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Resumen

Gluconacetobacter diazotrophicus, es una o-proteobacteria, Gram negativa, endofita de
cafa de azucar (Saccharum officinarum), aislada de raices y tallos de diferentes variedades
de cafia de azlcar y de otras plantas de interés agroeconémico, fija nitrégeno, produce
hormonas del crecimiento vegetal como el &cido indol-3-acético (AlA) y las giberelinas que

ejercen efectos positivos sobre el crecimiento de la planta.

El hierro es un nutriente esencial para los seres vivos; participa en numerosos procesos
biolégicos como la fotosintesis, fijacion de nitrogeno, en el ciclo de los &cidos
tricarboxilicos, regulacién de genes y biosintesis de DNA; también es parte importante de
moléculas como los citocromos, y es cofactor de diversas enzimas. La homeostasis del
hierro se encuentra finamente regulada, ya que si éste elemento estd presente en grandes
cantidades como hierro libre, genera especies reactivas de oxigeno (ROS) a través de la
reaccion de Fenton. Esto provoca que las células estén bajo estrés deletéreo oxidativo, que
dafan las estructuras celulares. Esta regulacion es llevada a cabo por la proteina Fur (ferric
uptake regulator), la cual actia como represor transcripcional gracias a su capacidad de
unién a DNA dependiente de hierro. Esta proteina reconoce una secuencia especifica en el

DNA llamada caja fur a la cual se une bloqueando asi el acceso de la RNA polimerasa.

Con el fin de analizar la funcion de la proteina Furizes de G. diazotrophicus se disefiaron
iniciadores especificos para amplificar el gen fur GDI_1398, se extrajo DNA genémico de
G. diazotrophicus Pal5, se amplificd por PCR, el amplicon obtenido de 495 pares de bases
(bp), se clono en el vector de expresion pEXP5-CT, el producto clonado se transformé en
E. coli One Shot TOP10, la seleccion de las colonias transformantes se realiz6 en medio LB
con 100pg/ml de ampicilina, la confirmacion de la orientacion 5°-3 del gen furiseg presente
en éstas se obtuvo por PCR vy digestion enzimatica con las enzimas de restriccion EcoRI1 y
Aval, la clona pEXP5CT::furizes-16 que reunia las caracteristicas se transformo en E. coli
BL21 (DE3) pLys, se realizo cinética de induccion de la proteina Furizes recombinante con
0.01, 0.025, 0.05, 0.075, 0.1, 0.25 y 1mM de IPTG vy la purificacion se llevo a cabo por
cromatografia de afinidad Ni-NTA. Para el estudio in vivo del estrés oxidativo se utilizaron

las células E. coli BL21 (DE3) pLys conteniendo el gen furizes de G. diazotrophicus,
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observando que Furizgs influye positivamente en la supervivencia cuando las celulas son
estresadas con H202. Con la proteina Furises purificada se realizaron ensayos de
oligomerizacién en los que se observo que esta proteina posee formas oligoméricas que son
afectadas en condiciones reductoras y de alta fuerza ionica, lo cual permitié conocer sus
propiedades funcionales que en un futuro seran de utilidad en la produccién de
preparaciones homogéneas de Furizeg que permitiran realizar estudios estructurales de la

proteina Furises en G. diazotrophicus.




1. Introduccion.

Las constantes alzas al precio del petroleo y la dependencia de los paises latinoamericanos
por los combustibles fésiles ha propiciado la busqueda de fuentes alternativas de energia.
El uso de la bioenergia se plantea como una opcion con muchas posibilidades de desarrollo.
Dentro de los cultivos de los que se pueden obtener materias primas para la produccion de
biocombustibles como aceite, biodiesel y etanol se encuentran el: pifion (Jatropha curcas
L.), higuerillo (Recinus communis L.), jicaro (Crescentia alata), palma africana (Elaeis
guineensis) y la cafia de azlcar (Saccharum officinarum). La cafia de azucar es uno de los
cultivos agroindustriales mas importantes en las regiones tropicales. Es una graminea
tropical con tallos gruesos y fibrosos, éstos contienen una gran cantidad de sacarosa que se
procesa para la obtencion de azucar. Se desarrolla mejor en suelos profundos y bien
drenados. Se prefieren suelos de pH 7.0, pero se puede cultivar en un rango de 5.5 a 7.8. El
principal producto de este cultivo ha sido cominmente el azlcar, el etanol se considera
como un co-producto. Dentro de los subproductos de la cafia de azucar se encuentra el
bagazo el cual es utilizado como fuente de energia eléctrica y cal6rica por medio de la
cogeneracion. Uno de los subproductos de la fabricacion de etanol es la vinaza, la cual es
utilizada como fertilizante, y también se le puede dar un tratamiento anaerébico para la
generacion de biogas, el cual podria utilizarse para generacién de energia eléctrica
(Ramirez., 2008). El cultivo de la cafia de azlcar es la fuente de etanol mas competitiva
econdmicamente, por lo que las formas de mejorar su productividad estan bajo
investigacién (Magnani y cols., 2010).

Las bacterias en raices y rizésfera son beneficiadas por los exudados de las raices, pero
algunas bacterias Ilamadas endofitas, son capaces de entrar a las plantas sin causar dafio
estableciendo una asociacion mutualista. Una vez dentro de la planta las bacterias endofitas
estimulan el crecimiento de la planta gracias a diversos mecanismos como son: la fijacion
de nitrégeno, la produccion de fitohormonas, el biocontrol de fitopatdégenos (mediante la

produccion de agentes antifungicos y antimicrobianos, produccion de sideréforos,




estimulacion de la inmunidad), o mejorando la biodisponibilidad de minerales (Rosenblueth
y cols., 2006).

En la cafia de azucar, los endofitos més estudiados son los diazotrofos, de los cuales los
mas representativos son: Azospirillum amazonense, Herbaspirillum spp, y G.
diazotrophicus (Magnani y cols., 2010). G. diazotrophicus es una bacteria originalmente
aislada de la cafia de azucar; esta bacteria puede fijar activamente el nitrégeno atmosférico
y puede proveer cantidades significativas de nitrégeno a las plantas de la cafia de azucar.
Ademas de la fijacion de nitrogeno esta bacteria posee varias caracteristicas atractivas,
como ser de origen monocotiledénea siendo menos especifica en las especies de planta que
coloniza, ademas de que no requiere nddulos para establecerse en la planta y fijar nitrégeno
(Eskin y cols., 2014).

El genoma de G. diazotrophicus ya se encuentra secuenciado (Bertalan y cols., 2009), y se
han empezado a investigar diversos procesos de esta bacteria a nivel molecular;
principalmente enfocados en la fijacion de nitrégeno y mas especificamente en la habilidad
de la bacteria de proteger su nitrogenasa contra la inhibicién producida por el oxigeno. Sin
embargo, el oxigeno no es el Unico inhibidor de la nitrogenasa, las especies reactivas de
oxigeno (ROS), los productos intermediarios del metabolismo aerdbico criticos en la
produccion de ATP para el proceso demandante de energia que es la fijacion de nitrégeno,
también son inhibidores de la nitrogenasa (Eskin y cols., 2014).

En el genoma de G. diazotrophicus se encontraron dos genes que codifican para las
proteinas Fur, uno es GDI_1248, y el otro es GDI_1348 (Bertalan y cols., 2009). La
proteina Fur es un regulador global que controla la homeostasis de hierro, sin embargo esta
proteina también controla directa o indirectamente la expresion de enzimas protectoras del
dafio que puedan causar las ROS. Fur puede actuar como represor o como activador; su
funcion como activador puede ocurrir mediante tres mecanismos: 1) indirectamente
mediante pequefios RNAs, 2) uniéndose a una region cis reguladora que permite el
reclutamiento de la holoenzima RNA polimerasa (RNAP) y 3) funcionando como anti-
represor ya sea removiendo o bloqueando la unién de un represor de la transcripcion al
DNA (Troxell y cols., 2013).




La proteina Fur ha mostrado ser importante en la mayoria de los organismos, debido a la
gran cantidad de genes que se encuentran bajo su regulacion. Es por ello que la
sobreexpresion y purificacion de una de las probables proteinas Fur presentes en G.
diazotrophicus nos permitird iniciar el estudio bioquimico de la participacién de éste
sistema en la capacidad de union de hierro y otros iones metélicos, asi como su papel en la

sobrevida de las células E. coli BL21(pLys) furisss en condiciones de estrés oxidativo.

2. Antecedentes generales

2.1 Gluconacetobacter diazotrophicus
G. diazotrophicus es una bacteria endéfita de la cafia de azucar (S. officinarum). Fue aislada

por primera vez por Cavalcante y Dobereiner (1988) de raices y tallos de diferentes
variedades de cafia de azUcar. La bacteria recibid el nombre de Sacharobacter nitrocaptans,
posteriormente la bacteria fue renombrada Acetobacter diazotrophicus y finalmente
después de andlisis de secuencias fue denominada G. diazotrophicus (Cavalcante &
Ddbereiner., 1998; Yamada y cols., 1997).

G. diazotrophicus es una bacteria aerobia fijadora de nitrégeno, no forma esporas, no
produce nédulos, es un bacilo Gram negativo, aerobio obligado, mide 0.7-0.9 um por 2um,
vista bajo el microscopio se pueden observar células solas, en parejas y en cadenas. Cuenta
con 1-3 flagelos laterales o peritricos. Su crecimiento es oOptimo a pH 55 a una

temperatura de 30°C.

Figura 1. Micrografia electronica de la raiz de la cafia de azucar colonizada por G.
diazotrophicus. Cortesia de la Universidad de Arizona.
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G. diazotrophicus es capaz de entrar a su hospedero a través de las raices, tallos y hojas. La
entrada a través de las raices se da en las puntas de las raices y las células del meristemo, en
areas de nacimiento de las raices laterales y a través de los pelos radicales. Dentro de los
tallos de su planta hospedera, especificamente en la cafia de azucar la bacteria es capaz de
entrar a través de las aberturas causadas por la separacion en plantulas individuales.
Finalmente dentro de las hojas, el lugar de entrada es a través de los estomas dafiados, un
modo adicional de entrada utilizado por la bacteria es a través de un insecto que sirve como
vector, la cochinilla rosada de la cafia de azlcar (Saccharicoccus sacchari), una vez dentro
de la cafa de azUcar G. diazotrophicus es encontrado principalmente en los espacios
apoplasticos intercelulares, el xilema y el parénquima del xilema, las colonias establecidas
son capaces de crecer hasta 108 UFC por gramo de tejido, los mecanismos de entrada antes
mencionados parecen ser asistidos por las enzimas hidroliticas (Eskin y cols, 2014; Dong y
cols., 1994).

Ademas de la cafia de azucar G. diazotrophicus también ha sido encontrado en diversos
cultivos como el café, pifia, mijo, arroz, camote, té, platano, ragi y en insectos que infestan
la cafia de azlcar (Saravanan y cols., 2008; Muthukumarasamy y cols., 2002). La
interaccion de G. diazotrophicus con la cafia de az(car promueve el crecimiento de la
planta proporcionando el nitrogeno fijado, esta respuesta depende tanto del genotipo de la
bacteria y de la variedad de la cafia de azucar. La estimulacion del crecimiento de la planta
por esta bacteria ha sido atribuida no solo a la fijacion de nitrégeno si no también a la
produccion de las fitohormonas como el acido indol-3-acético y las giberelinas Al y A3; al
biocontrol de fitopatdgenos ya que impide el crecimiento de Xantomonas albilineans y
también poseé actividad antifungica contra Fusarium spp y Helminthosporium spp; la
solubilizacion de los nutrientes minerales como el fésforo y el zinc y la resistencia a las
enfermedades como la escaldadura de la hoja. En ensayos de inoculacion con G.
diazotrophicus se observO que es capaz de colonizar arroz y trigo. También se ha
encontrado que la inoculacion con G. diazotrophicus aumentd el peso seco del sorgo, pero
no tuvo efecto en el maiz, por otro lado se observo un efecto sinérgico de ésta bacteria con
las micorrizas arbusculares en la colonizacion, por su capacidad de estimular directamente

el crecimiento de las plantas a traves de los mecanismos anteriores ha sido considerada una




bacteria promotora del crecimiento vegetal (BPCV) (Luna y cols., 2012; Eskin y cols.,
2014).

Dentro de sus principales caracteristicas fisioldgicas, destacan su capacidad de fijar
nitrdgeno en condiciones microaerofilicas a pH &cido incluso debajo de 3.0, asi como en
presencia de altas concentraciones de nitratos (10mM) debido a la ausencia de la enzima
nitrato reductasa, posee la capacidad de oxidar etanol, crece en concentraciones altas de
azucar (30%), crecen en presencia de nitrato como Unica fuente de nitrogeno y la fijacion
de nitrégeno es parcialmente inhibida por la presencia de iones amonio (Saravanan y cols.,
2008; Bertalan y cols.,2009).

Fue la primera bacteria de la clase de las Alphaproteobacterias en ser completamente
secuenciada actualmente ya hay otros genomas totalmente secuenciados. Su genoma esta
compuesto por un cromosoma circular de 3.9 Mb con un contenido G+C de 66.19% y dos
plasmidos de tamafio de 16.6 y 38.8 Kb respectivamente. Tiene un total de 3,938
secuencias codificantes (CDS), ademas cuenta con 190 elementos transponibles, mas que
alguna otra bacterias enddfita. El amplio nimero de elementos mdviles puede ser una sefial
de una reciente evolucion debido a un cambio reciente de nicho. Debido a que G.
diazotrophicus no es tan frecuente en la rizosfera los elementos transponibles pudieron ser

adquiridos de otras bacterias que habitan el mismo entorno. (Bertalan y cols., 2009).

2.2 El hierro y el estrés oxidativo
El hierro es un nutriente esencial para la mayoria de los seres vivos, incluyendo bacterias,

hongos, plantas y animales. Es el cuarto metal de transicion mas abundante en la corteza
terrestre (Moriah y cols., 2009). En condiciones aerdbicas y a pH neutro la concentracion
de hierro disuelto es aproximadamente de 1x108 M. El nivel requerido de suministro
suficiente para la mayoria de los organismos es de 10" M a 107 M. (Wittenwiler., 2007).

El hierro es un metal de transicion que tiene dos estados de oxidacion estables: su forma
férrica Fe®*, la cual es insoluble y se forma en condiciones aerdbicas y su forma ferrosa
Fe?* la cual es soluble en agua y solo es presente en condiciones anaerdbicas. El potencial
redox para llevar a cabo la reduccion de Fe** a Fe?* es de +700 mV, sin embargo este
potencial puede ser fuertemente influenciado por agentes quelantes. Esto permite que las

proteinas que contienen hierro en su centro activo controlen el potencial de reduccién y por
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ende la catalisis de un gran numero de reacciones de Oxido-reduccion. (Andrews y cols.,
2003; Kenneth y cols., 2004; Wittenwiler., 2007). El hierro esta presente en el sitio activo
de enzimas dependientes de este metal, las cuales estan involucradas en las rutas
metabolicas como el ciclo de los &cidos tricarboxilicos (TCA), la respiracion, el transporte
de oxigeno, la sintesis de DNA, y la sintesis de metabolitos. (Masse y cols., 2005).

El dioxigeno u oxigeno molecular (O2) es la forma méas oxidada mientras que H>O
representa la forma reducida. Los intermediarios en la reduccion de O; a H2O dan lugar a la
generacion de radicales libres que son un grupo de productos quimicos intermediarios de
corta duracion, los cuales contienen uno o mas electrones con un spin desapareado lo cual
los hace altamente reactivos debido a que los electrones desapareados tienden a formar
pares con otros electrones; desestabilizando a la molécula que perdié su electron y
convirtiéndolo en un radical libre; dentro de estos compuestos altamente reactivos se
incluyen el anién superdxido (O2), el perdxido de hidrogeno (H202) y el radical hidroxilo
(HO"). Estos intermediarios reactivos del oxigeno o especies reactivas de oxigeno (ROS)
producen dafios en el DNA, la peroxidacién lipidica, asi como el dafio a las proteinas.
Mientras que el dafio al DNA inhibe la replicacion y consecuentemente la division celular,
el dafio permanente a la membrana plasmatica puede causar la muerte celular. El estrés
oxidativo es el término aplicado cuando el numero de oxidantes supera a la cantidad de
antioxidantes provocando la alteracion del potencial redox de la célula resultando en el
incremento de los niveles de ROS. (Kashmiri y cols., 2014; Yoshikawa y cols., 2002;
Storz., 2013). Es atribuido a la presencia tanto de perdxido de hidrégeno y el anion
superdxido, o el radical hidroxilo. La formacion de estos radicales libres es atribuida a la
reaccion del oxigeno molecular con los constituyentes celulares reducidos. Cuando el O2
interactta con los citocromos reducidos, las flavinas u otro acarreador de electrones que
libere un solo electron, se genera el anion superdxido en forma de O»". Las bacterias
aerobicas, microaerofilicas y aerotolerantes producen la enzima superdxido dismutasa para
catalizar la reaccion entre Oz~ y 2H" para producir H2O,. La descomposicion del peroxido
de hidrégeno a agua es catalizada por la catalasa. (Barton., 2005; Kashmiri y cols., 2014;
Yoshikawa y cols., 2002).

En condiciones in vivo la quimica de Fenton y otras reacciones en cadena de radicales

libres catalizadas por metales son iniciadas por los subproductos de la respiracion aerdbica,




tales como H2O; y el anién O2". En experimentos in vitro se ha mostrado que el H20>
puede oxidar al Fe?* para producir iones OH™ y el radical hidroxilo (OHs) que son
altamente reactivos, ésta reaccion es llamada reaccion de Fenton (Ecuaciéon 1). Se ha
demostrado que el anién O2 puede reducir el metal oxidado liberado en la reaccion de
Fenton (Ecuacion 2), y la reaccion neta es catalitica y es llamada reaccion de Haber-Weiss

(Ecuacion 3) (Lemire y cols., 2013).

Fe?* + H, 0, = Fe3*+OH + OHe Reaccion de Fenton @
Fe¥*+ 0, —>Fe?*+0 (2)

0, +H,0p, =0, +0OH + OHe Reaccion Haber-Weiss  (3)

2.3 Transporte del Hierro en bacterias
El hierro insoluble Fe3* y el hierro soluble Fe?*, requieren ser adquiridos de forma diferente

por las bacterias. El hierro Fe** debe ser solubilizado por compuestos que formen
complejos con €l llamados sideroforos, los cuales son sintetizados y secretados por las
bacterias y los hongos. En los organismos eucariontes, el hierro es incorporado a los grupos
hemo, transportado o almacenado por proteinas como la hemoglobina, la hemopexina, la
transferrina, la lactoferrina y la ferritina. Las bacterias han desarrollado mecanismos
especificos para movilizar el grupo hemo liberado de las hemoproteinas, asi como el hierro
liberado de la transferrina y la lactoferrina. Cuando el i6n Fe®*" es proporcionado por la
transferrina y la lactoferrina éste es transportado a través de la membrana citoplasmica
(Braun y cols., 2006). EI complejo hierro-sideroforo es transportado al citoplasma de la
bacteria donde el hierro es liberado de los sideréforos y es incorporado en las proteinas
hierro-azufre y los citocromos. ElI nimero de sider6foros sintetizados por una bacteria es
menor que los sideroforos que necesita; por lo que si una bacteria es incapaz de transportar
sideroforos secretados por otros microorganismos puede provocar una deficiencia de hierro,
por lo tanto la bacteria necesita un amplio espectro de sistemas transportadores de los
complejos Fe**-sider6foro (Braun y cols., 2006). Estos sistemas transportadores de
membrana externa son capaces de unirse y de extraer hierro de la transferrina, la
lactoferrina, la hemoglobina y de los grupos hemo, éstos pertenecen a una misma familia de

proteinas Ilamada transportadores dependientes de Ton-B (TBDT). La captacion de hierro
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es catalizada por la proteina TonB, la cual se extiende a lo largo del periplasma e interactia
con las TBDTSs, transfiriendo de este modo energia proveniente de la fuerza proton motriz
desde la membrana interna (Schalk, 2013).

En contraste el Fe?* difunde a través de la membrana externa y es transportado a través de
la membrana citoplasmica. Este proceso es acoplado a GTP, y es catalizado directa o

indirectamente por una proteina llamada FeoB (Braun y cols., 2006).

2.3.1 Transporte de hierro mediado por sider6foros
Los sideréforos se encuentran en una gran variedad con la funcién de quelar Fe3*. Estan

clasificados como hidroxamatos, catecolatos, policarboxilatos o estructuras combinadas.
(Braun y cols., 2006). Son compuestos de bajo peso molecular (< 1000 Da), son secretados
en respuesta a una baja concentracion de hierro en el ambiente. (Escolar y cols., 1999).
Todos los sideréforos son agentes quelantes con una alta afinidad por Fe®* con constantes
de estabilidad cerca de 10%° por mol (Schalk, 2011). Méas de 500 sider6foros diferentes han
sido identificados con estructuras quimicamente diferentes. La gran afinidad de los
siderdforos les permite competir por el hierro disponible con proteinas como la transferrina
y la hemoglobina (Schalk, 2013).

En las bacterias Gram negativas la membrana externa, es una barrera semipermeable que
protege a la bacteria de las toxinas, las enzimas hidroliticas y los detergentes. La presencia
de porinas en la membrana externa permite la difusion pasiva de solutos con un peso
molecular menor a 600 Da. La mayoria de los complejos Fe**-sider6foro exceden el peso
molecular para pasar a través de las porinas, por lo que necesitan receptores especificos
para su transporte al espacio periplasmico (Krewulak, 2008). Esta captacion del complejo
Fe3*-sider6foro por las bacterias Gram negativas involucra la expresion de TBDTs con
sitios especificos que reconocen el complejo Fe®*-sideroforo, una vez que éste se une a su
TBDT en la membrana externa interactia con el complejo TonB, el cual estd conformado
por las proteinas TonB, ExbB y ExbD, este complejo es el encargado de proporcionar la
energia necesaria para transportar el hierro al periplasma, después de que el complejo Fe®*-
sideroforo es transportado al espacio periplasmico por una proteina de unién periplasmica
(PBP) especifica que es capaz de reconocerlo y éste es transportado a través de la

membrana citoplasméatica mediante un transportador de membrana interna tipo ABC a




través del canal formado por sus dos dominios transmembranales (Andrews y cols., 2003;
Moriah y cols., 2009). El hierro es liberado en el citoplasma mediante mecanismos que
involucran la degradacion enzimatica, la modificacion quimica del sider6foro o bien la
reduccion del hierro (Figura 2). Las bacterias Gram positivas no tienen membrana externa,
y solo los transportadores ABC estan involucrados en la captacion de los complejos Fe3*-
sideroforo. Estos transportadores estan anclados a la membrana celular y son similares a los
sistemas ABC presentes en la membrana citopldsmica de las bacterias Gram negativas
(Schalk, 2013).
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Figura 2. Transporte y regulacion de los sideréforos. El transporte de los sideréforos a través de la
membrana externa (ME) se deriva de la fuerza proton motriz de la membrana interna (MI). Esto
requiere de energia que es provista del complejo TonB (azul) que consiste en las proteinas de




membrana interna TonB, ExbB y ExbD. TonB interactia con los transportadores de membrana
externa (Transportadores TonB dependientes TBDTS) en el motivo de la caja TonB. El transporte
de siderdforos a traves de la membrana interna requiere de una proteina de unién peripldsmica y de
un transportador ABC. Una vez que el complejo Fe**-sider6foro entra al citoplasma, el ion férrico
(Fe**) es reducido a ion ferroso (Fe?*), el cual es destinado para almacenamiento o incorporacion a
enzimas, el exceso del i6n Fe?* (el cual puede inducir la formacion de radicales libres dafiinos para
la células) se une al represor de la proteina Fur, el cual a su vez se une a los promotores blanco e
inhibe la transcripcion de los genes transportadores de sideréforos. Algunos TBDTs como FecA de
E. coli también son regulados por factores o/antic. Modificado de Noinaj y cols., 2010

2.3.2 Transporte de hierro mediante el sistema Feo ABC
El ion ferroso Fe?* es altamente soluble, comparado con Fe®*, ademas de que es mas estable

en condiciones anaerdbicas y a un pH bajo. El Fe?* es transportado a las células mediante
un sistema de transporte llamado Feo, el cual esta compuesto por una permeasa FeoB y de
las proteinas FeoA y FeoC. Este sistema fue descrito por primera vez en E. coli. El gen
feoC codifica para una proteina citoplasmica pequefia que parece estar conservada en las y-
proteobacterias. EI componente mas importante de este sistema es la permeasa FeoB la cual
es una proteina citoplasmica polipeptidica. Tiene un dominio N-terminal citoplasmico con
funcién GTPasa. (Cornelis., 2014).

2.4 La proteina Fur
Las bacterias regulan el metabolismo de hierro en respuesta a la disponibilidad de

éste. En E. coli y en otras bacterias esta regulacion estd mediada por la proteina Fur, ésta
proteina controla la expresion de mas de 90 genes dependientes de hierro. Sesenta genes
codifican para la biosintesis y transporte de siderdforos. Incluyendo sistemas de transporte
del grupo hemo encontrados en cepas virulentas de E. coli, cerca de 18 genes codifican para
proteinas citoplasmicas involucradas en el metabolismo, proteinas del metabolismo de

hierro y proteinas de respuesta a estrés oxidativo (Hantke., 2001).

Fur es una metalo-proteina capaz de unirse al DNA, tiene un peso de aproximado
de 17 kDa. Tiene dos dominios: el carboxilo terminal que contiene dos sitios de union a
metal, es rico en residuos de histidina y esta implicado en la dimerizacién, y el amino
terminal el cual tiene un motivo hélice-giro-hélice y es el sitio involucrado de la unién con
el DNA (Escolar y cols., 1999; Andrews y cols., 2003). En E. coli un sitio de union a metal
de la proteina Fur esta ocupado por Zn?*, el cual esta unido tetraédricamente a dos residuos
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de cisteina (Cyse2 y Cysgs) y dos atomos de nitrogeno/oxigeno. El sitio de union del
regulador activo de Fe?* en el dominio carboxilo terminal estd menos caracterizado y puede
estar ocupado en condiciones in vitro por Mn* o Co?" u otros cationes divalentes. Al
menos dos histidinas y un carboxilato unen el metal. Un sitio de unién es posiblemente una
histidina en el dominio amino terminal, la cual podria ser importante para la unién de DNA
(Hantke., 2011).

La proteina Fur es abundante con 5000 copias por célula en E. coli durante la fase
exponencial y aumenta a 10000 copias en la fase estacionaria. La razén de estos altos
niveles de proteina puede deberse a la tendencia de Fur de oligomerizar a lo largo de la
doble cadena de DNA. Un gran nimero de genes (mas de 90) son controlados por Fur en
E.coli, o puede ser que ésta proteina tenga una funcion adicional como “buffer” ferroso
uniéndose al hierro libre en la célula. La afinidad de Fur por Fe?* es de aproximadamente
10 uM la cual coincide con los niveles estimados de hierro libre en la célula (Andrews.,
2009).

La proteina Fur media la represion de los genes blanco bajo condiciones de exceso
de hierro Fe?*, en esta condicion se une a un monémero de Fur provocando un cambio
conformacional en la proteina, la union del Fe** con Fur aumenta la afinidad de este
complejo por el DNA hasta 100 veces. Una vez que el Fe** se uni6 a Fur este complejo
Fe2*-Fur se une a una secuencia de DNA especifica llamada caja Fur que consiste en una
secuencia palindromica de 19 pb llamada caja Fur (GATAATGATAATCATTATC) en las
regiones -35 y -10 de los promotores de los genes implicados (Won, 2007; Gesine y cols.,
2006). La union del complejo Fur-Fe?* a la caja Fur, da lugar al bloqueo de la transcripcion
ya que se impide el acceso de la RNA polimerasa a los promotores de los genes corriente
abajo (Escolar y cols., 1999).

La caja Fur puede ser interpretada como una secuencia palindrémica en la que hay
tres repeticiones de hexadmeros de la secuencia 5-GATAAT-3", o bien como dos
secuencias sobrepuestas invertidas (Figura 3) (Gesine y cols., 2006). Un modelo sugiere
que los sitios de union a Fur estan solapados en motivos “6-1-6”, este tipo de arreglo
permite a los dimeros Fur unirse a la caja Fur en lados opuestos de la cadena de ADN

(Lavrrar y cols., 2003)
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Figura 3. Modelo de interaccion de la proteina Fur
con el DNA de Pseudomonas aeuroginosa. El
dominio N-terminal encargado de la unién con el
tGATAATGATAATCATTATCa DNA estan en rojg y _azul_,, el dominio C-terminal
aCTATTACTATTAGTAATARGE encargado de la dimerizacion se muestra en color
verde. Modificado de Won y cols., 2007

2.5 Oligomerizacion de la proteina Fur
Las proteinas raramente actlan solas, usualmente se unen a otras biomoléculas incluyendo

otras proteinas para generar una respuesta biolégica. Un gran porcentaje de proteinas
parecen asociarse entre ellas para formar dimeros y oligdmeros de alto orden (Matthews y
cols., 2012). Las proteinas oligoméricas comprenden la asociacion de dos o mas cadenas
polipeptidicas, representando una fraccion significante de las proteinas celulares. La amplia
categoria de proteinas oligoméricas puede ser clasificada por tipo de subunidad, fuerza,
avidez y duracion de asociacion de las subunidades. La oligomerizacion de proteinas puede
conferir diversos y diferentes ventajas estructurales y funcionales a las proteinas,
incluyendo un mejoramiento en su estabilidad, regulacion de su actividad e incremento en
su complejidad también puede ser una caracteristica ventajosa desde la perspectiva de la
evolucidn de proteinas, incluyendo nuevas oportunidades de control funcional, tales como
regulacion alostérica y el establecimiento de complejos de alto orden (Mayssam y
cols.,2005; Matthews y cols., 2012).

La topologia de los sitios de unién a la proteina Fur sugiere que el sitio primario de union
de estd al DNA blanco involucra la formacion un dimero en cada hebra de DNA. Analisis
in vitro de diversos promotores operados por la proteina Fur como aerobactina en E.coli o
el de ferritina de Helicobacter pylori evidencia la habilidad de este regulador de
multimerizarse a lo largo de las secuencias del operador dependiendo de la disponibilidad

de hierro. La caracterizacion de las diferentes formas oligoméricas de la proteina Fur en
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E.coli muestra que la dimerizacion del regulador es inducida por Zn?* después de la
reduccion de los residuos de cisteina, mientras que la oxidacion de los grupos tiol puede
bloguearla a un estado monomérico. Sin embargo en la forma monomérica también puede
unirse al DNA pero con menor afinidad que en su forma dimérica. Aunque la proteina Fur
de E.coli aparece principalmente como dimero en solucién, ésta forma esta involucrada en
diversos equilibrios oligoméricos influenciados principalmente por la concentracion de la

proteina, fuerza idnica y pH (Lostao y cols., 2010).

Muchas veces los sitios de union de la proteina Fur consisten en dos o mas cajas adyacentes
0 sobrepuestas sugiriendo la unién de varios dimeros de ésta a una region de “alta afinidad”
lo que estimula a un sitio Fur adyacente, por lo que parece oligomerizar a lo largo del
DNA. Incluso en algunos promotores controlados por hierro pueden unirse diversos
dimeros de Fur y extenderse hasta 100 pb (Andrews y cols., 2003).

2.6 Funcion de la proteina Fur
El prototipo de las proteinas Fur, por ejemplo la de E.coli, actia como represor al formar

un complejo con el i6n Fe?*. El complejo formado Fe?*-Fur bloquea directamente la
transcripcion de algunos genes blanco (por ejemplo genes para la captacion de hierro) e
incrementa la transcripcién de otros genes (por ejemplo genes de almacenamiento de
hierro); mientras que la forma libre de hierro (Apo-Fur) es inactiva. En estos casos la
regulacion positiva por Fe?*-Fur es indirecta mediante la represion de la transcripcion de un

gen gue a su vez reprime genes blanco (Choi Sy cols., 2011).

La afinidad de la proteina Fur por el ion Fe?* permite censar la acumulacion suficiente de
hierro intracelular para activar a las proteinas de almacén. Sin embargo, cuando los niveles
de hierro son superiores a los necesarios, reprime ain mas la absorcién y por lo tanto ayuda
a prevenir la sobrecarga de hierro. Tipicamente, el complejo Fe?*-Fur dificulta el acceso de
la ARN polimerasa lo que resulta en la represion de los genes corriente abajo. Este modelo
de accion representa una forma de la regulacion llevado a cabo por la proteina Fur, sin
embargo recientemente se ha encontrado que el potencial regulador contempla diversos
mecanismos como la activacion de la expresion de los genes ya sea directa o

indirectamente mediante los pequefios RNAs. En H. pylori la proteina Fur libre de hierro
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(apoproteina) también se une al DNA y reprime la expresion de proteinas de almacén como
la ferritina (Won., 2007).

La proteina Fur de E. coli ha sido implicada en la regulacion positiva y negativa de la
expresion de genes como el de la aerobactina, la superoxido dismutasa y la catalasa entre
otros. Las proteinas superoxido dismutasa (SodB), succinato deshidrogenasa y ferritina
requieren una fina regulacion entre la proteina Fur y el ion Fe?* para una expresion
eficiente. La regulacion positiva por la proteina Fur muchas veces es en forma indirecta,
mediante la represion de Fur dependiente de los pequefios RNA reguladores antisentido
(SRNA). Estos sRNA actian a nivel post-transcripcional para reprimir la traduccion de
genes blanco. EI sSRNA regulado por la proteina Fur mejor caracterizado es RyhB de E.
coli, es un sSRNA de 90 nucle6tidos reprimido por ésta de una manera hierro dependiente,
bajo condiciones limitantes de hierro la expresion de RyhB es des-reprimida causando una
disminucion en la cantidad de los mRNAs blanco, incluyendo genes que previamente
estaban regulados positivamente por Fur como el gen acnA (aconitasa A), fumA (fumarasa
A), sdhCDAB (succinato deshidrogenasa), bfr (bacterioferritina), ftnA (ferritina y sodB
(FeSOD). Como resultado E. coli es capaz de remodelar su proteoma para usar mas
eficientemente funciones esenciales bajo condiciones limitantes de hierro (Won., 2007).

En E.coli el gen fur se encuentra corriente abajo del gen bicistronico del operén
fldA-fur, este operdn es inducido por el sistema SoxRS en respuesta al superéxido mediado

por estrés redox (Andrews y cols., 2003).

El gen fur también tiene su propio promotor que es inducido 10 veces por OxyR en
respuesta a la presencia de H.O> que media el estrés redox, éste proceso incrementa los
niveles de la proteina Fur dos veces (5000 a 10000 copias por célula), esto muestra una
relacién interesante entre el estrés redox y la regulacién de la homeostasis del hierro, el
nivel elevado de la proteina Fur tendria como resultado reducir los niveles de hierro lo cual

ayudaria reducir su toxicidad (Andrews y cols., 2003).

El gen regulador fur tambien ha sido genéticamente implicado en varios procesos que no
estan relacionados con la homeostasis del hierro incluyendo la tolerancia a acido, respuesta

a altas concentraciones de sal, quimiotaxis, entre otras (Won., 2007).
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3. Antecedentes especificos.
En 1981 un estudio realizado por Hantke seleccioné una mutante en el gen fur de

Escherichia coli la cual expresaba constitutivamente las proteinas de membrana externa y
los sider6foros normalmente reprimidos bajo condiciones deficientes de hierro. Esta
mutante fue llamada fur y su comportamiento mostraba que, una represion metal
dependiente era la base del control ejercido por el hierro en los genes regulados por este
(Hantke., 1981; Escolar y cols., 1999). Desde entonces se han realizado estudios que han
demostrado que en E. coli la proteina Fur controla la expresion de mas de 90 genes,
incluyendo a genes que no estan relacionados directamente con la adquisicion y almacén
del hierro (Andrews y cols., 2003). Debido al gran nimero de genes que se encuentran bajo
la regulacion de Fur, diversos homologos han sido encontrados en bacterias como Yersinia,
Salmonella, Vibrio, Pseudomonas, Helicobacter pylori, Bordetella, Campylobacter,

Acinetobacter baumannii, Legionella, Neisseria, Haemophilus, etc (Escolar y cols., 1999).

Abdul-Tehrani en 1999, encontr6 que el contenido de hierro en las cepas de E. coli
mutantes en el gen fur esta reducido en un 70%. El 50% de esta disminucion se debe a la

falta de las proteinas de almacén de hierro (Abdul-Tehrani., 1999).

En Pseudomonas aeruginosa un analisis global mostré que 205 genes son regulados por el
hierro de los cuales 118 son inducidos por limitacion de hierro y 87 son reprimidos. Esto
representa el 4% de los genes de P. aeruginosa lo cual confirma que la disponibilidad de
hierro puede tener su principal influencia en la expresion génica en las bacterias (Andrews
y cols., 2003).

En algunas bacterias como Rhizobium leguminosarum y Synechococcus el gen fur parece

ser esencial ya que no se han podido obtener mutantes del gen fur (Andrews y cols., 2003).

En un estudio realizado por Benson y cols., (2004), se demostr6 la importancia de la
proteina Fur en la interaccion simbidtica bacteria planta, donde una mutante fur de
Bradyrizhobium japonicum es incapaz de formar nodulos funcionales para la fijacion de

nitrégeno en plantas de soya y frijol (Benson y cols., 2004).

En un estudio realizado por Hernandez y cols., (2002) encontraron que con respecto al

estado de oligomerizacion de la proteina FurA de Anabaena PCC 7119 presentaba
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diferentes patrones de oligomerizacion en condiciones de estrés osmotico, en ausencia de
agentes reductores, en presencia de agentes entrecruzantes como el glutaraldehido y de
diferentes metales divalentes, se observaron dimeros, trimeros y tetrameros (Hernandez y
cols., 2002).

Es bien conocido que el hierro es el principal protagonista en el estrés redox y éste ha sido
reportado que en algunas bacterias presentan un incremento en la sensibilidad a agentes que

causan estrés oxidativo bajo condiciones repletas de hierro (Andrews y cols., 2003)

Como el efecto toxico de los radicales libres reactivos es exacerbado por la presencia del
hierro, las bacterias para sobrevivir, expresan sistemas finamente regulados capaces de
censar y modificar las concentraciones tanto de hierro como de radicales reactivos
(Andrews y cols., 2003). Tettelin, y cols., (2000) identificaron un operén putativo
NMB1436-38 constituido por 3 genes (NMB1436, NMB1437 y NMB1438 que
codificaban para proteinas desconocidas con un peso molecular de 28253, 25897 y 53923
Da respectivamente. Uno de los productos de los genes putativos del operon (el producto
del gen NMB1438) tiene similitud con las ferredoxinas bacterianas, proteinas que se sabe
juegan un papel en la homeostasis del hierro y en la defensa al estrés oxidativo (Tettelin y
cols., 2000). Grifantini y cols., en 2004 mostraron que este operon tiene similitud al perfil
de transcripcion de los genes involucrados en la homeostasis del hierro y la respuesta al
estrés oxidativo, incluyendo al gen de la superdxido dismutasa (sodB) y los genes de las
bacterioferritinas (brfA-brfB). Para demostrar que el operon NMB1436-38 estaba
involucrado en la proteccién al estrés oxidativo produjeron una mutante por delecion del
operon entero y examinaron su sensibilidad al perdxido de hidrogeno. En presencia de
hierro, la mutante fue remarcablemente mas sensible al H.O> comparada con la cepa

silvestre (Grifantini y cols., 2004).

En estudios realizados por Lépez y cols., 2009, observaron que la sobreexpresion de la
proteina Fur incremento la sobrevida de las células cuando éstas fueron expuestas a H20. y

a metil violdgeno (Lopez vy cols., 2009).

G. diazotrophicus crece en condiciones aerdbicas estrictas y esta condicion lleva al

incremento de las especies ROS, esto es de interés porque en la planta de cafia de azlcar se
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ha descrito que la savia contiene una concentracion de hierro de 2.68-9.85 uM (Cunha y
cols., 2004), y un pH entre 5.5 y 7.5, lo que un incremento del hierro libre Fe?* via la
reaccion Fenton, generaria especies ROS altamente reactivas en la célula, que podrian
causar la muerte celular, pudiera pensarse que en esta bacteria estan presentes uno o varios
reguladores transcripcionales como Fur y Per que interactian con el hierro para detectar su
nivel intracelular o estado de estrés oxidativo, con el fin de controlar de manera eficiente la
expresion de una amplia variedad de genes implicados en la adquisicion o en la proteccion

frente a las especies ROS (Hernandez y cols., 2002).
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4. Planteamiento del problema

El hierro es un microelemento esencial para todos los seres vivos, en las bacterias es un
importante cofactor para un amplio rango de procesos celulares como la fotosintesis, la
fijacion de nitrégeno, el ciclo de los &cidos tricarboxilicos, la regulacion de los genes y la
biosintesis de DNA,; también es parte importante de moléculas como los citocromos, es
cofactor de diversas enzimas y juega un papel central en el metabolismo celular. (Moriah y
Alison, 2009). La concentracion de hierro intracelular libre puede ser toxica para las
células; esta toxicidad del hierro se debe a la habilidad del hierro de generar junto con el
oxigeno radicales libres hidroxilos que pueden causar peroxidacion de las membranas
lipidicas y otros constituyentes celulares por este motivo las bacterias han desarrollado
mecanismos para regular los niveles de hierro intracelular (Gesine y cols., 2006).

Esta regulacion es realizada por la proteina Fur cuya funcion es controlar la expresion de
las proteinas implicadas en la captacion, almacenamiento y uso de hierro segln la
concentracion intracelular de este elemento (Escolar y cols., 1999). G. diazotrophicus, es
una o-proteobacteria, endofita aislada de la cafia de azlcar (Saccharum officinarum), su
genoma fue totalmente secuenciado y revelo dos proteinas Fur like codificadas por
GDI_1398 y GDI_1248 (Bertalan y cols., 2009). Debido a la gran importancia que tiene la
proteina Fur en la regulacion del hierro y a que se desconoce su participaciéon en la
regulacion del hierro en este microorganismo, se ha decidido iniciar los estudios de

funcionalidad de la proteina Fur de GDI_1398 en G. diazotrophicus.
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5. Hipotesis

La proteina Furizgs actua como regulador del metabolismo del hierro y protege a las células

del estrés oxidativo.
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6. Objetivos.

6.1. General.

Purificar y caracterizar bioquimicamente la proteina Furizes de Gluconacetobacter

diazotrophicus Pal 5.

6.2. Especificos.
Clonar el gen furiags

Sobre-expresion de la proteina Furizes.
Purificar la proteina Furisgs.

Determinar el estado de oligomerizacion de la proteina Furiags.

o aaaag

Determinar los factores que afectan el estado de oligomerizacién de la proteina

Furi3es.

a

Determinar la respuesta de la proteina Furizeg a estrés oxidativo in vivo.
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7. Material y métodos.

7.1 Esquema experimental
Purificacion DNA genomico de

Gluconacetobacter diazotrophicussy

Disefiar iniciadores especificos

Amplificar el gen fur por PCR., del gen fur i

Clonar el producto de PCR en el
vector de expresion pEXPS-CISS

Transformar en E. coli One Shot® TOP 108

Confirmacion de la orientacion 5°-3“del genfuse
por PCR y digestion enzimatica.

Transformacion en E. coli BLZI(DES)pLys ?

Expresion de la proteina Ensayo de

Fur recombinante. 4 estrés oxidativo.Jl

Purificacion por
cromatografia de aﬁnidad?i

Ensayo de oligomerizacionsy
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7.2 Material bioldgico

Cepas y plasmidos utilizados

Cepa

Genotipo

Referencias

Escherichia coli One
Shot Top 10

F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
@80lacZAM15 AlacX74 recAl
araD139 A(ara-leu) 7697 galU galK

rpsL (StrR) endAl nupG -

Invitrogen

Escherichia coli BL21
(DE3) pLys (CmR)

F, ompT, gal, dcm, lon, hsd SR(rg-ms-
YMDES3) pLys (CmR)

Proporcionada por la

Dra. Patricia Sanchez

Alonso
Gluconacetobacter ATCC49037
diazotrophicus Pal5
Plasmidos Descripcion
Plasmido pEXP5-CT Plasmido inducible por IPTG, Invitrogen

C-terminal 6xHis, Ap"

pEXP5-CT::fur

Plasmido pEXP5-CT con el gen furiags

Este trabajo

Tabla 1. Cepas y plasmidos utilizados en este trabajo.
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Vector de expresion pEXP5-CT

El plasmido pEXP5-CT es un vector de
expresion que cuenta con el promotor del

bacteri6fago T7 para una produccion

elevada de la proteina recombinante de
interés. En este sistema el gen es clonado
detras de un promotor reconocido por la
ARN polimerasa del fago T7 (T7TRNAP).
Esta polimerasa debe ser proporcionada en
otro pldsmido o mas comlnmente es
puesto en el genoma de la bacteria en un

profago (ADE3), este sistema puede ser

inducido por lactosa o bien por su analogo

no hidrolizable IPTG. La expresion basal

Figura 4. Vector de expresion utilizado en
este estudio. puede ser controlada mediante la co-

expresion de la lisozima T7 ésta lisozima

se encuentra en un plasmido (pLys o
pLysE) (Rosano y cols., 2014); ademas contiene una etiqueta de histidinas antes del codon
de paro lo que permite la deteccidn de la proteina con anticuerpos, y su purificacion por
cromatografia de afinidad. Contiene un gen de resistencia a ampicilina permitiendo la
seleccion de las clonas transformantes candidatas en E. coli, posee el origen de
replicacion del plasmido pUC para la biosintesis de un alto nimero de copias y su

mantenimiento en E. coli.

7.3 Metodologia
7.3.1 Métodos de biologia molecular (Ver Anexo 1)

7.3.1.1 Analisis in silico del gen y de la proteina Furisgs.

La secuencia del gen furizes se obtuvo utilizando la base de datos del GeneBank
(http://lwww.ncbi.nlm.nih. gov/). Para saber si el gen furizeg Se encontraba como parte de un

operon se utilizd la base de datos DOOR2 (Database of prokaryotic operons)
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(http://csbl.omb.uga.edu/DOORY/). Los alineamientos se realizaron con la herramienta T-

COFFEE, y para los dominios conservados de la proteina se utilizd la base de datos CDD
(conserved domain database).

7.3.1.2 Extraccion de DNA genomico y plasmidico

La extraccion del DNA genomico de G. diazotrophicus se realizo por la técnica del CTAB

(Pedraza RO y cols., comunicacién personal).

Para la extraccion del DNA plasmidico se utiliz6 la técnica denominada Miniprep
(Sambrook y cols., 2009).

7.3.1.3 Disefio de iniciadores

Se disefiaron iniciadores especificos del gen furisgs, utilizando la secuencia depositada en el
GeneBank no.de acceso: 5788842, el programa que se utilizd fue Primer Select del
Software DNAstar Inc.

Para comprobar la orientacion 5°-3” del gen furizes Se utilizaron los iniciadores

correspondientes al fago T7.

Nombre Secuencia 5-3" Longitud | Tm G+C%
Fur-F1 ACACGTCTGATGTTCGGGTTGG 22 68.09 54.5
Fur-F2 CGTCTGATGTTCGGGTTGGG 20 68.15 | 60.00
Fur-F3 ATGGTAGCGGCAGGCGAG 18 68.22 | 66.67
Fur-R1 CGCCGTGATTCATCCTTGCT 20 66.45 | 55.00
Fur-R2 CCGCCGTGATTCATCCTTGC 20 68.15 | 60.00
T7 delantero | TAATACGACTCACTATAGGG 20 61.35 | 40.00
T7 reverso ATCCGGATATAGTTCCTCCTTTC 23 65.11 | 43.48

Tabla 2. Iniciadores utilizados para amplificar el gen furiseg y para corroborar la
orientacion 57-3"del inserto.
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Fur-F2

Fur-F1 Fur-F3
5 acacgtctgatgttcgggttgggecgtcgacatggtageggeaggegaggctatggaatcgegeategggegeatgtgtatcgagegegg
cctgaagatgacgggccageggegggtgatcgegegegtectgteccgaggecgaggaccatcccgacgtggaggaactctaccgeegegcec
gecegecctggattcgeggattteggtegegaccgtgtaccgcaccgtgegectgetggaagagaagggcattctcgageggegtgattteggt
ggcggecgegegegctacgaggegaccgaggacggcgaccattatcacctgatcgatgtcgacaccggcaaggtegtcgaattcgaggacg
ccgaacacactgecctgatgeggeggatagecgaccggetgggattcgagetcgtatcccatcgeatggaactgttcgegegeaggaagecg

gcgacgecggtegegtcagatggggeggecgegeagegegeegeggcaagcaaggatgaatcacggeggtgal’
Fur-R1

Fur-R2

Fig.5. Localizacién de los iniciadores delanteros y reversos en la secuencia del gen fur. El
codon de inicio y el coddn de paro se indican en letras verdes y rojas respectivamente.

7.3.1.4 Reaccion de PCR

Los iniciadores sintetizados se utilizaron para amplificar el gen furiseg se utilizaron las
enzimas Taq DNA Polimerasas Recombinante (Invitrogen) y la Tag DNA Polimerasa
Phusion de alta fidelidad (Fermentas). Un ciclo donde la temperatura de desnaturalizacion
inicial fue de 95°C durante 5 minutos, 30 ciclos donde la temperatura de desnaturalizacion
fue de 94°C durante 30 segundos, la de alineacién de 66°C 50 segundos y la de extension
de 72°C durante 1 minuto, y finalmente un ciclo de extension fue de 72°C durante 20
minutos cuando se utilizé la enzima Tag DNA Polimerasa Recombinante. Las condiciones
utilizadas al amplificar con la enzima Taq DNA Phusion de alta fidelidad fueron: un ciclo
de 98°C durante 3 minutos; 30 ciclos a 94°C durante 10 segundos, 66°C durante 15
segundos y a 72°C 20 segundos, finalmente un ciclo de extension a 72°C durante 20
minutos. ElI amplificado obtenido con la enzima Taqg DNA Phusion de alta fidelidad fue
incubado con la enzima Taq Polimerasa Recombinante a 72°C durante 10 minutos con la
finalidad de agregar poliadeninas al extremo del amplificado y asi clonarlo en el vector
pEXP5-CT.
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7.3.1.5 Obtencion de la construccion pEXP5-CT::furzes

Para generar la construccion pEXP5-CT::furises, se clono el amplicon con un tamafio de
495 pb del gen furizes en el vector de expresion pEXP5-CT, y el producto de la clonacion
se transformd en células quimicamente competentes E.coli One Shot TOP10. Se analizaron

aquellas colonias que presentaron resistencia a ampicilina (100ug/ml).
7.3.1.6 Analisis de las transformantes.

El analisis se realiz6 mediante la PCR (con los iniciadores del vector y del inserto) y
digestion enzimética. Para la confirmacion de la orientacion 5°-3"del inserto mediante PCR
se utilizaron las siguientes combinaciones de iniciadores: iniciador delantero del gen furiags
y el iniciador reverso del vector pEXP5-CT y los iniciadores reversos del gen furises y del
vector pEXP5-CT. Para las digestiones enzimaticas se utilizaron las enzimas de restriccion

EcoRI que lineariza el plasmido y Aval que corta una vez en el inserto y en el vector.

7.3.2 Métodos de expresion, lisis y purificacion de la proteina Fur. (Ver

anexo 2)
7.3.2.1 Expresion de la proteina recombinante.

El plasmido pEXP5-CT::furisgs Se transformd en células quimicamente competentes E. coli
BL21pLys. Se seleccionaron las clonas resistentes a ampicilina (100ug/ml) y cloranfenicol
(34ug/ml). La expresion de la proteina se realizd mediante la adicién de diferentes
concentraciones del inductor IPTG (0.01 hasta 0.1M).

7.3.2.2 Lisis y extraccion de proteinas totales.

La obtencion de las proteinas totales se llevo a cabo por sonicacion de los paquetes
celulares previamente inducidos en diferentes concentraciones. Las muestras sonicadas se

centrifugaron, el sobrenadante se separ6 del pellet y fue analizado en PAGE-SDS.
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7.3.2.3 Electroforesis en gel de poliacrilamida, tinciones y deteccion de la

proteina recombinante por Western blot.

Para el analisis de la proteina Furizes en geles de poliacrilamida se utilizd un sistema
electroforético discontinuo y en condiciones desnaturalizantes. Las tinciones utilizadas
fueron: Coomassie brilliant blue R-250, Ponceau y Plata. Para el andlisis por Western blot
se utilizo membrana Hybond ECL de 0.45 pum a la que se transfirieron las proteinas, la
deteccion de estas en la membrana se realiz6 primero con la tincion Ponceau y
posteriormente con anticuerpos monoclonales antipolihistidina (Sigma-Aldrich) conjugados

con fosfatasa alcalina.
7.3.2.4 Purificacion de la proteina Fur recombinante.

La purificacion se realizé por cromatografia de afinidad Ni-NTA (Invitrogen), el soporte de
la resina consiste en agarosa derivatizada con &cido nitrilotriacético que actla como
quelante de los iones niquel (Ni%*), de esta manera los iones Ni?* quedan unidos por 4
enlaces a la columna. Una vez que la proteina esta unida a la resina puede ser eluida
utilizando imidazol que compite por el grupo del agente quelante (Magdeldin y cols.,
2012). Para la purificacion en condiciones nativas se utilizaron sistemas amortiguadores sin
agentes desnaturalizantes. Para la purificacion en condiciones hibridas se utilizaron
condiciones desnaturalizantes con urea 6 M y 8 M, posteriormente se hicieron lavados con
buffer nativo para re-naturalizar la proteina. En ambos casos la proteina se eluyd utilizando
diferentes concentraciones de imidazol. En la purificacion hibrida modificada al buffer de
lisis se le agregd glicerol 0.5% y NP-40 1 mM, se utilizaron condiciones desnaturalizantes
con urea 6 M y 8 M, posteriormente se hicieron lavados con buffer nativo para re-

naturalizar la proteina. La proteina se almacené a -20°C.
7.3.2.5 Condiciones para los ensayos de oligomerizacién de la proteina Fur

Las fracciones que contenian la proteina Furizes purificada a homogeneidad se colocaron en
una membrana de didlisis; se dializaron contra un buffer acético-acetato pH 4 al que se le

agrego6 10% de glicerol. Se dejé dializando en agitacion toda la noche a 4°C.
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7.3.3 Analisis bioquimico de la proteina Fur (Ver anexo 3)

7.3.3.1 Ensayos de estrés oxidativo.

Los ensayos de estrés oxidativo se realizaron con las células E. coli BL21 (pLys) que
contenian la construccion pEXP5-CT::furisss, como controles negativos se emplearon las
células E. coli BL21 (pLys) y E. coli BL21 (pLys) con el vector pEXP5-CT. Las cepas
anteriores se crecieron en medio LB sin hierro, a 37°C y con agitacion constante 200 rpm
toda la noche, posteriormente se hizo una dilucién 1:100 de estos cultivos en 50 ml de
caldo LB sin Fe, LB con DPD 200 uM, y LB con Fe 37 puM. Los cultivos se dejaron crecer
hasta que alcanzaron una DOsoo de 0.6 y se indujeron durante 2 h con IPTG 0.1 mM. Se
tomaron 200 pl de las células inducidas en las diferentes condiciones y se sembraron en
placas de LB que contenian IPTG 0.1 mM. Se colocaron discos de papel filtro Sartorius de
0.5 cm de diametro impregnados con 2 pl de peroxido de hidrogeno a diferentes
concentraciones (0.151, 0.303, 0.606, 1.212, 2.425). Se dejaron durante 24 h creciendo a
37°C, y se midieron las areas de inhibicion (el ensayo se realiz6 cinco veces en forma

independiente).
7.3.3.2 Ensayo de oligomerizacion.

Para realizar los ensayos de oligomerizacién se dializ6 la proteina Furises purificada en
buffer de acetato acético a pH 4.0 toda la noche. La proteina Furisgs fue incubada durante
20 minutos a temperatura ambiente con 2.5% de glutaraldehido preparado recientemente.
Ademas se analizé el estado oligomérico de la proteina recombinante Furisgs afiadiendo
agentes reductores, NaCl y metales. Las muestras una vez que reaccionaron se hirvieron
durante 10 minutos en condiciones desnaturalizantes y se analizaron por PAGE-SDS al
12%.
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8. Resultados

8.1 Andlisis in silico del gen furizes

De acuerdo a los resultados arrojados por el programa DOOR (Mao, 2009; Mao, 2013;
Dam, 2007) la region codificante del gen furisss de G. diazotrophicus se encuentra
formando parte de un operon 377303, el cual esta constituido por los genes que codifican

para: proteina reguladora transcripcional ROS/MucR, proteina reguladora de la captacion

de hierro Fur, una proteina hipotética, y una proteina carbén nitrégeno hidrolasa Fig. 6.

Q Search our database using google-like keywords

@ > All organisms > Gluconacetobacter diazotrophicus PAI 5 > NC_010125: all operons

Genome browser All operons

| Download operon table || motif finding |

Show | 15 ¥ | entries Search in table: gdi_1398
Select ~ Operon ¢ GI ¢ Synonym ¢ Gene ¢ Start ¢ End ¢ Strand ¢ Length ¢ COG © Product
377303 162147192 GDI_1397 = 1399778 1400182 + 134 = ROS/MUCR
162147193 GDI_1398 fur 1400273 1400770 + 165 - transcriptional regulator
162147194 GDI_1399 - 1400767 1401612 + 281 - protein
162147195 GDI_1400 - 1401617 1403194 + 525 = ferric uptake regulation
protein

hypothetical protein
carbon-nitrogen

hydrolase
Showing 1 to 1 of 1 entries (filtered from 2,121 total entries) First Previous 1 L
1.400.000 1,401,250 1,402,500
_ GEME o GOLI®Y o hr GDI1400 i
i GDL_13%9 il

770 DPERON 377303
837

Figura 6. Resultados obtenidos por DOOR. Contexto genético del gen furises en el que se
observa los genes que forman parte del operén 377303.
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8.2 Andlisis in silico de la proteina recombinante Furisgs.

A la secuencia de la proteina Furizgs se le realizé un andlisis con el programa DNASTAR.

De acuerdo al analisis realizado la proteina Fur tiene un peso de 18.5kDa. También se

muestran las caracteristicas de la proteina Tabla 3, y el analisis del contenido de

aminoéacidos de la proteina Tabla 4.

Analiss Fur139s

Peso molecular
Longitud

1 microgramo =

Coeficiente de extincion molar

1 A(280) =

Punto isoeléctrico

CargaapH?7

18541.02 m.w.
165

53.934 pMoles
524+5%

3.54 mg/ml
6.88

-0.25

Tabla 3. Caracteristicas fisicoquimicas de la proteina Furises

Aminoacidos Total | Frecuencia | Aminoacidos | Total | Frecuencia
% %

Cargados (RKHYCDE) | 69 41.82 K Lys 5 3.03
Acidos (DE) 30 18.18 L Leu 12 7.27
Bésicos (KR) 29 17.58 M Met 6 3.64
Polares (NCQSTY) 22 13.33 N Asn 0 0.00
Hidrofobicos 58 35.15 P Pro 3 1.82
(AILFWV)

A Ala 23 13.94 Q GlIn 2 1.21

C Cys 1 0.61 R Arg 24 14.55

D Asp 12 7.27 S Ser 8 4.85

E Glu 18 10.91 T Thr 7 4.24

F Phe 4 242 V Val 12 7.27
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G Gly 12 7.27 W Trp 0 0.00
H His 5 3.03 YTr 4 2.42
Ille 7 4.24

Tabla 4. Composicion de aminoécidos de la proteina Furizgs

Se realiz6 un analisis de los dominios conservados de la proteina utilizando la base de datos
de NCBI. Dicho anélisis mostrd que ésta proteina pertenece a la superfamilia HTH que
cuenta con dominios hélice-giro-hélice. La mayoria de los miembros de ésta familia
funcionan con dominios de union a DNA especificos de secuencia, tales como en
reguladores de la transcripcion. Dentro de los dominios conservados que se encontraron en
la proteina Furiaes fueron: dominio de unién a DNA putativa, sitio de oligomerizacion, dos
sitios de union a metales, y un sitio estructural de unién a Zn?* (Figura 7). También se
realizd un alineamiento en el que se muestran los aminoacidos involucrados en dichos
dominios. En la figura 8A se muestra el alineamiento de la proteina Fur de E. coli con la

proteina Furizes de G. diazotrophicus. Y en la Figura 8B se muestra el alineamiento con

diversas secuencias de otras proteinas Fur.

A

Interface del dimero [sitio de unién del polipéptido]
# Hélice de union al DNA putativa

# Sitio de unién a metall [sitio de union del ion]
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Interface del dimero [sitio de union del polipéptido]
# Hélice de union al DNA putativa

# Sitio de union a metall [sitio de union del ion]

CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment

Bradirizhobium MTALKPS--------- S--ASKASGIEARCAATGMRMTEQRRVIARVLAEA-V-
Rizhobium MTDLSKT------------------ LEELCAERGMRMTDQRRVIARVLQES-A-
Burkhordelia MTNP-------------ccce TDLKNIGLKATLPRLKILEIFQQS-PV!
Xhantomonas MNGERM----E----- T---momm e HDLRKVGLKVTHPRMRILELLEQKSNQ
Pseudomona?putida MVEN--------------=e--oeuunon SELRKAGLKVTLPRVKILQMLDST-EQ
Herbaspirillum MPNNP-==-==-=----mmmmm e oo o SELKASGLKATLPRLKILEIFQNT-SV
Anabaena MR-----mmmmm e AIRTR-SQDRILTLLKNI-K-
Gluconacetobacter_1398 MVAAGE-------------- AMESRIGRMCIERGLKMTGQRRVIARVLSEA-E-
Gluconacetobacter_1248 MTGLSFA--------- DRTETWLDNAERLCAARGSRLTDLRRQVLGLVLDA-G-
E_coli_BL21 MTDNN-==-=========c=e-mmmmmu TALKKAGLKVTLPRLKILEVLQEP-DN
Azospirillum MAPRIAGHGAATDGKGG - -GAMTSRLESLCLEKGLKMTGQRRVISQVLSES-E-
HHs#
Bradirizhobium TVKLFEDAGIIERHD
Rizhobium TVKLFEDAGIIERHD
Burkhordelia VLTQFEQAGLLSRSN
Xhantomonas VLTQFEAAGLVLKHN
Pseudomona?putida VLTQFEAAGLVVRHN
Herbaspirillum VLTQFEQAGLLQRNH
Anabaena SLEALKLEGKVQVRT
Gluconacetobacter_1398 TVRLLEEKGILERRD
Gluconacetobacter_1248 ALDFLLEQGLIHKIERLSAFVGCTHALDGTRACGDH--PHAAQ|
E_coli_BL21 VLNQFDDAGIVTRHN
Azospirillum TMRLLEDAQVIEKVD
#
Bradirizhobium LDDDK--PT-=-=-=-=====cceenu- S
Rizhobium LKPGE - =~~~ —rrmosmmmrad H
Burkhordelia TENC--PYRK------------- H
Xhantomonas RPR-==-ceeecccmcecacacas
Pseudomona?putida e i e e e
Herbaspirillum NCKK--L--K--=-------=-=-- K
Anabaena QCQI--NQGID---N-------- S
Gluconacetobacter_1398 MELFARRKPATPVASDGAAAQRAAASKDESRR
Gluconacetobacter_1248 |VEAEGLCAACRD--A---------------- A
E_coli_BL21 LYLYGHCAEGDC - -REDEH- - -AHEG----- K
Azospirillum LDSVS - - LDGGDALDGNSGEGGERR

# Sitio de unién a metal 2 [sitio de unién del ion]

# Sitio estructural de unién a Zn?*[sitio de union del fon]

Hia i
DVEELYRRCVAVDDKISISTVYR

DVEELYRRSSAVDPRISISTVYR
TAEDVYRNLLHEELDIGLATVYR
SAEDIYRQLLDHGDEIGLATVYR
SAEDVYKALMEAGEDVGLATVYR
SAEDVYKQLLSDNLDVGLATVYR
SAQDMYIELRNRSQNMGLATVYR
DVEELYRRAAALDSRISVATVYR
GAYDLLDGLRTDKKSAAPPTVYR
SAEDLYKRLIDMGEEIGLATVYR

DVEEVHRRAVLIDPRISIATVYR
. * K kK

] #
LQAEIARKLGYKLVDHR

ALKERIARELGYRIVGHR

Figura 8. Panel A. Alineamiento de la proteina Furisgs de G. diazotrophicus con la proteina
Fur de E.coli. Panel B. Alineamiento de la secuencia de la proteina Fur de diferentes
bacterias en las que se indican los dominios conservados de unién a DNA, union a metal, un

sitio estructural de Zn?* y un sitio de unién de polipéptido.
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8.3 Amplificacion y clonacion del gen furizes

El DNA genomico de G. diazotrophicus Pal5 se utilizO como templado para la
amplificacion del gen furises mediante PCR con los iniciadores especificos disefiados como
se describio en material y métodos, el amplificado esperado fue de 525 pb al amplificar con
los iniciadores Fur-F1 y Fur-R1 y de 523 pb al amplificar con los iniciadores Fur-F2 y Fur-
R2 (Figura 9). El producto de PCR obtenido al amplificar con los iniciadores Fur-F1- Fur-
R1 y Fur-F2- Fur-R2 fue clonado en el vector pEXP5-CT y transformado en células
quimicamente competentes E. coli One Shot Top10.

pb

1353——
1078— =

872—

-3

525 603——

Figura 9. Corrimiento electroforético del DNA gendémico de G. diazotrophicus Pal5 y productos
de PCR en gel de agarosa. Panel A: gel de agarosa al 1% DNA genémico de G. diazotrophicus
Pal5. Panel B: gel de agarosa al 1.5% del fragmento obtenido por PCR con la polimerasa Tag
Phusion de alta fidelidad, carril 1: marcador de peso molecular X174 Hae Il fragmento; carril
2: producto de PCR del gen fur con los iniciadores Fur-F1-Fur R1. Panel C: carril 1: marcador de
peso molécular X174 Hae Il fragment; carril 2: amplificado del gen fur con los iniciadores Fur
F2- FurR2.
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8.4 Andlisis de la orientacion del gen furiags

Se tomaron grupos de clonas transformantes y se analizaron por PCR en colonia para
corroborar la presencia del fragmento. En la Figura 10A se observa el fragmento presente
en las transformantes, correspondientes a la construccion pEXP::furlises (iniciadores
FurF1-FurR1) 525pb, en la Figura 10B se observa el amplificado de las transformantes de

la construccion pEXP::fur?ises (iniciadores FurF2-FurR2) correspondiente a 523pb.

A

Figura 10. Analisis de las PCR en colonia de grupos de clonas transformantes de E. coli
One Shot Top 10. Panel A: transformantes pEXP::furlises, carril 1: marcador de peso
molecular ¢X174 Hae 1l fragmento; carril 2: clonas (6,7,8,9,10,11); carril 3: clonas (22, 23,
24, 25, 26 y 27); carril 4: clonas (8, 16, 24, 33, 40 y 47); carril 5: clonas (10, 18, 26, 35,42y
49). Panel B: transformantes pEXP::fur?ses carril 1: clonas (1, 7, 23 y 39); carril 2: clonas
(2, 16, 33 y 47); carril 3: clonas (3, 17, 34 y 48); carril 4: clonas (4, 10, 18, 26); carril 5:
marcador de peso molecular Fermentas 1Kb.

Se seleccionaron las clonas 42 y 49 de la construccion pEXP::furtises, y de la construccion
PEXP::fur?izes se eligieron las clonas 4, 18, 9 y 25 a las cuales se les extrajo DNA
plasmidico (Figura 11). Los iniciadores utilizados para confirmar la orientacion del
fragmento fueron: T7 delantero, T7 reverso y los iniciadores del gen furizes: Fur F1, FurF2,
FurR1 y FurR2. En la Figura 12 se muestra un esquema general de la ubicacion de los

iniciadores. La combinacion de los iniciadores y el tamafio esperado del fragmento
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amplificado para cada construccion se muestra en la Tabla 5. El analisis del PCR en gel de

agarosa donde se confirma la orientacion del gen furisgs Se muestra en la Figura 13.

Figura 11. Andlisis en gel de agarosa al 1% de los plasmidos pEXP::furliss y
PEXP::fur?i3es. Panel A: plasmidos de la construccion pEXP::furtises carril 1: clona 42; carril
2: clona 49. Panel B: plasmidos de la construccion pEXP::fur?ise. carril 1: clona 4; carril 2:
clona 18; carril 3: clona 9; carril 4: clona 25.

T7 delantero fur delantero
— —lp
I — — T — " T,
— —

fur reverso T7 reverso

Figura 12. Esquema de la ubicacion de los iniciadores del gen furisgs, y de los iniciadores del
fago T7 utilizados para confirmar la direccion 5°-3"del gen furises en el vector pEXP5-CT.
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PEXP::furlises PEXP::fur?ises
FurF (1,2)+ T7 delantero Sin amplificado Sin amplificado
T7 delantero + FurR(1,2) 607 pb No realizado
FurF (1,2) + T7 reverso 676pb 676
T7 reverso + FurR(1,2) Sin amplificado Sin amplificado

Tabla 5. Combinacio6n de iniciadores utilizados para corroborar la orientacion del gen fur en
el vector de expresion pEXP5-CT.

Figura 13.Analisis en gel de agarosa al 1.5% del PCR con los iniciadores del gen fur y del vector
PEXP5-CT. Panel A: construccién pEXP::furlises, carril 1: FurR1+T7 reverso clona 42; carril 2:
FurF1+T7 delantero clona 42; carril 3: T7 delantero+FurR1 clona 42; carril 4: FurF1+T7 reverso clona
42; carril 5: Marcador ¢X174 Hae Ill fragmento; carril 6: FurF1+T7 reverso clona 49; carril 7:
T7delantero+FurR1 clona 49; carril 8: FurF1+T7 delantero clona 49; carril 9: FurR1+T7 reverso clona
49. Panel B: construccion pEXP::fur?izes, carril 1: FurR2-T7+T7 reverso clona 18; carril 2: FurF2+T7
delantero clona 18; carril 3: FurF2+ T7 reverso clona 18; carril 4: Marcador ¢X174 Hae Ill fragmento;
carril 5: FurF2+T7 reverso clona 25; carril 6: T7 delantero+FurF2 clona 25; carril 7: FurR2+T7 reverso.
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En base a los resultados observados en la Figura 13, se decidié trabajar con las clonas
PEXP5CT::furizes-18 y pPEXP5CT::furizes-42. Para corroborar la direccion 5°-3"del inserto se
hicieron analisis por patrones de restriccion. Se utilizaron las enzimas de restriccion EcoRl
y Aval. La enzima EcoR1 produce un solo corte en el inserto provocando que el plasmido
se linearice dando lugar a un fragmento de 3,210 pb para pEXP::furlises Figura 14 A, y de
3208 pb para pEXP::fur?ises Figura 14 B. La enzima Aval tiene un sitio tnico en el vector,
y uno en el gen furyzes, permitiendo la liberacion de dos fragmentos. Para la construccion
PEXP::furlises se esperan fragmentos de 2,853 y 357 pb (Figura 14 C), mientras que para la
construccion pEXP::fur?ises se esperan fragmentos de 2,853 y 355 pb (Figura 14 D y E).

Con estos resultados se confirmd la orientacion 5°-3"del gen furiags en el vector pEXP5-CT.
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Figura 14. Analisis en gel de agarosa al 1% de las restricciones realizadas a las clonas
PEXP5CT::furisgs-a2 y pPEXP5CT::furisgs-1s. Panel A: carril 1: Marcador GIBCO BRL 1kb;
carril 2: restriccion con la enzima EcoRl pEXP5-CT::furlisess2. Panel B: carril 1: Marcador
Fermentas 1kb. Carril 2: Restriccién con EcoRI pEXP5-CT::fur?isss1s. Panel C. Carril 1:
Marcador Fermentaslkb; carril 2: restriccion con la enzima Aval del plasmido pEXP5-CT;
carril 3: restriccion Aval pEXP5-CT::furlises.az; carril 4: marcador @X174 Hae IlI
fragmento. Panel D. Gel de agarosa 1.5%, carril 1: marcador ¢X174 Hae Il fragmento;
carril 2: restriccion Aval pEXP5-CT::fur?es.15. Panel E. Carril 1: marcador Fermentas 1kb;
carril 2: restriccion Aval pEXP5-CT::fur?ses-1s.

El plasmido pEXP5-CT::fur?isss1s se mandd a secuenciar utilizando el iniciador T7
delantero para corroborar la identidad con el gen de la cepa silvestre. La secuencia obtenida
se analiz6 mediante un Blast con el programa de NCBI. Obteniéndose un 100% de
identidad Figura 15. Una vez que se confirmd que el gen fur correspondia con el gen
silvestre, los plasmidos pEXP5-CT::furlizes y pEXP5-CT::fur?ises se transformaron en
células quimicamente competentes E.coli BL21 pLys. A las colonias transformantes se les
realizd6 PCR en colonia, en el cual se confirmé la presencia del gen furisgs, tal como se
observa en la Figura 16A, en la que se ve el amplificado de 525pb correspondiente a
PEXP5-CT::furlises, ¥ un amplificado de 523 pb correspondiente a pEXP5-CT::fur?13gs
Figura 16B.

38



Color key for alignment scores
<40 40-50 50-80 80-200 >=200

Range 1: 1400273 to 1400770 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
920 bits(498) 0.0 498/498(100%) 0/498(0%) Plus/Plus

Figura 15. Andlisis del resultado de secuenciacion del plasmido pEXP::fur?ses.1s utilizando el
programa BLAST de la base de datos NCBI.
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Fig.16. Analisis en gel de agarosa al 1.5 % de los PCR en colonia de las clonas candidatas
obtenidas en E.coli BL21 pLys. Panel A. pEXP5-CT::furtiags carril 1: marcador X174 Hae
Il fragmento; carril 2: PCR clonas (8, 10); carril 3: PCR clonas (15, 17); carril 4: PCR
clonas (33, 36); carril 5: PCR clonas (40, 42); carril 6: PCR clonas (47, 49). Panel B.
PEXP5-CT::fur?ia0s carril 1: marcador ¢X174 Hae 11l fragmento; carril 2: PCR clonas (1, 2,

3y 4); carril 3: PCR clonas (5, 6, 7 y 8); carril 4: PCR clonas (9, 10, 11 y 12); carril 5: PCR
clonas (13, 14, 15y 16).
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8.5 Induccion de la proteina Furisgs

La induccion de la proteina Furizes recombinante se realizd utilizando diferentes
concentraciones de IPTG. Para la proteina Furlizes (PEXP::furlises) se utilizaron
concentraciones de IPTG de 0.05 mM hasta 1 mM y se indujeron por 4 horas Figura 17A.
Mientras que para la proteina Fur?ises (DEXP::fur?ises) las concentraciones de IPTG fueron

de 0.075 hasta 0.5mM y se tomo6 muestra a las 2 y 4 horas Figura 17B.

<€<—19.6

Figura 17. Andlisis por PAGE-SDS 12% de la expresion de la proteina Fur con diferentes
concentraciones de IPTG. Panel A. Furtisgg carril 1: 0 horas; carril 2: 4 horas sin IPTG; carril
3: 4 horas 0.05 mM IPTG; carril 4: 4 Horas 0.1 mM IPTG; carril 5: marcador para proteinas
pretefiido Fermentas; carril 6: 4 Horas 0.25 mM IPTG; carril 7: 4 Horas 0.5 mM IPTG; carril
8: 4 horas 1 mM IPTG. Panel B.Fur?ises. carril 1: 4 horas sin IPTG; carril 2: 2 horas 0.075
mM IPTG; carril 3: 4 horas 0.075 mM IPTG; carril 4: 2 horas 0.1mM IPTG; carril 5: 4 horas
0.1 mM IPTG; carril 6: marcador para proteinas pretefiido Fermentas; carril 7: 2 horas 0.25
mM IPTG; carril 8: 4 horas 0.25 mM IPTG; carril 9: 2 horas 0.5 mM IPTG; carril 10: 4
horas 0.5 mM IPTG.

El analisis por electroforesis en PAGE-SDS 12% permitié ver que la proteina Furizes® se
indujo en mayor cantidad a la concentracién de 0.5 mM (ensayos realizados por triplicado),
y para la proteina Furises? se utilizé la concentracion de 0.075 y 0.1 mM estas
concentraciones fueron utilizadas para realizar el ensayo de western blot. En las figuras 18
y 19 se puede observar el analisis por PAGE-SDS al 12%, la confirmacion de la
transferencia mediante la tincién de la membrana con rojo de Ponceau, y el western blot.
En el andlisis por western blot de la proteina Furises® Figura 18 se observan bandas

inespecificas de aproximadamente 15 y 35 kDa, bandas que no corresponden al peso de la
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proteina Furizes que es de 19.6 kDa, 18.5 kDa correspondientes al peso de la proteina
Furises y 1.1 kDa correspondientes al peso de la etiqueta de histidinas. En el western blot de

la proteina Furises? Figura 19 no se logran ver bandas.

A

Fig. 18. Ensayo de induccién y western blot de la proteina recombinante Fur® (pEXP5-
CT::furlises ) en células BL21 pLys. Panel A: PAGE-SDS al 12% induccién con 0.5 mM de
IPTG carril 1: 4 horas. BL21 pLys (vector vacio); carril 2: 4 horas sin IPTG Furlysgs; carril 3:
BL21 pLys; carril 4: 3 horas BL21 pLys (vector vacio); carril 5: 4 horas BL21 pLys (vector
vacio); carril 6: marcador de proteinas pretefiidas Fermentas; carril 7: 4 horas Furtises; carril
8: 3 horas Furtiaeg; carril 9: 2 horas Furlises; carril 10: 1 hora Furlises. Panel B: tincién de la
membrana con rojo de Ponceau. Panel C: western blot de la proteina Fur recombinante
utilizando anticuerpo monoclonal antihistidina.
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Figura 19. Induccién de la proteina recombinante y western blot de la proteina Fur?ies (pEXP5-
CT::fur?i308) en células BL21 pLys. Panel A PAGE-SDS al 12% carril 1: 4 horas BL21 pLys; carril 2:
4 horas BL21 pLys (vector vacio); carril 3: Fur?ises tiempo 0; carril 4: 4 horas Fur?ises sin IPTG; carril
5: marcador de proteinas pretefiidas Fermentas; carril 6: 2 horas 0.075 mM Fur?130s; carril 7: 4 horas
0.075 mM Fur?1seg; carril 8: 2 horas 0.1 mM Fur?ysgg; carril 9-10: 4 horas 0.1 mM Fur?,3es. Panel B:
tincion de la membrana con rojo de Ponceau. Panel C: western blot de la proteina Fur recombinante
utilizando anticuerpo monoclonal antihistidina.

Debido a que no se lograba la expresion de la proteina Furizss se modificaron las
condiciones de induccion a 30°C, se agregd glucosa al medio, esto para favorecer la
induccion de la proteina Furises; obteniendo resultados negativos. (Datos no mostrados). Se
decidié analizar in silico las construcciones pEXP5::furtizes y pPEXP5::fur?1zes. Este analisis
revel6 que el marco de lectura estaba alterado razén por la cual no se podia observar la

induccion de la proteina Furisgg en el western blot.

Se mandd a sintetizar un iniciador delantero que iniciara desde el ATG del gen furiags y se
utiliz6 el iniciador FurR2, de esta manera el amplificado sélo abarcaria la region

codificante del gen furyzgs.
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8.6 Resultados utilizando los iniciadores FurF3-R2

8.6.1 Amplificacion y clonacion del gen furizes

El DNA gendmico purificado, fue analizado por electroforesis horizontal en gel de agarosa
al 1% se muestra en la Figura 20A, asi como el fragmento obtenido con los iniciadores
furF3 y furR2 dando el tamafio esperado de 495 pb figura 20B, este fragmento fue clonado
en el vector de expresion pEXP5-CT dando lugar al plasmido pEXP5-CT::fur de un tamafio

aproximado de 3,180 pb como se observa en la Figura 20C.
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Figura 20. Panel A: analisis electroforético al 1% del DNA genémico de G. diazotrophicus
Pal5. Panel B: PCR del gen furisgs con los iniciadores Fur-F3 y Fur-R2 , carril 1: marcador
Fermentas DNA mix 1 Kb; carril 2: amplificado del gen furises. Panel C: mapa del vector
solo y de la construccion pEXP5-CT::furizes.
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El producto obtenido de la clonacién fue transformado en células competentes E. coli One
Shot Top 10. A las transformantes candidatas se les realizo6 PCR en colonia con los
iniciadores del gen furizes FurF3y FurR2, para comprobar la presencia del gen furises
Figura2lA. Una vez comprobada la presencia del gen furises se extrajo plasmido de las
clonas 16, 25, 26 y 28. Figura 21B

Figura 21. Analisis electroforético de los productos de PCR en colonia y perfil plasmidico
en gel de agarosa al 1.5%. Panel A: transformantes obtenidas en E.coli One Shot Top 10,
carril 1 marcador 1Kb Fermentas; carril 2: clonas 15, 16 y 17; carril 3: clonas 21, 22 y 23;
carril 4: clonas 24, 25 y 26; carril 5: clonas 27, 28 y 29. Panel B: plasmido obtenido de las
transformantes, carril 1: clona 16; carril 2: clona 25; carril 3: clona 26; carril 4: clona 28.

8.6.2 Analisis de la orientacion del gen furizes

La construccion pEXP5-CT::furizes fue analizada mediante PCR y con las enzimas de
restriccion EcoRI y Aval para comprobar la direccion 5°-3” del inserto como se muestra en
la Figura 22. Se realiz6 una restriccion con la enzima Aval que tiene un sitio de corte en el
vector y en el gen furises, liberando dos fragmentos que dependiendo de su tamafio nos
indican si el fragmento se encuentra en la direccién 5-30 en la direccion 3°-5". Para la
direccion 5°-3"del inserto los tamafios de las bandas son de 327 y 2,853 pb, y para la
direccion 3°-5"del inserto son de 372 y 2,808 pb. En la figura 22A se observa que sélo en
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las clonas pEXP5-CT::furises1s Yy PEXP5-CT::furizes2e Se encuentra el fragmento
correspondiente a la direccion 5°-3"del inserto. La restriccion con la enzima EcoRl muestra
una banda de 3,810 pb correspondiente al plasmido linearizado de la clona pEXP5-
CT::furizes-26 (Figura 22C).

El anélisis mediante PCR con los iniciadores del vector pEXP5-CT y del inserto se realizd
con la clona pEXP5-CT::furises26. L0OS tamafios esperados son: 642 pb al amplificar con
delantero del inserto (FurF3) y reverso del vector (T7 reverso) (ver carril 3), 576 pb al
amplificar con el delantero del vector (T7 delantero) y el reverso del inserto (FurR2) (ver
carril 2), y al utilizar reverso del inserto (FurR2) y del vector (T7 reverso) no obtener
amplificado carril 1 (Figura 22B).
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Figura 22. Analisis de la orientacion 5°-3° del fragmento del gen furises. Panel A:
restriccion con Aval; carril 1: pEXP5-CT::furises.16; carril 2 pEXP5-CT::furises.2s; carril 3:
PEXP5-CT::furises2s; carril 4 pEXP5-CT::furises.2e; carril 5 marcador Fermentas DNA mix.
Panel B. PCR con los iniciadores del vector y del inserto de la construccion pEXP5-
CT::furisgs-26; carril 1: FUrR2+T7 reverso; carril 2: T7 delantero+FurR2; carril 3: FurF3+T7
reverso; carril 4: Marcador Fermentas DNA mix. Panel C. Restriccién con EcoRI carril 1
marcador Fermentas DNA mix 1Kb, carril2 pEXP5-CT::furisgs-2s

45



Una vez verificada la direccion del inserto se transformG en células quimicamente

competentes E. coli (BL21) pLys, y las colonias transformantes candidatas se analizaron

por PCR en colonia con los iniciadores del gen furises (FurF3-R2).

Figura 23. Analisis en gel de agarosa al 1.5% del PCR de las transformantes
candidatas de E.coli BL21 pLys, carril 1: marcador Fermentas DNA mix 1 kb; carril 2:
clona 20; carril 3: clona 26; carril 4: clona 30; carril 5: clona 40.

8.6.3 Induccidn de la proteina Furiass

Los ensayos de induccion se realizaron utilizando las concentraciones de 0.1, 0.25, 0.5 y
1mM de IPTG, se tomaron muestras a diferentes tiempos de induccién (Figura 24A y B).
En base al analisis de datos obtenidos en la Figura 24 se decidid utilizar la concentracion de
0.1mM de IPTG para ensayos posteriores. Para determinar el tiempo 6ptimo de induccion
se realizo el ensayo durante 6 horas y se tom0 muestra cada hora, el analisis de la Figura
25A y B; nos sirvi6 para determinar que el tiempo para obtener una cantidad suficiente de
proteina fue 3 horas. Finalmente se realizd la induccion a 30 y 37°C para determinar si la
temperatura afectaba la expresion de la proteina, los datos mostrados en la Figura25 Cy D
se observa que a 37°C hay una mayor cantidad de proteina, una vez estandarizadas las
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condiciones de ensayo éstas se utilizaron en ensayos posteriores, las condiciones fueron a
37°C durante 3 horas con 0.1mM de IPTG.

19.6

19.6

Figura 24. Andlisis por PAGE-SDS al 12% de la proteina Furises en diferentes tiempos de
induccién con 0.1mM y 0.5 mM de IPTG Panel A: carriles 1-3:1 hora; carril 1: sin IPTG; carril 2:
0.5mM IPTG; carril 3: ImM IPTG,; carriles 4-6: 2 horas; carril 4: sin IPTG; carril 5: 0.5mM IPTG;
carril 6 :1mM IPTG; carril 7: marcador de proteinas pretefiido Fermentas, carriles 8-10: 3 horas;
carril 8: sin IPTG; carril 9: 0.5mM IPTG; carril 10: ImM IPTG. Panel B: carriles 1-3: 0.1mM.
carril 1: 30 minutos; carril 2: 1 hora; carril 3: 2 horas; carril 4: marcador de proteinas pretefiido
Fermentas; carril 5-7: 0.25mM; carril 5: 30 minutos; carril 6: 1 hora; carril 7: 2 horas; carril 8-10:
0.5mM; carril 8: 30 minutos; carril 9: 1 hora; carril 10: 2 horas.
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Los datos observados en de la Figura 24 permitieron elegir la concentracion de 0.1mM,

para la induccion de la proteina y posteriormente se visualizé por western blot. Figura 25 A

y B.
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Figura 25. Andlisis por PAGE-SDS al 12% de la induccion con 0.1 mM de IPTG a diferentes
tiempos y temperaturas. Panel Ay Cy panel B y D Western blot. Ay B: carril 1: marcador de
proteinas pretefiidas Fermentas; carril 2-5: 0.1 mM IPTG; carril 2: 1 hora; carril 3: 2 horas; carril
4: 4 horas; carril 5: 6 horas; carriles 6-9: sin IPTG; carril 6: 1 hora; carril 7: 2 horas; carril 8: 4
horas; carril 9: 6 horas. Panel C y D: carriles 1, 2: 30°C; carril 1: sin IPTG; carril 2: 0.1 mM
IPTG; carril 3: marcador de proteinas pretefiidas Fermentas; carril 4,5: 37°C; carril 4: 0.1 mM
IPTG; carril 5: sin IPTG.

8.6.3.4 Purificacion de la proteina Furisgs

La proteina Furizgs de G. diazotrophicus en E.coli se purificd en condiciones nativas

utilizando diferentes concentraciones de imidazol. Figura 26A.

Para comprobar la purificacion en condiciones nativas, se realiz6 un PAGE-SDS y se

utilizo la tincién con plata Figura 26B.

48



19.6

19.6 —>

Figura 26: PAGE-SDS 12%. Panel A: purificacion de la proteina Furises en condiciones
nativas en columna de afinidad Ni-NTA, carril 1: marcador de proteinas pretefiidas
Fermentas; carril 2: elucion con 75 mM imidazol; carril 3: 100 mM imidazol; carril 4: 250
mM imidazol; carril 5: 300 mM imidazol. Panel B: tincion plata, carril 1: elucion con 75
mM imidazol; carril 2: 100 mM imidazol; carril 3: elucién 250 mM imidazol; carril 4:
marcador de proteinas pretefiidas Fermentas.
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Debido a que la cantidad que se obtuvo de proteina (0.5 mg/ml) no era suficiente para
realizar los ensayos de oligomerizacion, se decidié purificar mediante condiciones hibridas.
En la Figura 27 se muestran las eluciones con diferentes concentraciones de imidazol

obtenidas en la purificacion en condiciones hibridas.

19.6

Figura 27: Corrimiento en PAGE-SDS al 12% de la purificacion en condiciones hibridas de la
proteina Furisgs con 250 y 300 mM de imidazol. Carriles 1-4 eluciones 250 mM carril 5: marcador
de proteinas pretefiidas Fermentas; carriles 6-10: eluciones 300 mM.

Se utilizé la proteina obtenida de la elucion de 250 mM de imidazol para realizar los
ensayos de oligomerizacién, sin embargo no se logré observar la formacion de dimeros
(datos no mostrados), ya que la cantidad de proteinas seguia siendo insuficiente (2mg/ml).
El protocolo de purificacion en condiciones hibridas se modificd, se cambid el buffer de
lisis y se utilizé un gradiente de eluciones empezando desde 5 mM hasta 300 mM de
imidazol (Ver anexo). De esta manera se logré obtener una cantidad suficiente de proteina
(40mg/ml) para realizar los ensayos de oligomerizacién Figura 28.
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Figura 28: Purificacion por columna de afinidad Ni-NTA de la proteina Furisss en
condiciones hibridas modificadas con 250 y 300 mM de Imidazol y anélizadas por PAGE-
SDS al 15%. Panel A: carriles 1-4: eluciones de 250 mM; carril 5: marcador de proteinas
pretefiidas Fermentas. Panel B: carril 1: marcador de proteinas pretefiidas Fermentas;

carriles 2-4: eluciones de 300 mM.




8.6.3.5 Ensayos de oligomerizacion

La proteina Furizeg se dializo contra un buffer acético acetato pH4.0 durante toda la noche,
y la proteina dializada fue utilizada para todos los ensayos de oligomerizacion. Primero se
realizd el ensayo de oligomerizacion a diferentes tiempos de incubacion y con diferentes
concentraciones de glutaraldehido. La proteina Furizes purificada se puso a interactuar con
glutaraldehido y se incub6 durante 10, 20 y 30 minutos, las muestras se analizaron en
PAGE-SDS 12% Figura 29A. En la Figura 29B, se observa el ensayo de oligomerizacion
con diferentes concentraciones de glutaraldehido (0.5-2.5%). Estos ensayos nos permitieron
observar que la proteina Furizes forma oligdmeros dentro de los que se encuentran dimeros,

trimeros y tetrdmeros.
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Figura 29: Ensayo de entrecruzamiento de la proteina Furises purificada con glutaraldehido
y analizado en PAGE-SDS 12%. Panel A: ensayos de oligomerizacion de la proteina Furisgs
con 2.5% de glutaraldehido a diferentes tiempos de incubacion, carril 1: proteina Furisgs Sin
tratamiento; carril 2: 10 minutos; carril 3: 20 minutos; carril 4: 30 minutos; carril 5:
marcador de proteinas pretefiidas Fermentas. Panel B: ensayos de oligomerizacion de la
proteina Furises durante con diferentes concentraciones de glutaraldehido y tiempo de
incubacion de 20 minutos; carril 1: Furises sin tratamiento; carril 2: 0.5%; carril 3: 1.5%;
carril 4: 2.0%; carril 5: 2.5%; carril 6: Marcador de proteinas pretefiidas Fermentas. M:
mondmero, D: dimero, T: trimero, Tet: tetramero.
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Para conocer si estos patrones de oligomerizacion se veian afectados, se realizaron ensayos
de oligomerizacion utilizando agentes reductores (DTT y B mercaptoetanol), oxidantes
(H20.) y fuerza ionica (NaCl). A la proteina Furizgs se le agrego glutaraldehido 2.5% a ésta
reaccion se le agregaron los agentes reductores y oxidantes. En el anélisis de la Figura 30
se observan los diferentes patrones de oligomerizacion al interactuar la proteina Furizes con

B.mercapto-etanol, DTT y H20,.

Tri

Figura 30. Ensayo de oligomerizacion con agentes reductores y oxidantes en presencia de
glutaraldehido al 2.5% en PAGE-SDS, carril 1: marcador de proteinas pretefiidas Fermentas;
carril 2: Furisgg; carril 3: Furises + glutaraldehido; carril 4: 5mM DTT+ 15 mM MnCIZ; carril

5:15 mM MnCIZ; carril 6: 5 mM DTT; carril 7: 50 mM DTT,; carril 8: 10 mM B-mercapto
etanol; carril 9;: 15 mM H20,. M: monémero, D: dimero, T: trimero, Tet: tetrdmero.

Otro factor que afecta la oligomerizacion de la proteina Furizes s el estrés salino, para éste
ensayo interactdo la proteina con diferentes concentraciones de NaCl, y los resultados se
muestran en la Figura 31. En esta figura se puede observar que a medida que la
concentracion de NaCl aumenta el dimero disminuye, y el trimero se observa muy
disminuido en la concentracion mas alta de NaCl en experimentos realizados en Anabaena
el comportamiento es diferente ya que a medida que aumenta la concentracion de NaCl hay

mayor formacion de dimeros (Hernandez y cols, 2002).
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Figura 31. Efecto de la concentracion de NaCl en la oligomerizacion de la proteina Furisgg,
carril 1: marcador de proteinas pretefiidas Fermentas; carril 2: Furisgs Sin tratar ; carril: 3:
Fur+ glutaraldehido 2.5%; carril 4: 20 mM NacCl; carril 5: 100 mM NacCl; carril 6: 250 mM
NaCl; carril 7:500 mM NaCl. M: mondmero, D: dimero, T: trimero, Tet: tetrdmero.

Debido a que la proteina Fur tiene sitios de union a metal y un sitio estructural de Zn?*se
realizé un ensayo incubando la proteina Furizes con glutaraldehido 2.5% y a esta mezcla se
le adiciono diferentes tipos de metales, en la Figura 32 se muestran los resultados obtenidos
en este ensayo. El PAGE-SDS muestra la presencia del dimero en todos los pozos, y el
trimero sélo se observé en el pozo que contenia la reaccion de la proteina Furizgs + FeCls y
en menor proporcion en el pozo de la reaccion Furizeg + ZnClo.
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Figura 32. Corrimiento del ensayo de oligomerizacion de la proteina Furisss con diferentes
metales divalentes en PAGE-SDS al 12%, carril 1: marcador de proteinas pretefiidas
Fermentas; carril 2: Furises; carril 3: Fur+glutaraldehido 2.5%; carril 4: Fur+ glutaraldehido
2.5%+1 mM Zn?**; carril 5: Fur+glutaraldehido 2.5%+1 mM Zn?*+1 mM DTT; carril 6:
Fur+glutaraldehido 2.5%+1 mM Ca?%; carril 7: Fur+ glutaraldehido 2.5%+1 mM Fe%.; carril 8:
Fur+glutaraldehido 2.5%+1 mM Co?; carril 9: Fur+glutaraldehido 2.5%+1 mM Mn?. M:
monomero, D: dimero, T: trimero, Tet: tetrdmero.
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8.6.3.6 Ensayos de estres oxidativo en E. coli BL21(pLys)ur1398

El andlisis de estrés oxidativo in vivo se realizd en E. coli furisss que sobreexpresa la
proteina Furizgs de G. diazotrophicus Pal5. Como controles negativos se utilizaron: E. coli
BL21, y E. coli BL21 con el vector vacio, las condiciones de ensayo se muestran en la
metodologia anteriormente descrita. Los resultados de viabilidad mostrados en las
Figuras 33 y 34 muestran que la sobreexpresion de la proteina Furizgs en células E. coli
BL21(pLys) inducidas, aumenta la sobrevivencia de éstas cuando se encuentran en
condiciones de deficiencia de hierro (medio adicionado con DPD). Sin embargo cuando las
celulas fueron expuestas a condiciones de abundancia de hierro (medio adicionado con
FeCls) o bien no se agregan quelantes de hierro la proteina Furizes parece no proteger a las

células del estrés oxidativo causado por la presencia de H20>.
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BL21:pEXP
1.0 1 BL21:pEXP::furysqg
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BL21:pEXP5+DPD
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0.2 T

2+
BL21+Fe
T BL21:pEXP+ Fe?’
BL21:pEXP::fur1398+Fe2+

H,0, (M)

Figura 33. Analisis de estrés oxidativo en E. coli BL21(pLys), pEXP5CT y pEXP5CTfurises en
placas de medio LB sin hierro e IPTG. Se muestra el halo de inhibicion en cm de cada
tratamiento a 0.15 y 1.2 M de H:0,. SEM. p=0.005, este fue realizado en tres ensayos
independientes.
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Figura 34. Anélisis de estrés oxidativo en E. coli BL21(pLys), pEXP5CT y pEXP5CTfurisgs €n
placas de medio LB con y sin hierro e IPTG. Se muestra el halo de inhibicion en cm de cada
tratamiento a 0.15 y 1.2 M de H;0,. SEM. p=0.005, este fue realizado en tres ensayos
independientes.

57



Figura 35. Ensayos de estrés oxidativo en placa, efecto del H,0, en el sobrevimiento de las

celulas. De izquierda a derecha E. coli BL21 pLys, E. coli BL21 pLys (vector vacio), E. coli
BL21 pLys pEXP::fur ,,. . Concentraciones de H20;: 1(2.4 M), 2(1.2 M), 3(0.6 M), 4(0.3 M), 5

(0.15 M). A. Células tratadas con DPD. B. Celulas tratadas con FeCls. C. Células sin FeCls y sin
DPD.
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9. Discusion.

El hierro es un nutriente esencial para la mayoria de las bacterias debido a que es cofactor
de diversas enzimas y también es componente de proteinas transportadoras de electrones.
Ademaés de su importancia metabdlica, las bacterias patdgenas utilizan la disponibilidad del
hierro como sefial para la regulacién de genes de virulencia. A pesar de la dependencia
metabolica del hierro, las concentraciones celulares deben estar intrincadamente reguladas
en ambientes aerdbicos para prevenir la formacion de especies reactivas de oxigeno
mediadas por Fe?*. En la mayoria de las bacterias, esta compleja regulacion es llevada a
cabo por la proteina reguladora de la captacion de hierro conocida como Fur (Bender y
cols., 2007).

Los avances recientes en gendémica, protedmica y bioinformética han facilitado el uso de la
tecnologia del DNA recombinante con el fin de evaluar cualquier proteina de interés. En
este trabajo se utilizé el vector de expresion pEXP5-CT el cual cuenta con el origen de
replicacion pUC que permite un alto nimero de copias. Ademas cuenta con el promotor T7,
el cual es muy utilizado para la expresion de proteinas. La cepa que se escogié para realizar
la expresion de la proteina Furisgs fue E. coli BL21(DE3)pLysS porque que contiene el

lisogeno ADE3 y el plasmido pLysS (Invitrogen).

Los resultados obtenidos de la secuenciacion en la Unidad de Sintesis y Secuenciacion del
Instituto de Biotecnologia, UNAM de las construcciones pEXP::furisest, y pEXP::furizes?
resaltaron la importancia del mantenimiento del marco de lectura correcto en el vector de
expresion al momento de realizar la clonacién, ya que como se pudo observar a pesar de
que la orientacion 5°-3" fue correcta, no hubo expresion de la proteina Furizgs Figuras 18 y
19. El disefio de un nuevo iniciador furF3 a partir del sitio de inicio del gen furizes y
utilizando el iniciador reverso furR2, obtuvimos por PCR un fragmento de
aproximadamente 495 pb, este fragmento se clono en el vector pEXP5-CT, dando como
resultado la construccion pEXP::furises, la cual fue verificada por andlisis de restriccion.
Los ensayos de induccion con IPTG a diferentes concentraciones, nos permitieron conocer
la concentracion Optima para llevar a cabo la expresién de la proteina Furizes. La

purificacion se realizo por cromatografia de afinidad a Niquel. Este sistema esta disefiado
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para la purificacion de proteinas con etiquetas de histidina (6xHis), en condiciones nativas
o0 desnaturalizantes, la eleccion del método de purificacién depende de la solubilidad de la
proteina y la necesidad de mantener la actividad bioldgica de esta para estudios posteriores.
Sin embargo, si la proteina es insoluble pero se quiere preservar la actividad se utiliza la
purificacion en condiciones hibridas en la cual, la lisis y la unién a la resina se realiza en
condiciones desnaturalizantes y las eluciones se realizan bajo condiciones nativas
(Invitrogen). Debido a que la proteina Furizeg Se encontraba en el sobrenadante después de
la lisis se decidi6 utilizar la purificacion en condiciones nativas, en esta condicion se
obtuvo la proteina Furisge libre de proteinas contaminantes como se observa en la Figura
26, sin embargo el problema que presentd esta purificacion fue que la proteina se purifico
en muy baja concentracion. Puede suponerse que esta baja concentracion de proteina se
debid a que la mayor parte de la proteina se encontraba en cuerpos de inclusién, por lo que
se utilizd la purificacion en condiciones hibridas, con esta purificacion se logré obtener un
poco mas de proteina sin embargo seguia siendo insuficiente (2mg/ml) para realizar los
ensayos de oligomerizacién que requieren de aproximadamente 50mg/ml. Se analizaron las
posibles causas de la obtencion de una baja concentracion de proteina Furisgs purificada,
una causa puede ser, que la proteina podria estarse degradando durante el proceso de
purificacion, ya que el buffer de lisis utilizado en la purificacion en condiciones hibridas no
contenia ningun agente estabilizador. Se ha reportado que el glicerol mejora la estabilidad
estructural de las proteinas a través de una alteracion en el equilibrio hidrdéfilo-lipofilo
(HLB) (Pagliaro y cols., 2008) por lo que se agregé al buffer de lisis glicerol a una
concentracion de 0.5%, también se agregé el detergente NP-40 0.1%, éste es utilizado en
los buffers de lisis para extraer y solubilizar proteinas y ademas se conoce que Su
presencia aumenta la actividad de las proteinas en comparacién con las no tratadas (Weitz y
cols., 1986). Al utilizar este protocolo en condiciones hibridas modificado, se logr6 obtener
40 mg/ml de la proteina Furiagegs, con los datos obtenidos anteriormente podemos sugerir que

la proteina Furiaeg es inestable bajo las condiciones de purificacion antes utilizadas.

Los genes bacterianos estan organizados en operones o “clusters” de genes corregulados,
este tipo de estructuracion permite que todos los genes de un operdn se activen o desactiven
al mismo tiempo, ademas permite la expresion simultanea de todos los genes que se

encuentran en cis en el operon. La agrupacién de genes relacionados bajo un mecanismo de
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control comdn permite que las bacterias se adapten rapidamente a los cambios en el medio
ambiente. (Ralston A., 2008). El gen furisss de G. diazotrophicus se encuentra formando
parte de un operdn constituido por: 1) El regulador transcripcional Ros/MucR que es uno
de los genes conservados en las o proteobacterias y que ademas es importante en
interacciones bacteria-hospedero. Estudios recientes vinculan genéticamente las mutaciones
de ros y mucR con defectos en el crecimiento y diferencias en la mucosidad de la colonia,
también ha sido determinado que las proteinas transcripcionales Ros/MucR regulan
diversos genes, incluidos aquellos involucrados en la sintesis de polisacarido, movilidad y
quorum sensing (Caswell y cols., 2013). 2). Un gen que codifica para la lisofosfolipido
aciltransferasa (LPLAT) que contribuye a la asimetria y diversidad de la membrana
(Shindou., 2009). 3) un gen que codifica para una apolipoproteina N-acetil transferasa. En
estudios in vitro el ultimo paso en la maduracion de lipoproteinas es la N-acetilacion de las
apolipoproteinas por la apolipoproteina de membrana plasmatica la N-acetil transferasa
(Lnt), que es necesaria para el reconocimiento de las lipoproteinas de la membrana externa
por el sistema Lol, que las transporta desde el plasma a la membrana externa. En mutantes
del gen Int obtenidas en Salmonella entérica se muestra la actividad de Lnt termosensible
(Robichon y cols., 2005). Las funciones de los genes que estan en este operon se
relacionan con funciones relacionadas a la morfologia de la colonia, secrecion de
exopolisacaridos y viabilidad celular. Debido a la importancia de regular la cantidad de
ROS que se generan en la célula; G.diazotrophicus tiene la habilidad de proteger su
nitrogenasa contra la inhibicion producida por el oxigeno. Estudios previos han sugerido
que la actividad de la nitrogenasa esta controlada por un mecanismo de “switch”
encendido/apagado para el Oz o bien que sintetiza levanas que forman un mucilago que la
protege para lograr un flujo 6ptimo de O2 que permita la respiracion aerdbica sin inhibir su
actividad (Eskin y cols., 2014). En base a lo anterior podria asumirse que el operon del que
forma parte furizgs regula los genes encargados de la produccion de mucilago que evita que
concentraciones altas de O ingresen a la célula, inhibiendo asi la formacion de ROS que
ademas de causar dafio celular, inhiben la actividad de la nitrogenasa, que a su vez
disminuye la cantidad de nitrégeno fijado por la bacteria. Sin embargo, estas no son las
unicas funciones en las que este operdn podria estar involucrado, debido a que dentro de

éste hay dos reguladores transcripcionales (ROS/MUCR y Fur) los genes blanco que se
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estén regulando positiva 0 negativamente pueden incluir funciones relacionadas con
sintesis de polisacarido, genes relacionados con la produccion de siderdforos,
mantenimiento de la integridad celular, entre otros (Caswell y cols., 2013).

La proteina Fur ha sido estudiada y gracias a los analisis de mutaciones se ha provisto de
informacion funcional. Por ejemplo mutaciones de Hisio y Cyss en Fur de E. coli
identificaron 4 residuos criticos Hsz, Hi17, Co2 Y Cos éstos dos ultimos reconocidos como
ligandos de union a metal. En estudios de resonancia magnética (NMR) de la proteina Fur
de E. coli se identificaron a Hissz y a Hisiz2 como ligandos de union a metal. Mutagénesis
de la proteina Fur de Vibrio cholerae mostrd que los residuos Hgo y D113 son importantes
para la funcionalidad de la proteina Fur. El residuo Hgo Se encuentra en el motivo altamente
conservado (HHDH) que estd involucrado en la unién de hierro en E.coli. En P.
aeuroginosa los residuos de los aminoacidos A1o Y Hse son criticos para la regulacion de la
proteina Fur. La region altamente conservada HHDH en P. aeuroginosa abarca los residuos
86-89; mutaciones en estos residuos mostraron que mientras Hgs y Dgg son parcialmente
dispensables, Hg7 y Hsg son esenciales para la funcionalidad. Sin embargo a diferencia de la
proteina Fur de E.coli que contiene residuos de Cys requeridos para la unién de metal, la
proteina Fur de P. aeuroginosa carece de estos residuos esenciales (Carpenter y cols.,
2010).

En G. diazotrophicus aun no se han hecho estudios de mutagénesis en residuos de la
proteina Furizgs, Sin embargo se puede sugerir la funcion de ciertos residuos basados en la
informacién de los andlisis de alineamientos realizados in silico. La proteina Furizes tiene
un dominio de union a DNA el cual estd constituido por 14 aminoacidos de los cuales 5
aminoacidos coinciden con los amino&cidos en la proteina Fur de E.coli, estos aminoécidos
son: Aeo, Te1, Ve2, Ye3, Y Res; la proteina Furizgs también cuenta con sitios de union a metal
con un total de 9 aminoacidos de los cuales Hao, Ess, Hos, Ho7, E10s, Hi132 coinciden con la
proteina Fur de E. coli, y en el sitio de dimerizacion los residuos conservados son log, Hi24
y Li2g, H132 ¥ L13s, SON 4 de los 16 aminoacidos que forman parte del sitio de dimerizacion.
Respecto al sitio altamente conservado HHDH se encuentra entre los aminoacidos 94 al 97

de los cuales solo Hos y Ho7 se encuentran conservadas, 1o cual puede sugerir que de la
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misma forma que en P. aeuroginosa, los dos aminoacidos que no se encuentran

conservados en G. diazotrophicus no son esenciales para la funcionalidad.

Una de las caracteristicas de la proteina Fur es su capacidad de formar dimeros, en la
proteina Fur de Anabaena se han realizado ensayos que demuestran que Fur puede
encontrarse en diferentes formas oligoméricas dentro de las que destacan dimeros, trimeros
y tetrdmeros, todas ellas afectadas por la presencia de agentes reductores, fuerza ionica y la
presencia de diversos metales (Hernandez y cols., 2002). En este trabajo se determind si la
proteina Furizes de G. diazotrophicus también posee propiedades oligoméricas. En los
ensayos de oligomerizacion con la proteina Furisgs se lograron observar dimeros, trimeros y
tetrameros al tratar la proteina con glutaraldehido 2.5%. Al realizar los ensayos con agentes
reductores se pudo observar que la proteina Furizes formd mondmeros, dimeros y trimeros,
a excepcion del tratamiento con 50 mM de DTT y B-mercaptoetanol, donde el trimero no se
pudo observar. Esto puede ser debido a que la presencia de trimeros esta estrechamente
ligada a la presencia de enlaces disulfuro entre un dimero y un monémero o bien entre
varios mondémeros. Por ello la ausencia de trimeros en las muestras con altas
concentraciones de DTT indica que la presencia de puentes disulfuro es necesaria para la
formacion de los trimeros. Bajo condiciones oxidantes como las causadas por la presencia
de un agente altamente oxidante como el H202 se forman dimeros y solo una pequefia
fraccion forma trimeros. Estos resultados muestran que en condiciones oxidantes una
pequefia fraccion los dimeros de Fur promueven la formacion de trimeros, sin embargo un
exceso de condiciones oxidantes sélo se observa la presencia de dimeros como lo

observado en los estudios realizados en Anabaena (Hernandez y cols., 2002).

El andlisis de los resultados realizados con fuerza idnica indica que al interaccionar la
proteina Furises con diferentes concentraciones de NaCl la oligomerizacion de la proteina
Furl398 se ve afectada. El incremento en la concentracion de NaCl provocd una
disminucion de dimeros, trimeros y tetrameros de la proteina Furises y por lo tanto un
incremento de la fuerza idnica, sugiere que la disminucion de interacciones hidrofobicas
podrian ser insuficientes debido a que hay una mayor proporcién de aminoacidos cargados
con respecto a los aminoacidos hidrofobicos. Por el contrario se observo una mayor

cantidad de dimeros en concentraciones bajas de NaCl. Nuestros resultados coinciden con
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aquellos para la proteina Fur de E.coli,donde la oligomerizacion depende de puentes salinos

intersubunitarios y aumenta en concentraciones bajas de NaCl (Lostao y cols., 2010).

El analisis in silico de la proteina Furizgs arrojo que cuenta con dos sitios de union a metal
y un sitio estructural de union a Zn®* que usualmente en otras proteinas Fur participa en el
plegado de la proteina a un estado conformacional activo. Los resultados experimentales
obtenidos, mostraron que la proteina Furises no solo puede estar interaccionando con Fe?*
y Zn?*, sino que también con el Co?" y el Mn?* estos promueven la formacion de dimeros.
Solo al utilizar los iones metalicos Zn?* y Fe?* se lograron observar dimeros y trimeros,
estos Ultimos fueron mas evidentes al utilizar Fe?*. Estos resultados demuestran que la
presencia de hierro es indispensable para la formacion de los estados oligoméricos de alto
orden en la proteina Furises. En E. coli la proteina Fur tiene dos puentes disulfuro cuya
reduccion en presencia de Zn?* es requerida para la reconstitucion del dimero. Lo cual
puede ser consistente con los resultados obtenidos con la proteina Furizges ya que se logro

observar una pequefia formacion de dimeros al ser tratada con ImM de Zn?* y DTT.

En muchos microorganismos la proteina Fur regula la expresion de genes involucrados en
la defensa contra el estrés oxidativo, como aquellos que codifican para la superoxido
dimutasa o la catalasa. En un estudio realizado en Anabaena mostr6 que la sobreexpresion
de FurA 'y FurB en E.coli incrementa la sobrevivencia de las células cuando son expuestas
a diferentes concentraciones de H»0.. Aunque la sobreexpresion de FurC no parece
influenciar la sobrevida de las células se hipotetiza que FurC pueda jugar un rol en la
regulacién de procesos metabdlicos como aquellos relacionados con la fotosintesis (Lostao
y cols., 2010).

La exposicién a ROS provoca la oxidacion reversible de los grupos tiol de residuos de
cisteinas clave en diversas proteinas, incluyendo reguladores transcripcionales, cinasas,
fosfatasas, proteinas estructurales y enzimas metabdlicas. Por ejemplo en bacterias el
mecanismo de censado y transduccion de sefiales por el peroxido de hidrégeno subyace en
cambios en la expresion de genes contenidos en reguladores transcripcionales que son
directamente oxidados en respuesta en presencia de peroxido de hidrogeno (Veal E y cols.,

2007). En la proteina Furizgs proponemos que el residuo de Cysis, pudiera estar involucrado
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en la formacion de oligdmeros de alto orden, también podria estar implicado en censar el

estrés oxidativo (Lostao Yy cols., 2010).

Los resultados mostrados en la Figura 34 de estrés oxidativo in vivo en E. coli BL21(pLys)
en condiciones de deficiencia de hierro sugiere una posible participacion de la proteina
Furizgs recombinante sobrexpresada en un 56% menor en presencia de hierro, sin embargo
los datos obtenidos en los cultivos adicionados con FeClz no muestran proteccion en
presencia de la proteina Furisgs al estrés ocasionado por el peroxido, ya que la presencia del
FeCls en abundancia por encontrarse en alto porcentaje como Fe?* en el cultivo proveniente
y ademas en la presencia de éste en las placas de LB, pudo haberse dado un proceso de
pérdida de la actividad de Fur probablemente debida a la agregacion heterogénea de la
proteina a través de la interrupcion de los puentes disulfuro disminuyendo la correcta
dimerizacion y la unién a la cadena de DNA (Bes y cols., 2001). Las cisteinas son sensibles
a la oxidacion por H2O: por lo que actian como sensores de estrés oxidativo; si revisamos
la composicion de aminoacidos de la proteina Furizes Se observa que solo cuenta con una
cisteina (Cie) razén por la cual la proteina Furizeg podria no estar protegiendo de manera

eficaz a las células contra el estrés oxidativo (Veal y cols., 2007).

Se ha observado que las células de E. coli bajo estrés oxidativo incrementan los niveles de
expresion de genes relacionados con el importe de hierro, esta sobreregulacién del regulén
Fur sugiere que el crecimiento de E. coli bajo condiciones de estrés de superdxido esta
limitado por hierro, de hecho estudios preliminares muestran que la adicion de DPD un
quelante de hierro a cultivos de E. coli creciendo bajo condiciones de estrés oxidativo
reduce el crecimiento de las células drasticamente (Blanchard y cols., 2007). Con base en lo
anterior se puede sugerir que la sobreexpresion de la proteina Furizes en las células BL21
podria estar regulando positivamente a genes relacionados con sider6foros con el fin de
captar el hierro libre del medio. En este estudio se observé en los ensayos con DPD una
protecciéon contra el estrés oxidativo en la cepa BL21 que sobreexpresa Furizgs. Sin
embargo es necesario estudiar con mas detalle la funcién de la cisteina en la proteina
Furizes de G. diazotrophicus Pal5 asi como el papel del hierro en la regulaciéon de la
proteina Furizes. Asi como analizar estas mismas condiciones en una cepa de E.coli

deficiente en el gen fur.
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10. Conclusiones.

o aa

aa

Se clond el gen furizgs en el vector de expresion pEXP5-CT TOPO

La induccion de la proteina Furises recombinante se logré con 0.1mM de IPTG

Las condiciones hibridas permitieron estabilizar a la proteina Furizeg recombinante
y obtener mayor concentracion.

La proteina Furisgs tiene la capacidad de formar dimeros, trimeros y tetrameros.

En presencia de agentes reductores solo es posible la visualizacién del dimero. Y en
condiciones de alta fuerza idnica no es posible observar las formas triméricas de la
proteina.

La proteina Furizes mostré tener actividad de proteccion contra el estrés oxidativo

en condiciones de ausencia de FeCls y menor proteccion en presencia de FeCls.
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11.- Perspectivas

» Realizar ensayos de unién de la proteina Furiseg al grupo hemo.

» Generar mutantes del gen furisss en G. diazotrophicus Pal5 y realizar su analisis
fenotipico.

» Realizar mutagénesis en los aminoacidos conservados de la proteina Furizeg, para

determinar aquellos involucrados en la unién de DNA y en la oligomerizacion.
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12. Anexos

ANEXO 1: METODOS DE BIOLOGIA MOLECULAR

Extraccion de ADN gendémico (CTAB comunicacion personal Pedraza y
cols., 2007)

1.- A partir de 1.5 ml de un cultivo bacteriano de 16 horas de incubacion, centrifugar

durante 2 minutos a 10000 rpm.

2.- Descartar el sobrenadante y resuspender el pellet en 567 ul de buffer TE al que se le
agrega 30 pul de SDS 20% y 3 ul de pronasa E(100 mg/ml).

3.- Incubar 1 hora a 37°C

4.- Agregar 100 pl de NaCl 5 M y 80 pl de una solucién alcalina de CTAB al 10%.
5.- Incubar 10 min a 65°C.

6.- Agregar 500 pl de una mezcla de cloroformo alcohol isoamilico (24:1).

7.- Centrifugar 5 min a 12000 rpm.

8.- Transferir la fase superior a otro tubo y agregar 2 volimenes de etanol al 100%.
9.- Incubar -20°C durante 2 horas

10.- Centrifugar 5 min a 12000 rpm

11.- Descartar el sobrenadante y lavar el pellet con 600ul de etanol al 70%.

12.- Centrifugar a 10000 rpm durante 5 min.

13.-Secar el pellet completamente en flujo laminar y resuspender en 50 pl de agua con

RNAsa. Incubar 30 min a 37°C

14.- Almacenar a 4°C.



PCR

REACTIVO VOLUMEN (pl)
Buffer de PCR HF 5x | 8

dNTP’s 4

furF 0.8

furR 0.8

DNA 0.5

Taq Phusion 0.2

DMSO 4

H20 21.7

Volumen final 40

Condiciones utilizadas en termociclador eppendorf utilizando la Tag DNA Polimerasa

recombinante (Invitrogen).

PASO TEMPERATURA | TIEMPO No. DE CICLOS
Desnaturalizacion inicial | 95°C 5 minutos 1
Desnaturalizacion 94°C 30 segundos

Alineamiento 66°C 50 segundos | 30

Extension 72°C 1 minuto

Extension final 72°C 20 minutos | 1

Conservacion 4°C 0




Condiciones utilizadas en termociclador eppendorf utilizando la Tag DNA Polimerasa

Phushion de alta fidelidad (Fermentas).

PASO TEMPERATURA | TIEMPO No. DE CICLOS
Desnaturalizacion inicial | 98°C 3 minutos 1
Desnaturalizacion 94°C 10 segundos

Alineamiento 66°C 15 segundos | 30

Extension 72°C 20 segundos

Extension final 72°C 20 minutos | 1

Conservacion 4°C ©

Clonacion del producto de PCR en el vector pEXP5-CT

REACTIVO Cantidad (pl)

Productode PCR | 1

Solucién salina 0.5

Agua 1

Vector TOPO 0.5

Volumen final 3

1.- Mezclar con cuidado e incubar a temperatura ambiente durante toda la noche

2.- Colocar esta reaccion en hielo y proceder a transformar en células E. coli quimicamente

competentes.



Extraccion de plasmido (Sambrook y cols.)

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 ul de buffer TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA. pH 8).

3.- Colocar 300 pl de solucion P1(50 mM Tris/HCI, 10 mM EDTA, pH8) y resuspender,

posteriormente agregar 15 ul de lisozima 4 mg/ml e incubar 5 minutos.

4.- Agregar 400 ul de solucion P2 (200 mM NaOH, 1% SDS) y mezclar por inversion.

Dejar incubar 5 minutos.

5.- Agregar 350 pl de solucion P3 (3 M acetato de potasio pH5.5 ajustar con &cido acético)

y mezclar por inversion muy suavemente. Incubar 10 minutos a 4°C.
6.- Centrifugar 15 minutos a 10000 rpm a 4°C.

7.- Tomar el sobrenadante y pasarlo a un tubo nuevo. Hacer un lavado con 400 ul de
cloroformo-alcohol isoamilico 24:1, mezclar durante 5 minutos y centrifugar 8 minutos a
10000 rpm.

8.- Recuperar la fase acuosa y hacer 2 lavados de cloroformo-alcohol isoamilico 24:1 y

centrifugar 8 minutos a 10000 rpm.

9.-Transferir la fase acuosa a un tubo nuevo y agregar 0.7 volimenes de isopropanol
mezclar suavemente y dejar incubar a temperatura ambiente durante 20 minutos.

Centrifugar a 13000 rpm durante 20 minutos.

10.- Eliminar el sobrenadante. Lavar con 1 ml de etanol al 70%. Repetir los lavados 2

VecCes.

11.- Eliminar cuidadosamente el etanol y dejar secar la pastilla. Resuspender la pastilla en

50ul de agua con RNAsa e incubar durante 20 minutos a 37°C.



Digestiones con enzimas de restriccion

ENZIMA
Aval EcoRl
H20 3.5ul 3.5ul
Buffer 1ul 1ul
DNA 5 ul 5 ul
Enzima 0.5 ul 0.5l
Volumen 10 ul 10 ul
final
Incubar 1 hora a 37°C. Incubar 1 hora a 37°C.

Inactivar incubando 20 minutos a
80°C.

Inactivar incubando 10 minutos a
65°C.




Anexo 2: Métodos de expresidn, lisis y purificacion de la proteina Fur.

Induccion con IPTG

1. Tomar con un asa 2-3 colonias e inocular en un matraz con 15ml de caldo LB con
Ap (100 pg/ml), Cm (34 pg/ml) e incubar en agitacion a 37°C durante toda la
noche.

2. Agregar una alicuota de 150ul a un matraz con 150 ml de caldo LB con Ap (100

pg/ml), Cm (34 pg/ml) y crecer hasta alcanzar una D.Ogoo 0.3.
3. Adicionar 0.1 mM de IPTG.
4. Crecer por 2 horas.
5. Centrifugar 10000 rpm a 4°C.
6. Lavar los paquetes celulares con buffer de fosfatos de potasio 20 mM pH7.6.

7. Centrifugar 10000 rpm a 4°C desechar el sobrenadante y almacenar la pastilla a
-20°C.

8. Analizar mediante PAGE-SDS.
Electroforesis en gel de poliacrilamida
Gel separador
H20
Acrilamida al 30%

Tris1.5MpH 8.8
Persulfato de amonio al 10% (PSA)

Dodecil Sulfato de Sodio al 10% (SDS)



N,N,N,N-tetrametil etilendiamina (TEMED)

Gel concentrador

H20

Acrilamida al 30%

Tris 1.0M pH 6.8

Persulfato de amonio al 10% (PSA)
Dodecil Sulfato de Sodio al 10% (SDS)
N,N,N,N-tetrametil etilendiamina (TEMED)
Buffer de camara

Tris 250 mM

Glicina 192 mM

Tincion con azul de Coomassie
Material

Solucién de tincion azul brillante de Coomassie R-250 (0.125% de azul de Coomassie;

50% de metanol; 10% &cido acético.
Método:

1.-Sumergir el gel de poliacrilamida en una solucién de tincion de azul de Coomassie por

30 minutos en agitacion.

2.- Destefiir con 20% de &cido acético hasta que las bandas sean notorias.



Transferencia de proteinas a membrana de nitrocelulosa
Solucién de transferencia
Tris 50 mM, glicina 80 mM, SDS 0.1%, metanol 20%

1.- Separar las proteinas presentes en las muestras por electroforesis en gel de

poliacrilamida.

2.- Transferir a una membrana de nitrocelulosa en semiseco (Transfer blot Semi Dry,

Biorad) utilizando la solucion de transferencia.

3.- Aplicar 15 mV por 1 hora.

4.- Dejar secar la membrana y almacenarla a -20°C
Western blot

1. Bloquear la membrana en PBS con 3% de BSA durante 2 horas en agitacion (55

rpm).

2. Lavar la membrana en PBS (0.05% tween 20) con agitacion por 5 minutos (repetir

dos veces).

3. Incubar 2 horas con el anticuerpo anti-polihistidina conjugado a fosfatasa alcalina
(Sigma-Aldrich) en PBS.

4. Lavar la membrana en PBS (0.05% tween 20) con agitacion por 5 minutos (repetir

dos veces).

5. Revelar con buffer alcalino conteniendo los sustratos BCIP (bromo-cloro-indolil
fosfato) / NBT (nitroblue tetrazolium) (Promega) hasta que sean notorias las bandas

azul-purpura.



Purificacion en condiciones nativas
Material

Buffer de lisis

50 mM NaH2PO4

300 mM NaCl

10 mM Imidazol

pH 8

Buffer de lavado

50 mM NaH2PO4

300 mM NaCl

20 mM Imidazol

pH 8

Buffer de elucion

50 mM NaH2PO4

300 mM NacCl

75, 100, 250 y 300 mM Imidazol

pH 8



Método

1.-Resuspender la pastilla en buffer de lisis 2-5 ml/gr de pastilla.

2.- Afiadir Img/ml de lisozima, incubar en hielo 30 minutos.

3.- Sonicar 6 pulsos de 10 segundos a méxima amplitud.

4.- Centrifugar a 12000 rpm a 4°C durante 15 minutos. Guardar el sobrenadante.
5.- Equilibrar la resina.

En un tubo estéril nuevo agregar 250 ul de resina y 500 pl de buffer de lisis. Agitar el tubo
5 minutos a 4°C y centrifugar 2 minutos a 4°C. Repetir dos veces el mismo paso y guardar
a4°C.

5.-Interaccion con la resina.

A un tubo que contenga el sobrenadante lisado agregar 250 pl de la resina Ni-NTA

equilibrada y un coctel de inhibidores de proteasas.
6.- Agitar durante toda la noche a 4°C.
7.- Centrifugar 10 minutos a 4°C 6000 rpm. Colocar el sobrenadante en un tubo nuevo.

8.- Pasar la resina a un tubo y lavar en agitacion a 4°C con 500 ul de buffer de lavado

durante 5 minutos y centrifugar 2 minutos a 5000 rpm 4°C. Repetir los lavados 5 veces.
9.- Elucién

Al tubo con Ni-NTA-proteina agregar 500 ul de buffer de elucion y agitar 5 minutos a 4°C,
centrifugar 5000 rpm 4°C y recuperar el sobrenadante. Repetir hasta realizar tres eluciones
(75, 100 y 250 mM de imidazol).



Purificaciéon en condiciones hibridas
Material

Solucién A (10x) pH si ajustar

200 mM Fosfato de sodio monobésico

5M NaCl

Solucién B (10x) pH sin ajustar

200 mM Fosfato de sodio dibésico

5M NaCl

Buffer de purificacion nativo (1x) pH 8.0

50 mM Fosfato de sodio monobésico

0.5 M NaCl

Solucion de Imidazol 3 M pH 6.0 (20 mM buffer de fosfatos de sodio, 0.5 M NaCl)
Solucién A (10x) 8.77% (w/v)

Solucién B (10x) 1.23% (w/v)

Buffer de lisis desnaturalizante pH 7.8 (20 mM buffer de fosfatos de sodio, 0.5 M
NaCl)

Solucién A (10x) 0.58% (w/v)

Solucién B (10x) 9.42% (w/v)

Urea6 M

Buffer de union desnaturalizante pH 7.8 (20 mM buffer de fosfatos de sodio, 0.5 M
NaCl)

Solucién A (10x) 0.58% (w/v)

Solucién B (10x) 9.42% (w/v)

Urea8 M

Buffer de lavado desnaturalizante pH 6.0 (20 mM buffer de fosfatos de sodio, 0.5 M
NaCl)

Solucién A (10x) 7.38% (w/v)

Solucién B (10x) 2.62% (w/v)

S Urea8M

0 0 0 0 *® 0 0o or

N o 00 2 0 0 0

0O 0



8.

Buffer de lavado nativo pH 8.0

S 20 mM de Imidazol en buffer de purificacion nativo 1x.

9.

Buffer de elucion nativo

< 250 mM de Imidazol en buffer de purificacion nativo 1x.

Método

1. Resuspender el paquete celular en 8ml de buffer de lisis.

2. Agitar suavemente por 15 minutos a temperatura ambiente.

3. Sonicar: maxima amplitud, 5 pulsos, 1 minuto (3 veces).

4. Centrifugar 13000rpm por 15 minutos a 4°C y transferir el sobrenadante a un tubo
nuevo.

5. Lavar la resina de agarosa Ni-NTA con agua y equilibrar con 4 ml de buffer de
union desnaturalizante, repetir paso 1 vez.

6. Eliminar la solucion, agregar la muestra y dejar en contacto por una hora con
agitacion suave a 4°C.

7. Colocar vertical la columna y permitir la salida de las proteinas que no se unieron a
la resina.

8. Lavar con 4 ml de buffer de unién desnaturalizante, repetir el paso 1 vez

9. Lavar con 4 ml de buffer de lavado desnaturalizante, repetir paso 1 vez.

10. Lavar con 8 ml de buffer de lavado nativo, repetir paso 3 veces mas.

11. Eluir con 6-12 ml de buffer de elucion nativo y recolectar fracciones de 1 ml.

Nota: Todos los buffers contendran 1mM PMSF y 10mM de 2-mercaptoetanol, ajustar

pH con NaOH/ HCI y almacenar a temperatura ambiente. Los buffers con urea deberan

mezclarse a una temperatura de 50-60°C hasta disolver completamente y dejar enfriar a

temperatura ambiente, finalmente esterilizar por filtracion (0.45 um filtro). Los buffers

con urea, lavado nativo y elucion nativo se preparan al momento.



Purificaciéon en condiciones hibridas Modificado
Material

Solucién A (10x) pH si ajustar

200 mM Fosfato de sodio monobésico

5M NaCl

Solucién B (10x) pH sin ajustar

200 mM Fosfato de sodio dibésico

5M NaCl

Buffer de purificacion nativo (1x) pH 8.0

50 mM Fosfato de sodio monobésico

0.5 M NaCl

Solucion de Imidazol 3 M pH 6.0 (20 mM buffer de fosfatos de sodio, 0.5 M NaCl)
Solucién A (10x) 8.77% (w/v)

Solucién B (10x) 1.23% (w/v)

Buffer de lisis desnaturalizante pH 7.8 (20 mM buffer de fosfatos de sodio, 0.5 M
NaCl)

Solucién A (10x) 0.58% (w/v)

Solucién B (10x) 9.42% (w/v)

Urea6 M

Imidazol 10 mM

Glicerol 0.5%

PMSF 1 mM

NP40 0.1%

Coctel inhibidor de proteasas dilucion 1:2000

0 0 0 0 *® 0 0o or

Lisozima 0.2 mg/mi

2- mercaptoetanol 10 mM

Buffer de union desnaturalizante pH 7.8 (20 mM buffer de fosfatos de sodio, 0.5 M
NaCl)

Solucion A (10x) 0.58% (wi/v)

0 0 00 00 00 o0o

O



< Solucion B (10x) 9.42% (w/v)

S Urea8M
7. Buffer de lavado desnaturalizante pH 6.0 (20 mM buffer de fosfatos de sodio, 0.5 M
NaCl)

2 Solucion A (10x) 7.38% (w/v)

<2 Solucion B (10x) 2.62% (w/v)

S Urea8M

8. Buffer A lavado nativo pH 8.0

< 5mM de Imidazol en buffer de purificacion nativo 1x.
9. Buffer B lavado nativo pH 8.0

2 20 mM de Imidazol en buffer de purificacion nativo

10. Buffer C lavado nativo pH 8.0

2 50 mM de Imidazol en buffer de purificacién nativo

11. Buffer D elucion nativo

< 100 mM de Imidazol en buffer de purificacion nativo 1x.
12. Buffer E elucion nativo

2 250 mM de Imidazol en buffer de purificacion nativo 1x.
13. Buffer F elucion nativo

< 300 mM de Imidazol en buffer de purificaciéon nativo 1x.
Método

Resuspender el paquete celular en 8ml de buffer de lisis.
Agitar suavemente por 15 minutos a temperatura ambiente.

Sonicar: maxima amplitud, 5 pulsos, 1 minuto (3 veces).

A w0 np e

Centrifugar 13000 rpm por 15 minutos a 4°C y transferir el sobrenadante a un tubo

nuevo.

5. Lavar la resina de agarosa Ni-NTA con agua y equilibrar con 4 ml de buffer de
unién desnaturalizante, repetir paso 1 vez.

6. Eliminar la solucién, agregar la muestra y dejar en contacto por una hora con

agitacion suave a 4°C.



7. Colocar vertical la columna y permitir la salida de las proteinas que no se unieron a
la resina.

8. Lavar con 4 ml de buffer de union desnaturalizante, repetir el paso 1 vez

9. Lavar con 4 ml de buffer de lavado desnaturalizante, repetir paso 1 vez.

10. Lavar con 25 ml de buffer A lavado nativo

11. Lavar con 30 ml de buffer B lavado nativo.

12. Lavar con 15 ml de buffer C lavado nativo.

13. Eluir con 6 ml de buffer D elucion nativo y recolectar fracciones de 1 ml.

14. Eluir con 5 ml de buffer E elucion nativo y recolectar fracciones de 1 ml

15. Eluir con 5 ml de buffer F elucién nativo y recolectar fracciones de 1 ml.

Nota: Ajustar pH con NaOH/ HCI y almacenar a temperatura ambiente. Los buffers con
urea deberdn mezclarse a una temperatura de 50-60°C hasta disolver completamente y
dejar enfriar a temperatura ambiente, finalmente esterilizar por filtracion (0.45 pm

filtro). Los buffers con urea, lavado nativo y elucién nativo se preparan al momento.
Anexo 3: Analisis bioquimico de la proteina Furisss

Ensayo de oligomerizacion (Hernandez J., 2002)

1.- Mezclar la proteina purificada con buffer acético acetato pH 4 y agregar 4.5 pl de
glutaraldehido 2.5%.

2.- Incubar 20 minutos a temperatura ambiente.
3.- Analizar mediante PAGE-SDS 12%.
Ensayos de estrés oxidativo (Gomollén S., 2009)

1. Tomar con un asa 2-3 colonias e inocular en un matraz con 15ml de caldo LB con
Ampicilina (Ap 100 pg/ml), Cloranfenicol (Cm 34 pg/ml) e incubar en agitacion a

37°C durante toda la noche.

2. Agregar una alicuota de 300 pl a un matraz con 30 ml de caldo LB con Ap

(100pg/ml), Cm (34pg/ml) y crecer hasta alcanzar una D.Oggo 0.6.



3. Adicionar 0.1 mM de IPTG.
4. Crecer por 2 horas.

5. Espatular 200 pl del cultivo inducido en placas de LB con Ap (100 pg/ml), Cm
(34pg/ml), IPTG 0.1mM.

6. Colocar discos de papel sartorius 291 de un didmetro de 0.5 cm a las
concentraciones de 0.15, 0.303, 0.606, 1.212, 2.425 M de H20:..

7. Incubar toda la noche a 37°C y medir los halos de inhibicién del crecimiento.

Nota: Utilizar las células E.coli BL21pLys y E.coli BL21(pLys) que contienen el vector
pEXP-5CT como control negativo.
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