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RESUMEN
ChrA es una proteina de membrana que confiere resistencia al oxianién cromato en
Pseudomonas aeruginosa, a través de la expulsion de cromato al exterior celular. ChrA
consta de 13 segmentos transmembranales (STMs) unidos por seis asas citoplasmicas y
seis asas periplasmicas. Esta proteina pertenece a la superfamilia de transportadores CHR
la cual consta de proteinas de cadena larga (LCHR) y proteinas de cadena corta (SCHR).
Utilizando mutagénesis sitio dirigida se han identificado algunos residuos neutros y
basicos esenciales para el funcionamiento de ChrA, a los cuales se les asigno un papel
estructural o funcional. El objetivo de este trabajo fue determinar la participacion de los
residuos &cidos transmembranales Asp346 y 362, ubicados en el STM XI, en la resistencia
a cromato conferido por la proteina ChrA de P. aeruginosa. Utilizando mutagénesis sitio
dirigida se cambiaron los residuos acidos por el aminoacido neutro alanina. Se obtuvieron
las mutantes Asp346Alay Asp362Ala, a las cuales se les evalud el nivel de resistencia con
respecto a la proteina silvestre en pruebas de susceptibilidad a cromato en caldo nutritivo a
37°C. Las mutantes Asp346Ala y Asp362Ala afectaron drasticamente el nivel de
resistencia a cromato, comportandose de manera similar al control sensible. Esto llevé a
concluir que los residuos Asp346 y 362 son esenciales en el funcionamiento de la proteina

ChrA, probablemente ayudando en mantener su correcta estructura.
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.- INTRODUCCION

1.- CROMO

a) Propiedades quimicas

El cromo es un metal de transicion del grupo VI-B de la tabla periddica con un numero
atomico de 24 y un peso atémico de 51.966. Tiene varios estados de oxidacion, pero las
formas mas estables y comunes son trivalente Cr(III) y hexavalente Cr(VI), ambas con
propiedades quimicas muy diferentes (Alloway, 1990).

El Cr(VI) existe como anion y se considera la forma mas toxica del cromo; usualmente se
encuentra combinado con el oxigeno formando iones cromato (CrO4>) o dicromato (Cr,07%).
Al contrario, el Cr(IIl) se encuentra formando 6xidos, hidréxidos o sulfatos. Los compuestos
de Cr(VI) son altamente solubles, fuertes oxidantes y en presencia de materia organica son
reducidos a Cr(IIl), sin embargo, altas concentraciones de Cr(VI) pueden sobrepasar la

capacidad reductora del ambiente y asi persistir como un contaminante (Cervantes y col.,

2001).

b) Transporte y acumulacion

El transporte activo del cromato a través de las membranas biologicas, usando la via de
transporte del sulfato, ha sido demostrada en una variedad de especies bacterianas (Cervantes
y col., 2001). El cromato utiliza el sistema de captacion de sulfato (Figura 1) debido a la
similitud quimica que tiene con este anion (SO4”), indispensable como fuente de azufre para
la sintesis de proteinas. Ambos oxianiones son moléculas tetraédricas con radios atomicos y
de hidratacion semejantes (Pardee y col., 1966). El cromato es transportado al interior celular

con gran facilidad, y se ha demostrado que es un inhibidor competitivo del transporte de sul-
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Figura 1. Transporte y acumulacion del cromo en la célula bacteriana. A) El cromato (CrO4”>)
puede ingresar a la célula a través de la via de entrada de sulfato. B) El Cr(Ill) es incapaz de
atravesar la membrana celular debido a su baja solubilidad en medios acuosos. Modificada de

Pérez, 2001.
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fato en bacterias (Karbanowska y col., 1977; Ohtake y col., 1987). Por otra parte, la mayoria
de las células son impermeables al Cr(III) debido a que éste forma compuestos insolubles en

soluciones acuosas no acidicas (Figura 1).

c) Toxicidad

Los efectos bioldgicos del Cr dependen de su estado de oxidacion. El Cr(VI) es considerado
la forma mas toxica del cromo (Cervantes y col., 2001). Una vez que ingresa a las células es
reducido intracelularmente a especies reactivas como Cr(V) y Cr(IV) y a su forma estable
Cr(IIT) (Snow, 1994) (Figura 2). La reduccion de Cr(VI) a Cr(III) se ha reportado en muchos
sistemas biologicos; la formacion transitoria de Cr(V) es el mecanismo probablemente
implicado en la toxicidad del Cr (Cervantes y col.,, 2001). La formacién de Cr(V) es
fundamental en el mecanismo implicado en el dafio en el DNA (Sugden y col., 2002). La
reduccion de Cr(VI) a Cr(V) genera cantidades significativas de radicales libres, como el
radical hidroxilo (OH) y el anion superoxido O, (Figura 2). Los radicales ‘OH pueden causar
alteraciones al DNA, asi como otros efectos toxicos (Cervantes y col., 2001).

Por otra parte, el Cr(IIl) intracelular puede ser secuestrado por los grupos fosfato del DNA
afectando la replicacion, transcripcion y causando mutagénesis. La interaccion del Cr(I1I) con
los grupos carboxilo y sulfhidrilo de péptidos y proteinas puede alterar su estructura y

actividad (Levis y Bianchi, 1982) (Figura 2).

2.- RESISTENCIA BACTERIANA A CROMATO
El uso excesivo de cromo en varias aplicaciones industriales ha causado una contaminacion
ambiental importante, ejerciendo un efecto inhibitorio sobre algunos microorganismos y al

mismo tiempo promoviendo la seleccion de variantes resistentes a este elemento. Una
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Figura 2. Mecanismos de toxicidad del cromo en bacterias. A) En el citoplasma el Cr(VI)
puede ser reducido a Cr(IIl). B) En este proceso puede ocurrir la formacion de productos
intermediarios como Cr(V) y radicales libres ‘OH, O,". C) Los radicales libres pueden oxidar
el DNA. D) El Cr(IIl) también puede interaccionar con el DNA, afectando la replicacion y
transcripcion; E) El Cr puede ademés unirse con las proteinas alterando su estructura y

actividad. Modificada de Aguilera, 2001.
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variedad de aislados bacterianos resistentes a cromato han sido reportados, incluyendo cepas
de ambientes naturales y clinicos; en estos aislados la tolerancia a cromato estd usualmente
asociada con plasmidos (Cervantes y col., 2001).

A nivel molecular se han analizado dos determinantes plasmidicos de resistencia a cromato:
los determinantes de los plasmidos pUMS505 de Pseudomonas aeruginosa (Cervantes y col.,
1990) y pMOL28 de Cupriavidus metallidurans, antes Alcaligenes eutrophus (Nies y col.,

1990).

a) Caracteristicas del gen chrA del plasmido pUM505

pUMS505 es un plasmido conjugativo de 100 kilobases aislado de una cepa de P. aeruginosa
de origen clinico; después de un analisis molecular, se encontrd que la resistencia a cromato
estd dada por la presencia de un solo gen llamado chrA, el cual se expresa de manera

constitutiva (Cervantes y col., 1990).

b) Caracteristicas de la proteina ChrA de Pseudomonas aeruginosa

A partir de la secuencia de nucledtidos de chrA se determind que codifica una proteina
hidrofobica de 416 aminoacidos llamada ChrA. En base a su composicion de aminoacidos
(63% de los cuales son hidrofobicos) y a su perfil hidropatico, la proteina ChrA se considera
una proteina de membrana (Cervantes y col., 1992).

La tolerancia a cromato conferida por la proteina ChrA se asocid inicialmente con la
acumulacion reducida de cromato radioactivo, tanto en P. aeruginosa como en C.
metallidurans y se hipotetizo que ChrA esta involucrada en la expulsion del i6n (Cervantes y
col., 1990; Nies y col., 1990). Se ha demostrado, usando vesiculas de membrana invertidas y

células intactas, que la proteina ChrA de P. aeruginosa funciona como una bomba expulsora
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de cromato del citoplasma, usando para ello la fuerza motriz de protones (Alvarez y col.,
1999; Pimentel y col., 2002). (Figura 3).

Recientemente, por andlisis de fusiones traduccionales con las enzimas reporteras fosfatasa
alcalina y [-galactosidasa, fue determinada la topologia de membrana de ChrA de P.
aeruginosa. De este trabajo se concluyd que ChrA consta de 13 segmentos transmembranales
(STMs), con el N-terminal localizado en el citoplasma y el C-terminal en el espacio
periplasmico (Jiménez-Mejia y col., 2006) (Figura 4).

Un alineamiento de las dos mitades de ChrA, cada una formada por seis STM, mostrd
significativa similitud de secuencias, aunque estas mitades se encuentran con orientaciones
opuestas en la membrana. Esto sugiere que las dos mitades de la proteina pueden tener

funciones distintas para el transporte de cromato (Jiménez-Mejia y col., 2006).

3.- SUPERFAMILIA CHR DE TRANSPORTADORES

La familia CHR de transportadores de cromato fue descrita por Nies y col. (1998) como un
grupo pequeno de proteinas procariotes involucradas en el transporte de sulfato o cromato. En
la actualidad, las bases de datos de las proteinas contienen varias docenas de homologos,
incluyendo proteinas de eucariotes. Ademas de las proteinas ChrA de P. aeruginosa y de C.
metallidurans (Cervantes y Campos-Garcia., 2007), recientemente en nuestro grupo de trabajo
se caracterizd el homologo del plasmido 1 de Shewanella sp ANA-3 (Aguilar, 2008). La
funcion de otros homodlogos CHR todavia no ha sido analizada con detalle (Cervantes y
Campos-Garcia., 2007).

Un andlisis filogenético realizado por Diaz-Pérez (2006) sugiere que las proteinas CHR

pueden ser derivadas de un evento de duplicacion génica, como ha ocurrido con miembros de
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Figura 3. Sistema de expulsion de cromato de P. aeurginosa. La proteina membranal ChrA
expulsa los iones cromato (CrO4>) del citoplasma empleando el potencial de membrana
generado durante el bombeo de protones de la cadena respiratoria. Adaptado de Pimentel .y

col., 2002
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Figura 4. Representacion esquematica de la topologia membranal de la proteina ChrA de
Pseudomonas aeruginosa. Se predice que los 416 residuos estan distribuidos en 13 segmentos
transmembranales (STM) representados por los cilindros (I-XIII), unidos por seis asas
periplasmicas (P1-P6), y seis asas citoplasmicas (C1-C6). El extremo amino se encuentra en
el citoplasma y el extremo carboxilo en el periplasma. Adaptada de Jiménez-Mejia y col.,

2006.
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otras familias de transportadores (Cervantes y Campos-Garcia., 2007). Los homologos CHR
existen en dos tamafios: proteinas de cadena corta (SCHR, de aproximadamente 200
aminodcidos, aa) con un solo dominio, y proteinas de cadena larga (LCHR, de
aproximadamente 400 aminoacidos, aa) con dos dominios homoélogos.

Del total de 135 secuencias de proteinas homdlogas analizadas, 77 consisten de proteinas
grandes LCHR, las cuales fueron colocadas en un arbol filogenético de siete subfamilias,
conteniendo proteinas principalmente de proteobacterias, entre las cuales se encuentran las
dos proteinas ChrA con funcion demostrada de transporte de cromato. Estos dos subgrupos, y
probablemente la subfamilia LCHR3, pueden contener otros transportadores de cromato
funcionales. La subfamilia LCHR4 incluye la tnica proteina de una arquea (Methanococcus
jannaschii). La subfamilia LCHR de hongos contiene seis proteinas de especies fingicas,
estrechamente relacionadas con la subfamilia LCHRI, que contiene todos los homodlogos
Gram positivos (Figura 5) (Cervantes y Campos-Garcia, 2007). Recientemente en nuestro
laboratorio se caracterizo el gen chrNC de Neurospora crassa que codifica una proteina que

probablemente esta involucrada en la resistencia a cromato (Flores, 2008).

4.- MUTAGENESIS DIRIGIDA

La mutagénesis dirigida es el método empleado para la produccion de mutaciones especificas
en un gen (Glick y Pasternak, 1994). Para realizar la mutagénesis dirigida se debe conocer la
secuencia precisa de nucleotidos del DNA que codifica los aminoacidos que se van a cambiar
y saber el cambio a realizar. Determinar cuales aminoacidos de una proteina deben ser
cambiados para tener una propiedad especifica es mas facil si se conoce la estructura
tridimensional de la proteina, determinada después de un analisis cristalografico por rayos-X.

Sin embargo, para la mayoria de las proteinas no se tiene esta informacion detallada, por lo
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LCHR2

LCHR3

LCHR5

LCHR4
LCHR6

Fungal LCHR

LCHR1

Figura 5. Arbol filogenético de la familia LCHR de la superfamilia de proteinas CHR. El
color en la leyenda de la izquierda indica la distribucion taxondmica de los grupos. La barra
vertical derecha muestra la clasificacion Gram de las bacterias. En rosa se representan las
(Gram positivo) y en Gris (Gram negativo). También se indican las siete principales
subfamilias mencionadas en el texto (LCHR1-6) y la subfamilia LCHR fungica. Las flechas
indican las dos proteinas caracterizadas funcionalmente, ChrA de C. metallidurans y ChrA de

P. aeruginosa. Tomada de Cervantes y Campos-Garcia, 2007.
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que la mutagénesis comunmente es una estrategia de “prueba y error” en la que se cambian
aquellos aminoacidos que mas probablemente causen un cambio en las propiedades de la
proteina (Glick y Pasternak, 1994). La mutagénesis es una herramienta importante en el
estudio de la expresion de genes asi como en el estudio de la relacion estructura-funcion de

las proteinas.

5.- AMINOACIDOS CON GRUPO R ACIDO

a) Propiedades de los aminoacidos con grupo R acido

El 4cido aspartico (D) y el 4cido glutamico (E) son los tnicos aminoacidos que pueden llevar
carga negativa a pH de 7. Los valores de pKa de los grupos R de los aminoécidos 4cidos son
tan bajos (D=3.9 y E=4.2) que incluso cuando los aminoacidos se incorporan en las proteinas,
la carga del grupo R se puede conservar en condiciones fisioldgicas. Por tanto, se suele
denominar a estos aminoacidos Aspartato (Asp) y Glutamato (Glu) (Mathews y col., 2006).
White y Wimley (1998) crearon una escala de hidrofobicidad que permite clasificar los
veinte aminodacidos naturales de acuerdo a su energia de transferencia (AGyt) desde el agua a
un solvente que imita el ambiente interno de la bicapa lipidica de la membrana, como es el
octanol. De acuerdo a esta escala, los aminodcidos mas favorecidos termodindmicamente para
ser insertados en el ambiente hidrofobico de la membrana son la fenilalanina y el triptofano
con un AGy de -1.7 y -2.0 kcal/mol, respectivamente. Por el contrario, los aminoacidos
menos favorecidos termodinamicamente para llevar a cabo este proceso de insercion son el
Asp y Glu, los cuales presentan un AGy,t de 3.6 kcal/mol, lo que significa que se requiere

mucho mas energia para que estos residuos puedan acomodarse en el interior de la membrana.

b) Participacion de los aminoacidos acidos en las proteinas de membrana
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A pesar de los factores energéticos desfavorables involucrados en la insercion de aminoécidos
ionizables (acidos y basicos) en el interior del ambiente hidrofobico de los fosfolipidos de la
membrana, tales residuos aparecen en regiones membranales de las proteinas encontradas en
este ambiente. Se ha puntualizado que la insercion en la membrana de los aminoacidos
ionizables puede facilitarse si su carga es neutralizada por interacciones ionicas, pues mientras
se requieren 10 kcal/mol para insertar un residuo cargado en el interior de una region con una
baja constante dieléctrica como la membrana, un puente salino entre aminoacidos cargados
puede requerir solo aproximadamente 1 kcal/mol (Honig y Hubbell, 1984).

El andlisis de mutagénesis mas notable en una proteina de membrana fue el realizado en el
transportador de lactosa de Escherichia coli LacY, el cual permitié6 demostrar que sélo seis
aminoacidos cargados (4cidos y bésicos), de los 417 presentes en la proteina, son esenciales
para el transporte. Todos estos aminoacidos cargados se encuentran localizados dentro de los
STMs. A cada uno de estos residuos se les ha asignado una funcion, ya sea en el transporte de
la lactosa o de protones (Abramson y col., 2003).

Existen aminoacidos con carga negativa en regiones transmembranales que no forman un
enlace i6nico, pero que justifican el gasto energético que implica su presencia en un ambiente
hidrofobico al tener una funciéon importante en la proteina donde se encuentran. Este es el
caso de los residuos acidicos Asp34, Asp109 y Glul12 presentes en STMs del simportador de
H'/Mn*" MntH de E. coli, los cuales se ha propuesto que estan involucrados en la
coordinacion del Mn”" para llevar a cabo su transporte (Haemig y Broker, 2004). Un ejemplo
de la formacion de un puente salino en el interior de STMs, es el formado por el Glu269
(STM VIII) y la Argl44 (STM V) en la permeasa de lactosa LacY de E. coli. Se propone que
este puente forma parte del sitio de unién del azlicar que transporta esta proteina, debido a que

esta interaccion estabiliza la formacion de dos puentes de hidrogeno entre la Argl44 y el
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sustrato lactosa, como se observo en la estructura cristalizada (Abramson y col., 2003).
Evidencia bioquimica sugiere que en cierto estado conformacional de LacY, diferente al
estado de union del azucar, el Glul26 (STM 1V) puede también formar un puente salino con
la Argl44 (Figura 6) (Abramson y col., 2003).

Otra forma de estabilizar residuos de Asp y Glu en STMs puede ser protonando o
desprotonando el grupo carboxilo de su cadena lateral. Hay evidencia de que el grupo
carboxilo del Asp61 de la subunidad C de la porcion FoF; ATPasa de E. coli puede ser
protonado o desprotonado como parte del mecanismo de transporte del proton (Miller, 1990).
Recientemente, usando un modelo de traduccidon in vitro de construcciones de proteinas
integrales de membrana, Meindl-Beinker y col. (2006) mostraron que parejas de Asp o de su
amida, la Asparagina (Asn), median interacciones de STMs vecinos, aumentando la eficiencia
de la insercion en la membrana de un STM marginalmente hidrofobico.

Los aminoacidos éacidos también suelen tener participaciones importantes en las regiones
hidrofilicas de las proteinas de membrana, como son las asas que unen los STMs. Hay
reportes que indican la participacion del Asp298 presente en el asa que une los STMs 2 y 3
del receptor SHTs;4 de raton, en cambios conformacionales involucrados en un estado
funcional de este canal catidnico y como un determinante critico de la accion del calcio sobre

el mismo (Figura 7) (Xiang-Qun y Lovinger, 2005).

II. ANTECEDENTES

Con la finalidad de identificar residuos esenciales para la funcion de ChrA de P. aeruginosa,
asi como para dilucidar su probable participacion en el proceso de expulsion del cromato, se
empled mutagénesis sitio-dirigida. En nuestro laboratorio el primer aminoacido seleccionado

como blanco de mutagénesis dirigida fue la Glicina 81, presente en el STM II de ChrA

Maurino Luna Luna 13 QFB-UMSNH



Papel de aminoacidos con grupo R acido en el funcionamiento de la proteina ChrA de P. aeruginosa

Figura 6. Puente salino formado en el interior de hélices transmembranales de la permeasa
LacY de E. coli. La Arginina 144 (R144, hélice V) forma un puente de hidrogeno bifurcado
con dos atomos de oxigeno del anillo galactopiranosil, asi como un puente salino con el
Glutamato 269 (E269, hélice VIII). Posiblemente el Glutamato 126 (E126, hélice IV)
también forma un puente salino con la Arginina 144 en un estado conformacional diferente al

de la union del sustrato. Tomada de Abramson y col., 2003
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Exterior celular

Citoplasma

Figura 7. Papel del residuo Asp-298 en el receptor SHT34 de raton, Se muestran los cuatro
segmentos transmembranales (TM1-TM4) que constituyen a la proteina y las asas que los
unen. Se sefala con una flecha el Aspartato 298 (D298) presente en el asa extracelular que
une TM2 con TM3, probablemente involucrado en un estado funcional del receptor. Tomada

de Xiang-Qun y Lovinger, 2005.
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(Figura 8). La Glicina 81 resultd ser esencial para mantener la resistencia a cromato
conferido por ChrA. Se continudé con las Prolinas 80 y 82 (Figura 8) las cuales también
mostraron su esencialidad para mantener la resistencia a cromato conferida por ChrA. Se
propuso que estas dos Prolinas son importantes para el STM II desde un punto de vista
estructural (Cortés, 2005). Otros aminoacidos que mostraron ser importantes en la proteina
ChrA, probablemente también desde un punto de vista estructural, fueron las Glicinas 44 y
45, presentes en el STM I, la Glicina 92 del STM 11, la Glicina 100 del STM III y el triptofano
63 ubicado en el asa periplasmica 1 (Figura 8) (Diaz-Pérez, 2006). Se propuso que las
Glicinas pueden participar en mantener la interaccion hélice-hélice transmembranales,
orientando asi estas hélices de manera correcta, como ocurre en otras proteinas de membrana
(Javadpour y cols., 1999). En el caso del Triptéfano 63 de ChrA se ha propuesto que este
residuo puede participar permitiendo que haya cambios conformacionales que provocan el
cierre o apertura del canal de transporte de cromato, o como estabilizador de la larga asa
periplasmica donde se encuentra (Figura 8), como se ha observado en otras asas de

caracteristicas similares (Ridder y col., 2000; Chen y col., 2001).

También se seleccionaron residuos basicos (Arginina y Lisina) para ser analizados bajo el
mismo abordaje de mutagénesis sitio-dirigida. De este analisis se concluy6 que los residuos
Arginina 154, ubicada en la interfase del asa citoplasmica 2 con el STM IV, la Lisina 248 del
STM VIII, y la Lisina 394 del asa citoplasmica 6 son esenciales para el funcionamiento de la
proteina ChrA y probablemente unen el cromato antes de que éste sea expulsado al espacio

periplasmico (Moreno, 2006).
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Figura 8. Localizacion de residuos esenciales en el modelo topolédgico de la proteina ChrA de
Pseudomonas aeruginosa. En color rojo se sefialan los aminoacidos neutros, con una probable
participacion estructural en la proteina. En color azul se muestran los aminoéacidos basicos,
propuestos para interaccionar con el cromato durante el proceso de expulsion. En color verde
se muestran los aminoacidos acidos, probablemente involucrados en mantener la correcta
estructura de la proteina (Aguilar, 2005; Cortés, 2005, 2007; Diaz-Pérez, 2006; Moreno,

2006).
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Recientemente, con la finalidad de complementar el estudio de la participacion de los
aminoacidos conservados en el funcionamiento de la proteina ChrA, Cortés (2007) realiz6é un
analisis de los residuos acidos conservados por mutagénesis dirigida. Encontrando, que de los
ocho residuos acidos mutados, cuatro de ellos resultaron ser esenciales para el funcionamiento
de la proteina ChrA. Estos residuos son el Glu-56 ubicado en el asa periplasmica 1 (Figura
8), probablemente involucrado en cambios conformacionales de esta asa, que provocan el
cierre y apertura del canal del transporte de cromato, de igual forma que el Trp-63
previamente identificado por Diaz-Pérez (2006). También los aminoacidos transmembranales
Glu-83, Glu-86 y Asp-162 (Figura 8) resultaron ser esenciales y probablemente estan
involucrados en mantener la correcta estructura de la proteina a través de las interacciones de
puentes de hidrégeno o de puentes salinos con otros aminoacidos transmembranales (Cortés,
2007).

Se seleccionaron 10 residuos acidos conservados (siete en asas hidrofilicas y tres ubicados en
STMs) de los 25 presentes (6 ubicados en STMs y 19 en asas hidrofilicas) en ChrA. Se
encontrd que los tres residuos localizados en STMs seleccionados y solo un residuo de los
siete seleccionados ubicados en asas hidrofilicas son esenciales para el funcionamiento de
ChrA (Cortes, 2007).

Esto indica una alta probabilidad de que los tres residuos restantes ubicados en STMs tengan

una participacion esencial en el funcionamiento de ChrA.
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1. HIPOTESIS

Los residuos acidos Asp330, 346 y 362, ubicados en segmentos transmembranales, son

esenciales en el funcionamiento de la proteina ChrA de Pseudomonas aeruginosa.

IV. OBJETIVO GENERAL
Determinar la participaciéon de los residuos transmembranales Asp330, 346 y 362 en la

resistencia a cromato conferida por la proteina ChrA de Pseudomonas aeruginosa.

V. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Realizar mutagénesis dirigida de los residuos Asp330, Asp346 y Asp362 de la

proteina ChrA de Pseudomonas aeruginosa.

b) Subclonar los genes mutados en un vector para su expresion en Pseudomonas

aeruginosa.

c) Determinar la susceptibilidad a cromato de las mutantes.

d) Establecer la posible funcion de los residuos alterados.
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VI. MATERIALES Y METODOS

1.- REACTIVOS Y MEDIOS DE CULTIVO
Los medios de cultivo o sus componentes se adquirieron de los laboratorios Bioxon de

México S. A., Merck-México S.A. o Sigma Chemical Corporation.

o Caldo Luria Bertani (CL): NaCl 1%, peptona de caseina 1% y extracto de levadura
0.5%.
. Agar Luria Bertani (AL): Al caldo Luria se le agregé 1.5% de agar bacterioldgico.

. Caldo nutritivo (CN).
° Medio SOC: Tristona 2%, extracto de levadura 0.5%, NaCl 0.584%, Glucosa 1%,

MgCl, y MgSOy4 1%.

2.- CEPAS EMPLEADAS

Las cepas de E. coli empleadas como receptoras en la transformacion fueron las
siguientes:
> JM101 supE, thi-1 A (lac-proAB) [F’, traD36, proAB, lagl®ZAM15] (Yanisch-Perron
y col., 1985).
> XL1-Blue end A1, gyrA96, thi-1, hsdR17 supE44 recAl lac [F’ proAB laql? ZAM15
Tn10 (Tc)] (Stratagene).
La cepa de P. aeruginosa PAO1 fue empleada como receptora de transformacion (Holloway y

col., 1969).

3.-PLASMIDOS EMPLEADOS

Maurino Luna Luna 20 QFB-UMSNH



Papel de aminoacidos con grupo R acido en el funcionamiento de la proteina ChrA de P. aeruginosa

El plasmido pGEMTChrAHis (Figura 9) se uso para realizar la mutagénesis dirigida. Este
plasmido se obtuvo a partir de la subclonacion del gen chrA fusionado con histidinas y dos
nuevos sitios de restriccion Xbal y Sphl que liberan el gen chrAHis, proveniente del plasmido
pChrAES y clonado en el vector pPGEM-T (Aguilar, 2005). El plasmido también cuenta con
un gen de resistencia a ampicilina (Ap~) y un gen que codifica la p-galactosidasa (LacZ).

Para subclonar el gen chrAHis con la mutacién en un vector con origen de replicaion para E.
coli y P. aeruginosa se utilizo el vector binario pUCP20 (West y col., 1994) (Figura 10) que
tiene ademas un gen de resistencia a ampicilina y un segmento de DNA que codifica la region
amino terminal de la B-galactosidasa (LacZ), que permite complementar la forma inactiva de
LacZ de las cepas estandar de E. coli (sistema de a-complementacion). De esta manera, las
bacterias que tengan el plasmido con el gen de interés clonado desarrollaran colonias blancas
Lac’, contra colonias azules Lac” en presencia de un sustrato cromogénico (Xgal) cuando el

vector se religa.

4.-AISLAMIENTO DE DNA PLASMIDICO
a) Por lisis alcalina:
El aislamiento de DNA plasmidico se realiz6 empleando el método de lisis alcalina (Adaptado

de Birnboim y Doly, 1979; Ish-Horowics y Burke, 1981), de acuerdo al siguiente protocolo:

En 4 ml de CL se crecid un cultivo bacteriano durante 18-20 h a 37°C con agitacion
constante, enseguida se distribuyo en tubos de microcentrifuga de 1.5 ml. Se centrifugaron
durante 2 min a 12,000 rpm a temperatura ambiente. A continuacion la pastilla se suspendid
en 100 pl de la solucion STE (sacarosa 50 mM, Tris-HCI 25 mM pH 8.0 y EDTA 10 mM) y

se le adicionaron 20 pl de una solucién de lisozima (20 mg/ml), se mezclo ligeramente y se
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Xball

chrAHis
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PGEMT - ChrAHis

6xHis

Figura 9. Plasmido pGEMT-ChrAHis. El gen chrAHis clonado en el vector pGEMT se
encuentra flanqueado con sitios de restriccion para Xbal y Sphl. Cuenta con origen de
replicacion para E. coli (OriE) un gen de resistencia a ampicilina (Ap®), un gen que codifica

para la B-galactosidasa (LacZ) y un sitio de policlonacion (SPC). Aguilar, 2005
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Plac

Figura 10. Plasmido pUCP20. Tiene un origen de replicacion para E. coli (Ori/E) y uno para
Pseudomonas (Ori/P). Cuenta ademas con un gen de resistencia a ampicilina/carbenicilina
(Ap"), el promotor del operén de lactosa (Plac), la porcién que codifica para la pB-

galactosidasa (LacZ) y un sitio de policlonacion (SPC). Adaptado de West y col., 1994.

Maurino Luna Luna 23 QFB-UMSNH



Papel de aminoacidos con grupo R acido en el funcionamiento de la proteina ChrA de P. aeruginosa

incubd a 37°C durante 5 min. A la suspension formada se le agregaron 200 pl de la solucion
II recién preparada {NaOH 0.2 Ny SDS (dodecilsulfato de sodio) 1%}, se agitd suavemente
y se incub6 durante 5 min en hielo. Transcurrido este tiempo se le adicionaron 150 ul de una
solucion de acetato de potasio 5 M (acetato de potasio 5 M y acido acético glacial pH 4.8), se
mezclo ligeramente y se incubd 10 min en hielo. Se centrifugd durante 5 min a temperatura
ambiente Se le adicionaron 500 pl de la mezcla 1:1 fenol-cloroformo y se mezclo
moderadamente. Se centrifugd durante 5 min y al sobrenadante se le agregaron 500 ul de
cloroformo, se mezclo y se centrifugd durante 3 min. La fase acuosa superior se recuperd y se
le adiciond 1 ml de etanol absoluto frio y se incub6 durante 10 min a -20°C. Se centrifugd
durante 15 min a temperatura ambiente. Por ultimo el sedimento se lavé dos veces con 1 ml
de etanol al 70% centrifugando durante 5 min entre cada lavado. Se recuper? el sedimento y
se secd a temperatura ambiente para posteriormente resuspender la pastilla de DNA obtenida
en 50 pl de agua desionizada estéril. Estas muestras se almacenaron a —20°C o fueron
sometidas a los corrimientos electroforéticos en geles de agarosa.

b) Por columna:

Para obtener el DNA de las clonas a secuenciar se utilizo el kit comercial “Wizard® plus
Minipreps DNA purification system” de Promega siguiendo las siguientes instrucciones:

En 3 ml de CL se crecido un cultivo bacteriano durante 18-20 h a 37°C con agitacion
constante, posteriormente se distribuyo en tubos de microcentrifuga de 1.5 ml. Se cosecharon
las células centrifugando durante 2 min a 12,000 rpm a temperatura ambiente. A las células
cosechadas se les adiciono 300 pl de una solucion de resuspension y posteriormente fueron
lisadas con 300 pl de una soluciéon de lisis y 300 pl de una solucion de neutralizacion. La
mezcla de lisis fue centrifugada a 12,000 rpm en un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml y el

sobrenadante obtenido fue adicionado a una columna a la que previamente se le adiciond 1 ml
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de una solucién de resina, se le insertd un émbolo y se expulsd el contenido de la columna.
Para lavar el DNA se repiti6 el paso anterior usando en lugar de resina 2 ml de solucion de
lavado que contiene etanol al 70%. Se secaron los tubos en un termoblock (65°C) y se
resuspendio la pastilla en 30 pl de agua grado HPLC caliente. Estas muestras se almacenaron

a—20°C o fueron sometidas a los corrimientos electroforéticos en geles de agarosa.

5.-ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA

El DNA aislado se someti6é a un corrimiento electroforético, para ello se prepard un gel de
agarosa (Sigma) al 1% (p/v) en amortiguador TAE (Tris-acetato 0.04 M y EDTA 0.001 M).
El gel se depositd en una camara de electroforesis horizontal, con el mismo amortiguador.
Una muestra del DNA se mezcl6 con 2 pl de amortiguador de carga [azul de bromofenol al
0.05%, EDTA 0.1 M pH 8.0, SDS 0.5%, sacarosa 40%] y se descarg6 en los orificios del gel.
La camara se conectd a una fuente de poder (E-C Apparatus Corporation modelo EC452) y
se sometio a un voltaje constante de 120 voltios durante 1 h. Posteriormente el gel se tifio con
una solucidon de bromuro de etidio al 0.01% durante 10 min. Las bandas de DNA tefiidas se
observaron en un transiluminador de luz UV de onda corta (UV-Products Inc.). Como
marcador de tamano molecular de DNA lineal se utiliz6 el DNA del fago lambda digerido con

las endonucleasas ECoRI y/o HindIII.

6.-AISLAMIENTO DEL DNA DE GELES DE AGAROSA

Para purificar el DNA empleado en las reacciones de ligacion se empled el kit comercial
“Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System” de Promega. La banda de interés se cortd del
gel de agarosa y se coloco en un tubo Eppendorf adicionando 10 pl de solucion de union a

membrana por cada 100 mg de gel. Se mezcld bien en el agitador y se incubd a 50-65°C hasta
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disolver completamente el gel. La minicolumna SV se insertd en un tubo de coleccion, se
transfirio la solucion disuelta en la columna y se incubd 1 min a temperatura ambiente.
Posteriormente se centrifugd 1 min a 10,000 rpm. Se lavo dos veces, primero con 700 ul de
solucion de lavado de membrana y centrifugando 1 min y después con 500 pl con solucion de
lavado centrifugando ahora 5 min. La elucién del DNA se hizo adicionando agua grado HPLC
y centrifugando 1 min. Una alicuota del DNA se corri6 en un gel de agarosa al 1% para

determinar la concentracion del DNA recuperado.

7.-TRATAMIENTOS ENZIMATICOS DEL DNA

a) Restriccion con endonucleasas

Los DNA plasmidicos se digirieron con endonucleasas empleando una unidad de enzima de
restriccion (Promega o Invitrogen) por microgramo de DNA e incubando a 37°C por un
minimo de 4 h o toda la noche. Después de este tiempo las muestras se sometieron a un
corrimiento electroforético en un gel de agarosa al 1% para determinar el tamafio de los
fragmentos obtenidos.

b) Ligaciones

Después de la recuperacion y purificacion de los fragmentos de DNA del gel de agarosa
fueron ligados utilizando la enzima DNA ligasa del fago T4 (Promega). Las ligaciones se
dejaron como minimo toda la noche a 4°C y las proporciones inserto-vector variaron segin el

experimento realizado. Se emplearon de 3-5 pl de la mezcla de ligacion en la transformacion.

8.-TRANSFORMACION DE E. coli POR ELECTROPORACION

a) Preparacion de células competentes
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De un cultivo de la cepa de E. coli IM101 crecido durante toda la noche se tomaron 4 ml para
inocular 250 ml de CL contenidos en un matraz de 1L y se incub6 durante 3 h a 37°C con
agitacion constante hasta obtener una absorbencia de 0.6 a 590 nm. Posteriormente se incub6
el cultivo en hielo durante 20 min y se distribuyeron alicuotas en tubos para centrifugar
durante 10 min a 9,500 rpm a 4°C. La pastilla se lavo dos veces por resuspension con agua
estéril fria y se centrifug6 entre cada lavado con las condiciones antes descritas. Después del
ultimo lavado la pastilla se resuspendio en agua estéril mas glicerol al 20%. Posteriormente se
distribuyo en alicuotas de 0.2 ml en tubos de microcentrifuga de 1.5 ml. Estas células se

utilizaron para la transformacion o bien fueron almacenadas a —80°C.

b) Transformacion

Se utilizaron de 3-5 pl de una mezcla de ligacion de DNA, la cual se adicion6 a 100 pl de
células competentes. La mezcla se transfirio a una celda de electroporacion previamente
enfriada en hielo para después ser colocada en un electroporador 2510 de Eppendorf al cual se
le dio un pulso de 2.4 KV. Inmediatamente después se le adiciond 2 ml de LB precalentado y
se incubd durante 2 h a 37°C con agitacion constante. Se tomaron 100 ul de la mezcla

previamente concentrada y se plaqueo en cajas de AL con ampicilina (100 pg/ml).

9.-TRANSFORMACION DE E. coli POR CHOQUE TERMICO

a) Preparacion de células competentes

Se prepar6 un preindculo de la cepa de E. coli XL1-Blue en 3 ml de medio LB y se incubo
toda la noche a 37°C con agitacion constante. Al siguiente dia el preinoculo se vacid a un
matraz con 500 ml de medio LB y se incub6 a 37°C hasta una absorbencia de 0.45-0.55 a 560

nm. El crecimiento se detuvo incubando en hielo por 5 min y se centrifug6 a 6,000 rpm
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durante 10 min a 4°C. La pastilla se resuspendié en 25 ml de TFb1 frio (acetato de potasio 30
mM, KCl 100 mM, CaCl, 10 mM, MnCl, 50 mM y glicerol 15%, se ajusto el pH a 5.8 con
acido acético 0.2 M y se esterilizé por filtracion en un filtro de 0.22 pm), se incubo en hielo
por 20 min y posteriormente se centrifugd a 6, 000 rpm por 10 min. La pastilla se resuspendio
en 2 ml de TFb2 frio [(MOPS (acido 4-morfolino propano sulfénico) 75 mM, KCI 10 mM,
CaCl, 100 mM y glicerol 15%], se ajusto el pH a 6.5 con KOH y se esterilizo por filtracion en
un filtro de 0.22 um). Posteriormente se hicieron alicuotas de 100 pl de la suspension
bacteriana y se almacenaron a -80°C.

b) Transformacion

Se mezcld el DNA con 100 pl de la suspension de células competentes y se incubo en hielo
20 min. Después de este tiempo se incubaron a 42°C en un bafio de agua por 45 seg y los
tubos se transfirieron al hielo incubandose por 3 min. Se les adicioné 1 ml de caldo LB
precalentado, se incubaron a 37°C con agitacion constante por un maximo de 1 h, se
concentro el cultivo resuspendiendo en 100 ul y se plaqued en cajas de AL con ampicilina

(100 pg/ml).

10- ELECTROPORACION DE P. aeruginosa SEMBRADA EN PLACA

Para la electroporacion de P. aeruginosa se emple6 el método de Enderle y Farwell, (1998):
Se sembr6 en una placa de LB la cepa de P. aeruginosa PAOI y se incubo 16 h a 37°C,
posteriormente la caja se mantuvo a temperatura ambiente. Se llen6 un tubo de 1.5 ml con 500
ul de agua desionizada, estéril y fria y después se transfirieron aproximadamente 3 mg de
células de la caja al tubo, usando un asa estéril. Los tubos se mezclaron moderadamente en el
agitador hasta tener una mezcla homogénea y la suspension celular se centrifugdé 1 min a

14,000 rpm desechando el sobrenadante. Posteriormente las células se resuspendieron con la
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pipeta en 500 pl de agua desionizada estéril y fria y se centrifugaron nuevamente 2 min

desechando el sobrenadante. Las células se resuspendieron en agua estéril y fria en un

volumen de aproximadamente 500 pl, se mantuvieron en hielo y se usaron inmediatamente

para la electroporacion.

El DNA usado para la electroporacion se diluy6 en agua destilada estéril a una concentracion

final entre 5-50 ng de plasmido en 5-10 pl de volumen final. Después el DNA se adiciono a

100 pl de células y se mezclo6 moderadamente, la mezcla se transfirio a una celda de

electroporacion en hielo y se les di6 un pulso de 1.8 6 2.5 KV. Inmediatamente después se le

adiciono 1 pl de medio SOC a la celda, se mezcld suavemente con la pipeta, se transfirié a un

tubo con 1 ml de LB y se incubd de 1.5 a 4 h a 37°C con agitacion constante. Transcurrido

este tiempo se plaquearon 100 a 200 pl de cultivo en cajas de AL con carbenicilina (200

g/ml).

11.-MUTAGENESIS DIRIGIDA

Para este método se empled el plasmido pGEMT-ChrAHis como DNA molde metilado. Para

la extension de los oligos mutagénicos se usé la enzima de alta fidelidad DNA polimerasa Pfu

(Stratagene). Una vez sintetizada la cadena mutada se digirié el DNA molde con la enzima

Dpnl (New England Biolabs), el cual se utiliz6 para transformar la cepa de E. coli XL1-Blue.
a) Disefio de oligonucleotidos mutagénicos

Los oligonucledtidos se disefiaron de un tamaiio entre 25 a 45 nucleodtidos, con una Tm igual

o mayor a 78°C. La Tm se calcul6 aplicando la siguiente formula:

Tm=81.5+ 0.41 (%GC) - 675/N; donde N no incluye las bases eliminadas.

La mutaciéon se localizo al centro de los oligonucledtidos los cuales son complementarios

entre si. El disefio se realizo de manera que tuvieran un minimo de GC de 40% y por lo menos
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una G o C en los extremos. Ademas, los oligonucledtidos no fueron fosforilados. Los

oligonucledtidos fueron obtenidos de Invitrogen.

Oligonucleotidos para la mutacion de Aspartato 330 por alanina (En negritas y subrayado
se indica el codon que codifica para la alanina):

Superior (D330A-S) 5°-GTT CTC GCT GAT TTT CTA CGC CCG GCT GGA GGC GGT
CGT G-3°

Inferior (D330A-I) 5’-CAC GAC CGC CTC CAG CCG GGC GTA GAA AAT CAG CGA
GAA C-3°

Oligonucleotidos para la mutacion de Aspartato 346 por alanina:

Superior (D346A-S) 5°-CGG CTG CAC GCC TTT CTG GCC GGC GTC GCG GCT GGG
GTA G-3°

Inferior (D346A-1) 5’-CTA CCC CAG CCG CGA CGC CGG CCA GAA AGG CGT GCA
GCC G-¥

Oligonucleotidos para la mutacion de Aspartato 362 por alanina:

Superior (D362A) 5’-GAT CGG CGC AAC CAC CAT CGC CTT GGC GCA GGT CAC
TGC-3’

Inferior (D362A) 5°-GCA GTG ACC TGC GCC AAG GCG ATG GTG GTT GCG CCG
ATC-3’

b) Sintesis de la cadena mutada

La sintesis de la cadena mutada se hizo por medio de PCR. Se puso la siguiente reaccion para
la obtencion de las mutantes: DNA (50-100 ng), oligonucledtido superior e inferior (125 ng),

amortiguador de reaccion 10X (5ul), mezcla ANTPs 10 mM (1 pl), 1 pul de DNA polimerasa
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Pfu (Stratagene) (2.5 U/ul), se ajustd la reaccion a un volumen final de 50 pl con agua HPLC.
La enzima siempre se adicion¢ al final.

Las condiciones del PCR usadas fueron las siguientes: 94°C/1 min (desnaturalizacion inicial),
94°C/1 min (desnaturalizacion), 62°C/1 min (alineamiento), 72°C/ 7.5 min (extension) y
72°C/7.5 min (extension final), las muestras se sometieron a 16 ciclos de amplificacion.

c) Digestion con Dpnl

Con la finalidad de eliminar el DNA molde, el DNA amplificado por PCR fue tratado con la
enzima de restriccion Dpnl, para lo cual se puso la siguiente reaccion: DNA amplificado (15
ul), amortiguador 10X (2 pl), BSA (suero bovino de albiimina) 1/10 (2 pl) y 1 pl de Dpnl
(10-20 U/pl). La reaccion se incubd toda la noche a 37°C .

d) Transformacion

La mezcla total de digestion se empled para transformar células competentes de E. coli
XL1-Blue por choque térmico (anteriormente descrito). De las colonias obtenidas se
seleccionaron algunas al azar y se les realizo aislamiento de DNA plasmidico por lisis alcalina
para verificar la presencia del plasmido y su posterior secuenciacion.

e) Secuenciacion

El DNA se mandd secuenciar al laboratorio de secuenciacion del CINVESTAV unidad
Irapuato. Para la secuenciacion del gen chrA de las mutantes se utilizo el oligo G416 que
amplifica un fragmento de 1278 pb del gen chrA con el oligo 1(+) e introduce un sitio de
restriccion para Xbal.

f) Andlisis de secuencias

El alineamiento de secuencias se realizo empleando el programa Clustal W para confirmar en

cambio el cambio ocurrido en las mutantes.

Maurino Luna Luna 31 QFB-UMSNH



Papel de aminoacidos con grupo R acido en el funcionamiento de la proteina ChrA de P. aeruginosa

12.- PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD A CROMATO

Se prepararon tubos con 4 ml de CN y con concentraciones variables de cromato de potasio
(Merck). A cada tubo se le agregaron 40 pul de un cultivo crecido en CN durante 18-20 h a
37°C con agitacion constante. Como control de crecimiento bacteriano se incluy6 un tubo que
no contenia cromato. Los tubos inoculados se incubaron por un periodo de 18-20 h a 37°C
con agitacion constante. La susceptibilidad se midido directamente en funcién de la
absorbencia de los cultivos (crecimiento celular) a 590 nm en un espectofotometro Spectronic

21, Milton Roy.
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VIl. RESULTADOS

1.- Identificacion y seleccion de los residuos a mutar

En un anélisis previo de mutagénesis dirigida de residuos acidos conservados en la proteina
ChrA de P. aeruginosa, se encontr6 que tres de los cuatro residuos esenciales (Glutamatos 83
y 86 y Aspartato 162) para el funcionamiento de la proteina se ubican en segmentos
transmembranales (STMs) (Cortés, 2007). Debido a que s6lo existen seis residuos acidos
ubicados en STMs, de los 25 presentes en la proteina ChrA, esto nos indica una alta
probabilidad de que los tres residuos restantes ubicados en STMs tuvieran una participacion
esencial en el funcionamiento de ChrA. Por lo que el criterio de seleccion que se utilizé en
este trabajo fue la posicion de los aminoacidos elegidos para mutagenizar, todos ubicados en
STMs. Se seleccionaron los tres residuos acidos restantes ubicados en STMs (Figura 11):

Aspartato 330, ubicado en el STM X y Aspartato 346 y 362, ambos ubicados en el STM XI.

2.- Seleccion del cambio para evaluar la participacion de los residuos

Con el fin de evaluar la participacion de los aminoacidos acidos elegidos ubicados en STMs
en el funcionamiento de la proteina ChrA, se hicieron las mutantes de Aspartato por Alanina,
con el fin de eliminar la carga y ademas mantener el volumen del aminoacido cambiado

(Figura 12).

3.- Obtencidn y caracterizacion de las mutantes
Para llevar a cabo el cambio de los residuos se empled el método de mutagénesis sitio dirigida
mediante PCR y digestion con la enzima de restriccion Dpnl que se describid en Materiales y

Métodos (Fisher y Pei, 1997).

Maurino Luna Luna 33 QFB-UMSNH



Papel de aminoacidos con grupo R 4cido en el funcionamiento de la proteina ChrA de P. aeruginosa

P1
eLYDEERy, _
R ' Periplasma
R s P4
b RF2 P3 EAV Yo .
F v VP
F A E coo
Ve N v ¢ VA A s G Jan F

AV
WGGE LAVM SWL TALG IGR ITL AAPT wy | YVAG AVAM aq ngm WLV
LLA GQVLP MFAL AAFL LAA PAG VALW pasg TFVG TVGV 17:/[-)? I LAG
LKFG GPEA GFLL GVvQ VCA GL AAA |kac IIFA FLP 1ga FAA AG
FARF HEIC FMLP AVIA WVIAI VYA VAL LLTF PAPL AFAF e GL ILA
PAL  vHL AGLe LWMR  wiw LL LAA g@geay SGVL SLIF gyas  AFL vy
PMSY GIRA GGYVL AVHR LDR VLN LVT TAIP GLAL E%EL FLD 3467A NV

P K, L | L H L F D E A WL
P GR L H K
Va EH' RasA R A KN
e D c VR .
Dy c2 c3 A D
A VeRawM'
X G C5
ESYRP C4 Citoplasma
T
v
S My

Figura 11. Aminoacidos acidos seleccionados para la mutagénesis de la proteina ChrA de P.
aeruginosa. Esquema de la topologia de la proteina ChrA donde se indican en color rojo los

residuos acidos seleccionados en este trabajo para mutagénesis dirigida.

Maurino Luna Luna 34 QFB-UMSNH



Papel de aminoacidos con grupo R acido en el funcionamiento de la proteina ChrA de P. aeruginosa

Aspt) Ala (A)

Figura 12. Cambio utilizado para la evaluacion de la participacion de los residuos acidos
transmembranales de la proteina ChrA seleccionados. Con rectangulos se resaltan los grupos

R de Aspartato y Alanina.
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Inicialmente se disefiaron los oligonucledtidos, los cuales cumplieron las caracteristicas
requeridas por el método como se mencion6 en la seccion de Materiales y Métodos. Se uso
como plasmido molde pGEMT-ChrAHis (Aguilar, 2005) el cual cuenta con el gen que
codifica para la proteina ChrA bajo la regulacion del promotor Ptrc; el gen chrA se encuentra
fusionado a una etiqueta que codifica para seis histidinas, la cual podra ser utilizada para el
futuro analisis de las proteinas mutantes mediante inmunodeteccion.

Se llevo a cabo el procedimiento de PCR para las mutaciones propuestas, usando las
condiciones descritas por Aguilar (2005) y que se describen en Materiales y Métodos. Estas
condiciones permitieron obtener las mutantes buscadas. Después de llevar a cabo el PCR, la
mezcla de reaccion se someti6 a digestion con Dpnl (pGEMT-ChrAHis cuenta con 29 sitios
de restriccion para la enzima Dpnl), tras lo cual se utilizé para transformar la cepa de E. coli
XL1-Blue. Se obtuvo un numero de colonias variable para cada prueba de mutagénesis, desde
1 hasta mas de 50 colonias por caja. Se seleccionaron algunas colonias de cada ensayo en
funcion del numero obtenido, y al menos a una de ellas se les extrajo el DNA plasmidico, del
cual se procedi6 a analizar su tamafio molecular en geles de agarosa.

Los plasmidos que presentaron el mismo patron de corrimiento que el plasmido pGEMT-
ChrAHis silvestre (5.3 kb) se digirieron con la enzima BglII, la cual libera un fragmento de
1.2 kb que contiene el gen chrA. En la Figura 13 se observa un ejemplo del corrimiento
electroforético del plasmido pGEMT-ChrAHis con la mutacion D346A. En el carril 2 se
muestra el plasmido pGEMT-ChrAHis-D346A de 5.3 kb. En el carril 3 se muestra la
digestion con BglIl, la cual libera fragmentos de 4.1 y 1.2 kb; éste ultimo pertenece al gen
chrA. Esto también se realizd con el plasmido pGEMT-ChrAHis-D362A. Para cada clona
analizada se seleccionaron de uno a tres pldsmidos que mostraron el patron de corrimiento y

restriccion esperado y se obtuvo la secuencia de la region correspondiente al gen chrA, para
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Figura 13. Analisis de restriccion del plasmido pGEMT-ChrAHis-D346A. Fotografia de un
gel de agarosa. Carril 1, marcador de tamano molecular (x Hindlll). Carril 2, plasmido
pGEMT-ChrAHis-D346A. Carril 3 digestion del plasmido pGEMT-ChrAHis-D346A con

BglIL
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comprobar que tuvieran la mutacién en el codon establecido. En la Figura 14 se muestra
parte de las secuencias de los plasmidos con los genes mutantes, donde se observa la
mutacion esperada.

Es importante mencionar que en la secuencia obtenida de la mutante afectada en el Aspartato
330 ademas de presentar la mutacion esperada se observo una insercion por lo que se descartd

para los ensayos posteriores.

4.- Subclonacion de los genes mutados

Debido a que el plasmido pGEMT-ChrAHis no cuenta con origen de replicacion para
Pseudomonas, una vez comprobado que el gen chrA de cada una de las clonas llevaba la
mutaciéon deseada, se procedidé a subclonarlo en el vector de expresion binario E.
coli/Pseudomonas pUCP20 (West y col., 1994). Esto es debido a que el procedimiento de
mutagénesis dirigida esta implementado en E. coli, pero la proteina ChrA no es funcional en
esta especie bacteriana (Cervantes y col., 1990), por lo que fue necesario transferir los genes a
P. aeruginosa para poder evaluar la actividad de la proteina.

El gen chrA mutante se recuperé digiriendo el plasmido pGEMT-ChrAHis con las enzimas
Xbal y Sphl, las cuales liberan un fragmento de 2.3 kb que contiene la region promotora Ptrc
y el gen chrAHis. Este fragmento se purifico y se sometio a ligacion con el vector pUCP20
digerido con las mismas enzimas. La reaccion de ligacion se uso para transformar células de
E. coli JM101. Se seleccionaron algunas colonias por cada subclonacion a las cuales se les
extrajo el DNA plasmidico para determinar su tamafio molecular en geles de agarosa. A los
plasmidos obtenidos se les denomind plasmido pUChrA-mutacion, donde “mutacion” se
refiere al cambio de aminoéacido en una posicion; por ejemplo, pUChrA-Asp346Ala, lleva la

mutacion Aspartato-346 por Alanina.
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Figura 14. Verificacion de la mutacion en el gen chrA. A) Alineamiento de las secuencias del
gen chrA silvestre (superior) y de la mutante Asp346Ala (inferior). B) alineamiento de las
secuencias del gen chrA silvestre (superior) y de la mutante Asp362Ala (inferior). Se indica
el codon correspondiente al aminoacido original y el codon para el nuevo aminoacido

(subrayado y con el nucleo6tido que hizo el cambio de Asp por Ala en rojo).
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Se empled el DNA de una de las colonias que mostro el patron de restriccion esperado para
transformar células de la cepa estandar P. aeruginosa PAOI. De cada transformacion se
eligieron dos colonias a las cuales se extrajo DNA plasmidico, el cual se digiri6 con la enzima
BgllIl para confirmar la presencia del gen chrA. En la Figura 15 se muestran ejemplos del
analisis de restriccion realizado. Se presenta el corrimiento electroforético de los plasmidos
pUChrAD346A (carril 2) y pUChrAD362A (carril 3), con un peso de aproximadamente 6.1
kb. También se muestran las digestiones con BglII, las cuales liberan un fragmento de 4.9 y
de 1.2, este Gltimo corresponde al gen chrA (Carriles 4 y 5). En el carril 1 se muestra el
marcador de tamafio molecular (3 Hindlll). Se eligié una colonia por cada plasmido para

realizar las pruebas de susceptibilidad a cromato.

5.- Pruebas de susceptibilidad a cromato

Con el fin de evaluar el posible papel de los residuos acidos mutados en el funcionamiento de
la proteina ChrA, se llevaron a cabo pruebas de susceptibilidad a cromato a las mutantes
obtenidas anteriormente. En cada prueba se us6 como control resistente la cepa de P.
aeruginosa PAO1 (pUChrA), la cual lleva el vector pUCP20 con el gen chrA silvestre, y
como control sensible, la cepa de P. aeruginosa PAO1 (pUCP20), la cual lleva el vector sin

inserto.

Aspartato 346
En las pruebas de susceptibilidad en CN se observd que la mutante presentd un nivel de
resistencia similar al control sensible (pUCP20) (Figura 16), por que podemos concluir que el

residuo Asp346 es esencial para en funcionamiento de la proteina ChrA.
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Figura 15. Analisis de restriccion de los plasmidos pUChrA-mutacion. Fotografia de un gel
de agarosa. Carril 1, marcador de tamafio molecular (3 Hindlll). Carril 2 y 3, plasmidos
pUChrA-D346A y pUChrA-D362A. Carril 4, digestion del plasmido pUChrA-D346A con

Bglll y en el carril 5 digestion del plasmido pUChrA-D362A con BglII.
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Figura 16. Susceptibilidad a cromato de las mutantes Asp346Ala y Asp362Ala de la proteina
ChrA de P. aeruginosa. Los cultivos se crecieron de 18-20 h con agitacion constante en caldo
nutritivo a 37°C, utilizando las concentraciones de cromato indicadas. Se midio la absorbencia
de los cultivos a 590 nm. Como control sensible se utiliz6 PAO1 (pUCP20) y como control

resistente PAO1 (pUChrA). Se muestran las barras del error estdndar de la media (n=4).
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Aspartato 362
Al igual que el Asp346, el Asp362 mostrd un nivel de resistencia similar al control sensible

(pUCP20) (Figural6), indicando que es esencial para el funcionamiento de la proteina ChrA.
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VII1. DISCUSION

El transportador de cromato ChrA de P. aeruginosa es una proteina de membrana que
pertenece a la superfamilia CHR, la cual consta de proteinas de cadena larga (LCHR) y de
cadena corta (SCHR) (Nies y col., 1998). Diaz-Pérez (2006) realiz6 una busqueda de
secuencias similares a ChrA, encontrando 135 proteinas homdlogas distribuidas en los tres
dominios Archaea, Bacteria y Eukarya. Un analisis filogenético permitié predecir que las
proteinas CHR surgieron de un evento de duplicacion y fusion del gen que las codifica (Diaz-
Pérez y col., 2007). Alineamientos con las secuencias de las 135 proteinas permitieron (Diaz-
Pérez, 2006) encontrar aminoacidos altamente conservados, los cuales fueron analizados
mediante mutagénesis dirigida con el fin de conocer su probable participacion en la relacion
estructura-funcion de la proteina ChrA de P. aeruginosa. Se encontr6 que algunos de los
aminoacidos conservados son esenciales para el funcionamiento de la proteina. Por ejemplo,
las Glicinas 44 y 45 ubicadas en el STM I, las glicinas 81 y 92 y las Prolinas 80 y 82
ubicadas en el STM II, asi como el Triptofano 63 ubicado en el asa periplasmica 1 (P1) son
esenciales para el funcionamiento de ChrA. A estos residuos se les asignd6 un papel
fundamentalmente estructural debido a su carga neutra, probablemente auxiliando en
mantener la conformacion que permite el funcionamiento de la proteina (Aguilar, 2005;
Cortés, 2005; Diaz-Pérez, 2006).

También se analizaron mediante mutagénesis dirigida los residuos basicos (Lisina y Arginina)
de la proteina ChrA de P. aeruginosa. En este analisis se encontr6 que la Arginina 154
ubicada en el STM 1V, la Lisina 248 ubicada en el STM VIII y la Lisina 394 ubicada en el asa
citoplasmica 6 (C6) abatieron la resistencia a cromato, por lo que se concluyd que son
esenciales para el funcionamiento de la proteina ChrA. Probablemente estos residuos con

carga positiva unen el cromato (un oxianidon) antes de que éste sea expulsado al espacio
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peripldsmico (Moreno, 2006). En este trabajo también se encontraron aminoacidos
importantes como la lisina 37 ubicada en el STM I, la Arginina 55 ubicada en el asa
periplasmica 1 (P1) y la lisina 201 ubicada en el asa citoplasmica 3 (C3) los cuales afectaron
considerablemente la resistencia a cromato conferido por ChrA. A estos aminodcidos se les
asignd un papel estructural probablemente porque su carga positiva es necesaria para
mantener la estructura funcional (terciaria) de ChrA (Moreno, 2006).

Recientemente se analizaron por mutagénesis dirigida los residuos acidos conservados de la
proteina ChrA de P. aeruginosa, encontrando que el Glutamato 56 ubicado en el asa
periplasmica 1, los Glutamatos 83 y 86 ubicados en el STM II y el Aspartato 162 ubicado en
el STM V afectaron drasticamente la resistencia a cromato, por lo que se concluyd que son
esenciales para el funcionamiento de ChrA. En este trabajo se concluyd que estos residuos
probablemente estan involucrados en mantener la correcta estructura de la proteina (Cortés,
2007).

Para verificar si los seis residuos con grupo R acido localizados en STMs son esenciales para
el funcionamiento de la proteina ChrA de P. aeruginosa, en este trabajo nos enfocamos en el
analisis de los residuos acidos transmembranales Aspartato 330 ubicado en el STM X y los
Aspartatos 346 y 362 ubicados en el STM XI, con el fin de establecer el posible papel de estos
residuos en la funcion de la proteina ChrA.

Aunque en el trabajo previo los residuos acidos se seleccionaron en base a su conservacion,
también se tomo en cuenta la ubicacion de los residuos. El criterio de seleccion en este
trabajo fue la ubicacion de los residuos, los tres localizados en STMs. Un analisis similar fue
realizado en el transportador de sulfato SHST1 de la planta Stylosanthes hamata, en el que se
mutaron los residuos Aspartato 107 ubicado en el STM I y el Glutamato 175 ubicado en el

STM 111, el Glutamato 366 ubicado en el STM VIII y el Glutamato 497 ubicado en el STM
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XII, los cuales estan conservados en la familia SulP a la cual pertenece SHST1. Ademas, se
mutaron residuos como Aspartato 122 y Glutamato 270, que se eligieron en base a su
ubicacion en los STMs I y VI, respectivamente. En este analisis se encontré que los
Aspartatos 107 y 122, asi como el glutamato 366, son esenciales para el transporte de sulfato
de SHSTI1. Los demas residuos no afectaron el transporte de sulfato por lo que se concluy6
que no son esenciales para el funcionamiento de SHST1. También se encontr6 que la
Arginina 354 es esencial para el transporte de sulfato de SHST1 debido a que posiblemente
participa en la formacion de interacciones electrostaticas con residuos acidos
transmembranales (Shelden y col., 2003).

Para el residuo Aspartato 330 no se obtuvo el cambio por alanina, por lo cual no se le midio el
nivel de resistencia a cromato.

Los residuos 4cidos Aspartato 346 y Aspartato 362 se localizan en el segmento
transmembranal XI (Figura 11). De estos residuos se obtuvo el cambio por alanina, el cual
afectd drasticamente en ambos casos el nivel de resistencia a cromato conferido por la
proteina ChrA (Figura 16). Este resultado era esperado, debido al alto costo energético que le
implica a los residuos cargados estar en un ambiente desfavorable como es el ambiente
hidrofobico de los fosfolipidos de la membrana. Ademas, hay reportes que apoyan el posible
papel de los residuos acidos ubicados en STMs en la estructura o funcién de proteinas de
membrana. Por ejemplo, en el transportador de galactosidos y protones LacY de E. coli, el
Aspartato 240 del STM VII interacciona formando un puente salino con la Lisina 319 del
STM X (Abramson y col., 2003). El Aspartato 107 del STM I del mencionado transportador
de sulfato SHST1 de S. hamata se propone que forma una interaccion electrostatica con la
Arginina 154 del STM II; también se ha reportado la posible interaccion electrostatica entre el

Glutamato 157 ubicado en el STM III con la Arginina 354 ubicada en el STM VIII 6 el
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Glutamato 270 ubicado en el STM VI con la Arginina 354 del mismo transportador (Shelden
y col., 2003). Estos residuos son esenciales para los transportadores, probablemente porque
participan formando interacciones electrostaticas que permiten que haya interacciones entre
los STMs donde se encuentran. De esta manera, estos residuos contribuyen en mantener la
estructura terciaria de la proteina, que es la conformacién en la cual llevan a cabo de manera
adecuada su funcion.

Las pruebas de susceptibilidad a cromato de las mutantes Asp346Ala y Asp362Ala (Figura
16) mostraron que se afectd drasticamente la resistencia a cromato. Lo primero que indican
estos resultados es que el STM XI, donde se localizan, es importante en el transporte de
cromato por la proteina ChrA. Por esta razon, construimos un modelo de este STM con el fin
de inferir el posible papel de los Aspartatos 346 y 362 (Figura 17). Se observa que estos
residuos se localizan en caras opuestas de la hélice. En este modelo helicoidal se observan
también las Treoninas 359 y 360, que se hallan cerca de los residuos Asp362 y Asp346,
respectivamente, y que pudieran formar puentes de hidrégeno con alguno de los residuos
acidos y de esta manera mantener la correcta estructura del STM XI. El Aspartato 346 se
encuentra muy cerca del asa citoplasmica 5 (C5) (Figuras 11 y 17), la cual contiene residuos
basicos como la Lisina 339 y la Arginina 340; este ultimo residuo se encontr6 ser esencial
para el funcionamiento de ChrA (Aguilar, 2007). El asa C5 también tiene al residuo polar
Asparagina 338 con la cual pudiera formar puentes de hidrogeno y con ello ayudar a mantener
la correcta estructura de la proteina. Esto debido a que al mutar el Aspartato 346 se afectd
drasticamente la resistencia a cromato conferido por ChrA. El hecho de que el Aspartato 362
se encuentra inmerso en el STM XI (Figura 11), nos lleva a pensar que este residuo pudiera
interaccionar con un residuo de carga opuesta de otro STM. Para determinar si el STM XI se

encuentra cerca de otro STM que tenga residuos con los que pudiera interaccionar, recurrimos
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Figura 17. Modelo helicoidal de una parte del segmento transmembranal XI de la proteina
ChrA de P. aeruginosa visto desde el citoplasma. Los circulos numerados representan los
residuos de la proteina. En rojo se representan las posiciones del Asp346 y Asp362. También
se muestra a la derecha el asa citoplasmica 5. Con un asterisco se resalta el Glutamato 333,
detectado como importante para la funciéon de ChrA en el andlisis previo (Cortés, 2007).

Adaptado del diagrama generado por el programa helicalwheel del servidor Swiss-prot.

Maurino Luna Luna 48 QFB-UMSNH



Papel de aminoacidos con grupo R acido en el funcionamiento de la proteina ChrA de P. aeruginosa

al modelo hipotético de la estructura terciaria de la proteina ChrA propuesto por Moreno
(2006) (Figura 18). Se puede observar en este modelo que el STM XI se encuentra cerca del
STM VIII donde estd presente el residuo basico Lisina 248, que también es esencial para la
funcion de la proteina ChrA (Moreno, 2006). Esto nos lleva a pensar que el Aspartato 362 y
la Lisina 248 pueden estar formando una interaccion electrostatica y con ello ayudar a
mantener la correcta estructura de la proteina.

Es importante mencionar que falta medir la expresion de ChrA en las mutantes para descartar

que la mutacion la afecta.

Conclusién

Los residuos 4&cidos transmembranales Asp346 y Asp362 son esenciales para el
funcionamiento de la proteina ChrA de Pseudomonas aeruginosa, probablemente porque
participan en la formacion de interacciones electrostaticas con residuos polares o de carga

opuesta ayudando a mantener la correcta conformacion de la proteina en la membrana.

Perspectivas

Para verificar si los seis residuos acidos transmembranales son esenciales para el
funcionamiento de la proteina ChrA de P. aeruginosa, es importante obtener la mutante
Asp330Ala, que es la tnica faltante. Ademas, seria conveniente obtener otras mutantes de
residuos como la Lisina 339 y la Asparagina 338, que se encuentran cercanos al Aspartato
346, que permitan establecer si son esenciales en el funcionamiento de ChrA. Se podrian
también crear dobles mutantes que permitan predecir si alguno de estos residuos forma
interacciones electrostaticas con el Aspartato 346. Finalmente, se podrian crear las dobles

mutantes de los residuos ya detectados como esenciales en el funcionamiento de ChrA, por
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Amino Carboxilo

Figura 18. Modelo hipotético del arreglo de la proteina ChrA de P. aeruginosa en la
membrana. Los circulos grandes representan los 13 segmentos transmembranales numerados
(I-XIII) en arreglo simétrico, visto en un corte transversal desde el citoplasma. Las lineas
continuas representan las asas citoplasmicas y las discontinuas las periplasmicas. Los circulos
pequefios esquematizan los lipidos de la membrana. El dominio amino de la proteina se
localiza a la izquierda y el dominio carboxilo a la derecha. Se muestra el asa P1 como un
rectangulo representando la estructura de hélice y una linea discontinua. Se muestra también
la estructura tetra¢drica de las moléculas de cromato a través del canal. Los rectangulos rojos
representan los residuos acidos mutados y el rectangulo azul representa el residuo esencial

lisina 248. En azul se muestran los residuos basicos presentes en el asa C5 (Moreno 2006).
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ejemplo Asp362Ala-Lys248Ala y Asp346Ala-Arg340Ala, que permitan predecir si estos

residuos forman interacciones electrostaticas entre ellos.
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