el sitio de union coincide de manera muy parecida entre
ambas proteinas. También podemos observar que el zinc se uni6 al sitio de unién a

metal Zn?* que se ve representado en la Figura 20.

En las Figuras 22, 24, 26 y 28 , se pueden observar los demas docking que se
realizaron entre la proteina reguladora GDI_1248 y Zn?*, Fe?*, Co?*, Mn?* y Ca?*,

respectivamente.

En la Figura 24A, donde se aprecia el docking con Co?*, los residuos de union
predichos (con mayor score=2.888) son 104D (&cido aspértico) y 105H (histidina) y
en la Figura 24B el tipo de enlace que existe en el complejo. Luego en la Figura
26A se muestra el docking con Mn?*, donde los residuos de unién con mayor score
(2.965) son 53D (acido aspartico) y 57T (treonina); en la Figura 26B se observa el
tipo de enlace entre la proteina y su ligando. Para finalizar, en la Figura 28A, se
observa el docking realizado contra Ca?*, donde se obtuvo el score 2.376, con
residuos de unién 76E (acido glutamico) y 77Q (glutamina); mientras que en la
Figura 28B se muestra el enlace formado para dicha conformacién. Todos los
docking realizados se pueden consultar en el siguiente link:
http://combio.life.nctu.edu.tw/MIB2/structure/c28984di608156a9e6ffc4b2f7ala578

En las Figuras 23, 25, 27 y 29 se observan los demas docking realizados entre
4AMTD Zn?*, Fe?*, Co?*, Mn?* y Ca?*, respectivamente, los cuales sirven como punto
de comparacién para analizar las interacciones que existen entre las dos proteinas

con los iones metalicos diferentes al Zinc.

En dichas figuras se puede observar que el tipo de enlaces es diferente al que se
forma cuando el ligando es zinc, ademas de que se presenta en diferentes residuos

gue no son los establecidos ya como sitios de unién o sitio activo en la proteina.
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Como se menciona anteriormente, debido a que la proteina cristalizada con mayor
similitud a la proteina reguladora GDI_1248 fue 4MTD y que se utiliz6 como plantilla
para realizar el modelo 3D de Fur, sabemos que el sitio de unidén A al Zinc consta
de los residuos de azufre de Cys103, Cys106, Cys143 y Cysl146 y el sitio de unién
B esta unido a los residuos His77, Cys88, His96 y Glul1ll en 4MTD (40); y que en
la proteina reguladora GDI_1248 el zinc se une a los residuos de cisteina 114, 117,
154y 157, cuya posicion es muy similar a la de los aminoacidos de la proteina 4MTD
de E. coli. Por lo tanto, en el caso del docking con Fe?*, tiene como residuos de
union a metales cisteina 114, 117, 154 y 157 con un score de 4.372, por lo que
cabria la posibilidad de que también pudiera unirse a este metal con una alta
probabilidad; sin embargo el tipo de enlace entre el ligando y la proteina (Figura 23)
es bastante diferente al que se formaria con zinc y que, es idéntico al formado entre
AMTD vy la proteina reguladora GDI_1248, dando las evidencias para decir que la
proteina reguladora GDI_1248 es una proteina Zur expresada por el gen GDI_1248
en G. diazotrophicus Pal5. Todos los docking realizados se pueden consultar en el
siguiente link:
http://combio.life.nctu.edu.tw/MIB2/structure/c2e0b3c20dce73e3d06537b20bb99al
3

Como se mencion0 anteriormente, las proteinas Zur son factores de transcripcion
que regulan la expresion de los genes implicados en la homeostasis del zinc en las
bacterias. La union del zinc a estos factores de transcripcién es esencial para su
funcionamiento y la oligomerizacién de la proteina con el ion zinc es importante en
la regulacién de la expresidn génica en respuesta a cambios en la disponibilidad de
zinc. El docking es una herramienta bioinforméatica utilizada para predecir la union
de dos moléculas, como una proteina con un ligando, pero también se puede utilizar
para la prediccion de sitios activos. Lin et al (49), desarrollaron un servidor de
prediccion de sitios de union a iones metalicos llamado MIB, el cual proporciona un
enfoque preciso e integrado para buscar los residuos en los sitios de union a iones
metalicos utilizando el método de transformacion de fragmentos. MIB puede

predecir residuos que se unen a 12 tipos de iones metalicos, incluido el zinc, que es
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relevante para la oligomerizacion de la proteina Zur con el ion zinc. La precision de
MIB se evalud utilizando un conjunto de datos de 100 proteinas de unién a iones
metalicos, y los resultados mostraron que MIB alcanzé una precision del 85,5% en
la prediccion de sitios de unién a iones metalicos (49). Sin embargo, Cole et al. (61)
destacaron los principales problemas en la comparacion de programas de
acoplamiento proteina-ligando, que incluyen la precision de la estructura de la
proteina y la conformacion del ligando, la dinamica de la proteina y el ligando, y la
calidad de las estructuras de entrada . Por lo tanto, la precision de los resultados de
docking depende de la calidad de las estructuras de entrada, y la validacion
experimental es necesaria para confirmar los resultados de docking. Ademas, esta
técnica no puede utilizarse por si sola para determinar si una proteina es reguladora
de la captacion de zinc. Aunque los iones de zinc son importantes para la funcién
de muchos factores de transcripcion sensibles al zinc, como la proteina Zur, la
presencia de un ion de zinc por si sola no indica necesariamente que una proteina
sea reguladora de la captura de zinc. Otros factores, como la estructura, la
secuencia y los sitios de interaccion de la proteina, también deben tenerse en
cuenta para determinar su funcién (25, 61). Por lo tanto, es importante utilizar una
combinacion de enfoques experimentales y bioinformaticos para identificar y

caracterizar los factores de transcripcion sensibles al zinc y sus regulones (61).

IX. Conclusiones

= Se reactivo la cepa E. coli BI21 pLys que contiene el plasmido pEXP5-
CT1248.

= Se expreso la proteina reguladora GDI_1248 recombinante con el inductor
IPTG (0.1 mM).

= Se confirmé la presencia de la proteina posterior a su induccién mediante
inmunodeteccion.

* El modelo 3D de la proteina realizado con la herramienta bioinformatica
ITASSER, asi como los alineamientos realizados sugirieron que ésta posee

una alta similitud con la proteina Zur de E. coli.
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XI.

Los resultados de los analisis bioinformaticos realizados con la proteina
reguladora GDI_1248 de G. diazotrophicus Pal5 y la proteina 4MTD de E.
coli mostraron sitios comunes conservados en ambas proteinas prediciendo
que la proteina reguladora GDI_1248 es una proteina Zur de la superfamilia
FUR.

Perspectivas
Analizar el comportamiento de la proteina reguladora GDI_1248 recombiante
en presencia de los iones Zinc, Cobalto, Manganeso y Calcio en condiciones

oxidantes y reductoras de manera experimental.
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XII.

Anexos

Anexo |: Medio LB

Peptona de caseina 10 gr
Extracto de levadura 5gr
NacCl 10 gr
H20 cbp 1000 mL
Agar 15 gr/L

*pH 7.0 ajustar con HCI o KOH segun sea el caso

Anexo

Il: Medio

diazotrophicus)

LGIE (para modificaciones de

Gluconacetobacter

K2HPO4 0.2¢gr
KH2PO4 0.6 gr
MgSO,:7H,0 0.2 gr
CaCl2-:2H20 0.02 gr
Na,MoQO,-2H20 0.002 gr
FeCl3-6H20 0.010 gr
Peptona de caseina 1gr
Extracto de levadura 0.2 gr
Glucosa/Azucar 50r
morena

Glicerol 10 mL
H20 cbp 1000 mL
Agar 15gr/L
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*pH 5.5 ajustar con acido acético

Anexo lll: Método de extraccion de ADN gendmico (Método de Tiocianato de

Guanidina)

1. Tomar una colonia de la cepa de interés y crecerla en medio LB para E.
coli y LGIE para G. diazotrophicus Pal5 (5 ml para que sea a pequefia
escala).

2. Centrifugar a 6000 rpm durante 10 min a 4°C a maxima velocidad durante
2 minutos.

3. Desechar el sobrenadante y lavar con 1 ml de TE 10.1.

4. Resuspender en 65 uL de TE.

5. Agregar 2 uL de RNAsa (10 mg/ml) mezclando suavemente.

6. Lisar las células con 315 uL de Tiocianato de Guanidina, incubar 15
minutos en hielo.

7. Agregar 160 L de acetato de amonio 7.5 M frio e incubar en hielo por
10-15 minutos.

8. Agregar un volumen igual de la mezcla fenol-cloroformo-isoamilico.

9. Agitar durante 10 minutos y centrifugar a 10000 rpm durante 10 minutos

a4°C.

10.Separar la fase acuosa a otro tubo eppendorf y repetir 3 veces mas la

misma operacion.

11.Pasar la fase acuosa a otro eppendorf estéril y agregar un volumen similar

de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) y agitar durante 5 minutos.

12.Repetir la etapa anterior las veces necesaria hasta observar transparente

la interfase.

13. Adicionar 0.54 volumenes de etanol absoluto frio.

14.Mezclar suavemente y dejar 30 minutos a -20°C o toda la noche.
15.Centrifugar a 10000 rpm durante 20 minutos a 4°C o 15000 rpm/10

minutos a 4°C.
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16.Desechar el sobrenadante y agregar 1 ml de etanol al 70% (eliminar
sales) y centrifugar a 10000 rpm durante 10 minutos a 4°C.

17.Repetir el lavado de EtOH al 70% las veces necesarias.

18.Centrifugar y eliminar el EtOH residual decantando suavemente. Dejar
secar de 20-30 minutos.

19.Resuspender en 100 pL de agua tridestilada estéril.

20.Correr en electroforesis de agarosa al 0.8%.

Anexo IV: Método de extraccién de ADN plasmidico [Modificado]

1. A partir de un cultivo bacteriano de 12 horas de incubacion, centrifugar a
12000 rpm durante 1 minuto.

2. Lavar la pastilla dos veces con 300 L de buffer TE (10 mM Tris, 1mM EDTA.
pH 8).

3. Colocar 300 pyL de solucién P1 (50 mM Tris/HCI, 10 mM EDTA, pH 8) y
resuspender, posteriormente agregar 15 pL de lisozima 4 mg/ml e incubar 5
minutos.

4. Agregar 400 pL de solucion P2 (400 mM NaOH, 2% SDS) y mezclar por
inversion. Dejar incubar 5 minutos.

5. Agregar 350 pL de solucion P3 (3 M acetato de amonio pH 5.5 ajustar con
acido acético) y mezclar por inversion muy suavemente. Incubar 10 minutos
a4°C.

6. Centrifugar 15 minutos a 10000 rpm a 4°C.

7. Tomar el sobrenadante y pasarlo a un tubo eppendorf nuevo. Hacer un
lavado de 400 pL de cloroformo-alcohol-isoamilico 24:1, mezclar durante 5
minutos y centrifugar 12 minutos a 10000 rpm.

8. Recuperar la fase acuosa y hacer dos lavados de cloroformo-alcohol
isoamilico 24:1 y centrifugar 12 minutos a 10000 rpm.

9. Transferir la fase acuosa a un tubo de eppendorf nuevo y agregar 0.7
volimenes de isopropanol, mezclar suavemente y dejar incubar a 4°C

durante 30 minutos. Centrifugar a 4°C a 13000 rpm durante 20 minutos.
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10.Eliminar el sobrenadante. Lavar con 1 mL de etanol al 70%. Centrifugar 10
minutos a temperatura ambiente. Repetir los lavados dos veces.

11.Eliminar cuidadosamente el etanol y dejar secar la pastilla.

12.Resuspender la pastilla en 50 yL de agua con RNAsa e incubar durante 60
minutos a 37°C.

Anexo V: Método de digestion enzimatica

7.5 uL Agua pisa o tridestilada
1uL Buffer 10X

1L ADN

0.5 L AVA/ EcoR

Agregar a un tubo de eppendorf estéril 7.5 yL de agua pisa.
Agregar el buffer 10X correspondiente con la enzima que se utilizara.
Agregar el ADN.

A

Agregar la enzima correspondiente (sacada directamente del congelador al
momento de usarla).

Darle un spin en la centrifuga.

Ponerla a incubar a 37°C. durante 90 minutos.

Inactivar a 65°C.

© N o O

Correr la muestra en una electroforesis de agarosa 1%.

Anexo VI: Induccién de la proteina reguladora GDI_1248 recombinante por
IPTG.

1. Realizar un precultivo de E. coli BL21 pLys pEXP5-CT1248 en medio LB con
antibioticos ampicilina [100 ug/mL] y cloranfenicol [15 ug/mL], de 12 horas de
incubacion a 37°C y 175 rpm, con una DOsoo de ~1.0.
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2. Inocular en un matraz Erlenmeyer con 25 mL de caldo LB, con los antibi6ticos

de seleccidn, una relacion 1:100 a partir del precultivo, e incubar a 37°C, 175

rpm hasta alcanzar una DOesoo de 0.4-0.6

3. Agregar el inductor a la concentracion 0.1mM al matraz Erlenmeyer e incubar

a 37°C durante 4 horas a 175 rpm e ir tomando muestras a cada hora

después de agregar el inductor.

4. Alicuotar el contenido de los matraces después de la induccién en tubos

eppendorf de 1.5 mL conteniendo 500 L. Centrifugar a 8000 rpm durante 3

minutos.

5. Decantar el sobrenadante y lavar la pastilla celular con buffer PBS pH 7.

Centrifugar y decantar el sobrenadante.
6. Almacenar la pastilla a -20°C.
7. Analizar las pastillas por PAGE SDS 12%.

Anexo VII: Soluciones para SDS PAGE

Solucién 1: Bis-acrilamida
Acrilamida 29.2 g / Bis 0.8 g / cbp 100 mL.

*Agitar y filtrar. Guardar en frasco a&mbar.

Solucién 2: 1.5M Tris /HCI pH 8.8
Tris base 36.2 g / 200 mL.

*Almacenar a 4°C.

Solucion 3: Stacking Buffer (1.0 M Tris/HCI pH 6.8)
Tris 6 g/ 150 mL

Solucion 4: SDS 10 %
SDS 2g /20 mL

Solucién 5: Iniciador APS 10 % persulfato de amonio
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Solucion 6: Buffer de tratamiento 2X (0.25 M Tris/HCI pH 6.8, 4% SDS, 20% glicerol,
10% B-mercaptoetanol)

Tris / 1.25 ml de solucion 3

SDS / 2 ml de solucién 4

Glicerol / 1ml

B-mercaptoetanol / 0.5 ml

H20 cbp /5 ml

Azul de bromofenol

*Dividir en alicuotas y congelar (250 uL/ tubo)

Solucién 7: Buffer de cAmara 10X (0.025 M Tris/HCI pH 8.3, 0.1924 glicina)
Tris base 12.12 g/ Glicina 57.6 g / H20 cbp 400 ml.

Solucién 8: Tincién (0.125% azul de Coomassie R250, 50% metanol, 10% &cido

aceético)

Solucién 9: Destincion (30% acido acético)

Anexo VIII: Buffer de lisis

Para preparar el buffer de lisis se deben utilizar las siguientes soluciones:
Buffer de lisis con glicerol: 20mM Tris/HCI, 300 mM NaCl, 0.5% glicerol. pH8
Sarcocyl 0.5%
PMSF 1 mM
Ditiotreitol 0.1mM
30 pL lisozima
O en su defecto, se puede usar solamente SDS al 0.1%.

Anexo IX: Protocolo de lisis celular
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1. Afadir a nuestras muestras con la proteina inducida el buffer de lisis y dejar
incubar por media hora a 37°C; si s6lo se ocupara el SDS 0.1%, se le afiaden
50 uL de éste.

Sonicar y seguir las especificaciones dadas.

Almacenar a 4°C. (Si solo se uso el SDS 0.1%, acé termina el proceso).

Centrifugarlas por 20 minutos a 4°C.

o bk~ 0N

Decantar el sobrenadante en un tubo eppendorf nuevo y conservar.

*Especificaciones para utilizar el sonicador
Potencia: 20%
Tiempo: 2 minutos
Ciclos: 2
Pulsos: 20

Anexo X: PAGE SDS 12%

Gel separador (10 mL) Gel concentrador (3 mL)

H.O 3.3mL H20 2.1 mL
Acrilamida 4.0 mL Acrilamida 0.5mL
Tris (pH 8.8) | 2.5mL Tris (pH 8.8) | 0.38 mL
10% SDS 0.1 mL 10% SDS 0.03 mL
10% APS 0.1 mL 10% APS 0.03 mL
TEMED 0.005 mL TEMED 0.004 mL

*Usar SDS al 0.1% para limpiar el material de la camara en la que se preparara el

gel.

Anexo Xl:. Transferencia de proteinas a membrana y Western blot con

anticuerpos anti-polihistidina (Sigma-Aldrich)
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= Lisar una pastilla resultante de la induccion en condiciones desnaturalizantes
y separar las proteinas de la muestra por PAGE-SDS 12%. Correr dos geles
idénticos, uno sera tefiido con azul de Coomassie y el otro dejarlo en la
Solucién de transferencia por 10 — 15 minutos.

= Transferir a una membrana de nylon en semiseco (Trans-Blot® Semi-Dry
Transfer Cell, BioRad®).

= Aplicar 15V durante 20 — 25 minutos.

» Posteriormente, sacar con cuidado la membrana y proceder a hacer el

bloqueo.

Preparacion de la membrana de nylon y montaje del trans-Blot®

1. Poner a remojar papel filtro y la membrana de nylon en el buffer de
transferencia. Mantener asi entre 10 - 15 minutos a temperatura ambiente.

2. Limpiar el trans-blot® con agua destilada y dejar secar bien.

3. Colocar un papel filtro en el trans-blot® (mojar bien con solucion de
transferencia).

4. Poner la membrana de nylon previamente remojada en metanol y solucion
de transferencia.

5. Colocar el gel encima de la membrana, evitando formar burbujas. Mojar bien
con el buffer de transferencia.

6. Colocar la tapay transferir a 15V durante 20 — 25 minutos.

Solucién de Transferencia

Tris 1.51 gr, Glicina 7.2 gr, SDS 0.1% 1.6 ml, Metanol 160 ml para 200 ml finales.

Western Blot

1. Bloquear la membrana con Buffer TBST con 5% de leche en polvo

descremada durante al menos 2 horas en agitacion (55 rpm).
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2. Incubar 2 horas con el anticuerpo anti-polihistidina conjugado a fosfatasa
alcalina (Sigma-Aldrich) en Buffer TBST con 2.5% de leche en polvo
descremada.

3. Revelar con buffer alcalino BCIP/NBT, hasta que sean notables las bandas
azul-purpura.

4. Detener la reaccion con solucion de paro o con agua destilada.

Solucién de paro

100mM Tris

150mM NacCl

1mM MgClz

Ajustar pH 9y esterilizar 15lb por 20 minutos.

Preparacién de anticuerpos anti-polihistidina
= En buffer PBS con 1% de BSA, diluir el anticuerpo a una relacién 1:2000.

= Agregar 0.01% de azida de sodio para evitar contaminantes.

=  Almacenar a -20°C
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