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RESUMEN

El mecanismo de resistencia a cromato mejor estudiado es el conferido por el
transportador de membrana ChrA que pertenece a la superfamilia CHR. Esta superfamilia
comprende dos familias: proteinas grandes LCHR con un tamafio de ~400 aminoacidos
(aa) y proteinas pequefias SCHR de un tamafio de ~200 aa. El genoma de Bacillus
subtilis 168 codifica un par de proteinas SCHR (Chr3N y Chr3C) que confieren resistencia
a cromato cuando se expresan en pareja en Escherichia coli. Rio arriba del gen que
codifica a la proteina Chr3N, se encuentra el gen ywrC que tiene homologia con la familia
de proteinas reguladoras Lrp. Por lo anterior, se propone que ywrC es el regulador de la
expresion de los genes chr3N 'y chr3C, formando un operon. El objetivo de este trabajo es
probar la funcionalidad del gen ywrC de B. subtilis 168. Mediante pruebas de
susceptibilidad, se encontrd que las mutantes chr3N-y chr3C- de B. subtilis son mas
sensibles a cromato que la cepa silvestre, mientras que la mutante ywrC- presento un
fenotipo de resistencia a cromato. Estos resultados sugieren que el gen ywrC,
denominado en este trabajo chrS, funciona como un regulador negativo que, al
eliminarse, permite una mayor expresion de los genes chr3N y chr3C. El grupo de genes
chrS-chr3N-chr3C se clond en el vector de expresion pACYC184 y el plasmido
recombinante se transfirio a E. coli. Mediante pruebas de susceptibilidad se encontro que
en las transformantes de E. coli la resistencia a cromato disminuyo con la presencia de
chrS, lo que confirmo el resultado obtenido con las mutantes de B. subtilis de que este
gen actua como un regulador negativo. Por otra parte, se analizé el patron de expresion
de los genes chr3N'y chr3C al estar presente el gen chrS, mediante ensayos de RT-PCR.
El resultado sefialo que efectivamente el gen chrS reprime la expresion de los genes chr
de B. subtilis 168 mientras que el cromato induce dicha expresion. Con esto se concluye
que los genes chrS-chr3N-chr3C funcionan como un operdn cuya expresion es regulada
por el producto de chrS que probablemente es miembro de la familia Lrp de reguladores

transcripcionales.
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Andlisis del gen ywrC de Bacillus subtilis

l. INTRODUCCION

1.- GENERALIDADES DEL CROMO

El cromo es un metal de niumero atémico 24, peso atémico 52 g/mol, localizado en el
grupo VI B de la tabla periddica y es miembro de la primera serie de los metales de
transicion. El cromo es el séptimo elemento mas abundante sobre la tierra. Diversos
compuestos del cromo estan presentes en agua, suelos y efluentes de industrias, debido
a que dicho metal es ampliamente utilizado en distintas actividades manufactureras lo
cual ha causado que sea considerado un serio contaminante ambiental (Khasim et
al.,1989).

En la naturaleza, los estados mas estables del cromo son el Cr(lll) y el Cr(VI) (Cervantes
et al., 2001). El Cr(VI) usualmente se encuentra en forma de los iones cromato (CrO4*) o
dicromato (Cr,0;%), los cuales atraviesan facilmente las membranas biolégicas haciéndolo
mas toxico. El Cr(lll), relativamente inocuo, se encuentra en forma de 6xidos, hidroxidos o
sulfatos, los cuales son insolubles a pH cercano a 5.5; el Cr(lll) frecuentemente se
encuentra unido a materia organica en suelos y ambientes acuaticos. El Cr(VI) es un
fuerte agente oxidante y en presencia de materia organica es reducido a Cr(lll); esta

transformacién es mas rapida en ambientes acidos (McGrath y Smith, 1990).

2.- INTERACCIONES BACTERIANAS CON EL CROMO

En un gran numero de especies bacterianas se ha observado que el transporte del
cromato (CrO,%) a través de las membranas ocurre mediante la via de captacién del
sulfato (SO,%) debido a la similitud quimica que existe entre estos dos oxianiones; esto
hace que el cromato sea un inhibidor competitivo del transporte de sulfato (Nies et al.,

1989). En el citoplasma, la toxicidad del Cr se relaciona principalmente con la reduccion
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Andlisis del gen ywrC de Bacillus subtilis

de Cr(VI) a Cr(lll) que causa estrés oxidativo (Kadiiska et al., 1994). EI Cr(lll) puede
ejercer efectos téxicos adicionales por su capacidad para unirse a los fosfatos del DNA
(Plaper et al., 2002) y a los grupos carboxilo y sulfhidrilo de las proteinas (Levis y Bianchi,

1982).

3.- MECANISMOS DE RESISTENCIA A CROMATO

Las bacterias han desarrollado varios mecanismos de resistencia para tolerar los efectos
nocivos de diversos metales toxicos (Cr, Cu, Pb, Cd, Ag) (Silver y Phung, 2005). En el
caso del cromo, estos mecanismos incluyen la reduccién extracelular del Cr(VI), sistemas
de reparacién de danos al DNA y la proteccion contra estrés oxidativo, todos ellos
codificados por genes cromosomicos (Ramirez-Diaz et al.,, 2008) (Figura 1). La
resistencia conferida por plasmidos es a través de transportadores de la membrana que
expulsan las especies nocivas del citoplasma celular. El sistema de expulsién del cromato
se identifico inicialmente en los plasmidos pUM505 de Pseudomonas aeruginosa vy
pMOL28 de Cupriavidus metallidurans que codifican la proteina ChrA (Cervantes et al.,
2001). Esta proteina expulsa el cromato del citoplasma en un proceso quimiosmaético
dependiente de la cadena respiratoria (Pimentel et al., 2002). La proteina ChrA posee 416
aminoacidos (aa) de los cuales el 62% son hidrofébicos; su perfil hidropatico sugirié
inicialmente que ChrA es una proteina de membrana (Cervantes y Silver, 1992). Se
encontré por medio de fusiones traduccionales con proteinas reporteras (fosfatasa
alcalina y R-galactosidasa) que ChrA posee 13 segmentos transmembranales conectados
por seis asas periplasmaticas y seis citoplasmaticas, con su extremo amino terminal
localizado en el citoplasma y su extremo carboxilo terminal localizado en el periplasma

(Jiménez-Mejia et al., 2006).

4.- ANALISIS FILOGENETICO DE LOS TRANSPORTADORES CHR

Selene Jacobo Arreola QFB-UMSNH
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Figura 1. Mecanismos de transporte, toxicidad y resistencia a cromato en células bacterianas. Los
mecanismos de dafio y resistencia se indican con flechas delgadas y gruesas, respectivamente. (A) La ruta de
captura de sulfato codificado en el cromosoma es utilizada por el cromato para entrar a la célula; cuando se
muta el transportador de sulfato (X) el transporte de cromato disminuye. (B) La reduccién extracelular de
Cr(V1) a Cr(lll), el cual no atraviesa la membrana. (C) La reduccion intracelular de Cr(\VI) a Cr(l1l) puede
generar estrés oxidativo asi como dafio a DNA y proteinas. (D) Enzimas destoxificantes estan involucradas en
la proteccion contra estrés oxidativo, minimizando los efectos toxicos de cromato. (E) Transportadores
codificados en plasmidos y cromosomas pueden expulsar cromato del citoplasma. (F) Los sistemas de
reparacion participan en la proteccién del dafio generado por derivados de Cr (Modificado de Ramirez-Diaz y

col., 2008).

Selene Jacobo Arreola QFB-UMSNH



Andlisis del gen ywrC de Bacillus subtilis

La familia CHR fue descrita inicialmente por Nies et al. (1998) como un pequefio grupo de
proteinas procariéticas involucradas en el transporte de cromato o de sulfato. Actualmente
la base de datos de proteinas contiene varias docenas de homdélogos de la proteina ChrA,
por lo cual se realizé un analisis filogenético de los miembros de la superfamilia CHR,
identificando 135 miembros, distribuidos en los tres dominios de la vida: Eubacteria,
Archaea y Eukaryota (Figura 2) (Diaz-Pérez et al.,2007). La amplia distribucion
filogenética sugiere un origen comun ancestral para la superfamilia CHR. De las 135
secuencias proteicas homologas a ChrA de P. aeruginosa, 128 pertenecen a bacterias,
una a arquea y seis a hongos.

Durante la busqueda de las proteinas CHR por Diaz-Pérez et al. (2007) se identificaron
proteinas grandes, denominadas CHR de cadena larga (LCHR) o bidominio, con un
tamano de 345-495 aa; y proteinas pequefas a las que se les denominé CHR de cadena
corta (SCHR) o monodominio, con un tamafo de 123-234 aa (Figura 3). Las proteinas
bidominio (LCHR) estan constituidas por dos dominios homdlogos, lo que sugiere que su
origen fue a través de un evento de duplicacion y posterior fusion de dos genes contiguos
que codifican a las proteinas SCHR, por lo que probablemente tanto las proteinas de
cadena larga como las de cadena corta provienen de un mismo gen que codificaba a una

proteina SCHR ancestral (Diaz-Pérez et al., 2007) (Figura 3).

5.- GENES ADYACENTES A ChrA

En varios organismos que tienen genes chrA las proteinas codificadas por genes
adyacentes estan relacionadas con su funcionalidad, generalmente por que funcionan
Ccomo operones.

Cupriavidus metallidurans es un bacilo gram negativo no formador de espora, encontrado

usualmente en suelos contaminados con metales pesados, es una bacteria aerobia, ca-
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Figura 2. Analisis filogenético de las proteinas de la superfamilia CHR. Los nombres de las secuencias se
indican por los nombres abreviados de las especies, seguidos del niamero de acceso de la base de datos
Uniprot y del tamafio de la secuencia de la proteina (aa). Se indican con una estrella las proteinas de las que se

posee evidencia experimental de su funcion. Modificada de Diaz-Pérez et al., 2007.
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Figura 3. Distribucién y organizacion de las proteinas pertenecientes a la superfamilia CHR. A) El
primer grupo del histograma (barras en blanco) corresponde a las proteinas bacterianas de cadena corta o
monodominio (SCHR); el segundo grupo (barras en gris) corresponde a las proteinas bacterianas de cadena
larga o bidominio (LCHR); un tercer grupo incluye a las proteinas de hongos de cadena larga o bidominio
(LCHR de hongos) (barras negras). B) Representacion esquématica de los dominios en las proteinas
pertenecientes a la superfamilia CHR. Se muestran SCHR bacterianas (monodominio) y LCHR bacterianas.

Modificada de Diaz-Pérez et al., 2007.
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paz de degradar xenobidticos en presencia de altas concentraciones de metales pesados.
Tiene dos determinantes de resistencia a cromato: chr; del plasmido pMOL28 (genes
chrl, chrBy4, chrA4, chrC, chrE, chrF,) y chr, en el cromosoma (genes chrB,, chrA,,chrF,),
que al expresarse en conjunto aumentan el nivel de resistencia a cromato (Juhnke et al.,
2002). Al deletar varios genes, se encontré que chrl, chrC, chrA,, chrB, y chrF, son
indispensables para brindar resistencia a cromato. También se encontré que la proteina
ChrC tiene actividad de superoxido dismutasa y que las proteinas Chrl, ChrB;, ChrB,,
ChrF, y ChrF, funcionan como reguladores de la expresion de los genes involucrados en
la resistencia a cromato (Juhnke et al., 2002).

Ochrobactrum tritici 5bvl1 es una bacteria gram negativa, movil, aerobia obligada, capaz
de reducir nitratos, utiliza una variedad de aminoacidos, acidos organicos y carbohidratos
como fuentes de carbono, es un subgrupo de las a-proteobacterias estrechamente
relacionado con el género Brucella. En el genoma de O. tritici se identifico el transposon
TnOtChr que contiene el grupo de genes chrB, chrA, chrC, y chrF; todos ellos
relacionados con la resistencia a cromato (Branco et al., 2008). Se observé que los genes
chrA y chrB son esenciales para la resistencia a cromato, mientras que chrB actia como
regulador de la expresion del operdn chr. ChrC tiene actividad de superdxido dismutasa y
la expresion de las proteinas ChrC, ChrF, y ChrB juntas provee de una importante
segunda linea de defensa ante una gran produccion de superdxido en respuesta al
cromato (Branco et al. 2008).

Shewanella sp. ANA-3 es un bacilo gram negativo, aerobio facultativo ampliamente
distribuido en ambientes marinos y aguas dulces, es capaz de reducir varios metales por
lo que puede ser usada en proyectos de biorremediacion. Se encontré que tiene los genes

plasmidicos de resistencia a cromato chrB, chrA y chrC, que forman un operén; se
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observé que para aumentar los niveles de resistencia era necesaria la expresion del
operon completo (Aguilar-Barajas et al., 2008).

Arthrobacter sp. FB24 es una bacteria gram positiva, con un contenido alto de G+C
presente en suelos limpios o contaminados, presenta altos niveles de resistencia a una
gran variedad de metales toxicos, fue aislada de suelos contaminados con cromato de
plomo. En su genoma se encontré un determinante de resistencia a cromato que consiste
en ocho genes. Incluye chrA que codifica una posible proteina que expulsa el cromato,
tres genes cuyo producto protéico tiene una secuencia de aminoacidos similar a los
dominios amino y carboxilo de ChrB una probable proteina reguladora. Hay también tres
genes que anteriormente no habian sido asociados a la resistencia a cromato en otras
bacterias, que codifican una oxidorreductasa, una proteina con funcién desconocida y una
lipoproteina (Henne et al 2009).

En todos los ejemplos antes mencionados los productos de los genes cercanos a los que
codifican a la proteina ChrA actuan ya sea disminuyendo los dafios por especies reactivas
de oxigeno, como reguladores transcripcionales o como genes accesorios que aumentan
la expresion de los genes chr.

En la Figura 4 se muestra la comparacion de determinantes genéticos chr de resistencia
a cromato; en Arthrobacter sp. FB24 tiene un arreglo genético similar al encontrado en
Arthrobacter sp. CHR15, mientras que difieren de los de P. aeruginosa y C. metallidurans
por el numero y distribucion de los determinantes, respectivamente; se observa que el
transposon de O. tritici tiene un arreglo genético similar al determinante chrl de C.
metallidurans. Genes adicionales involucrados en la resistencia a cromato en C.
metalliduranas, como los que codifican la superéxido dismutasa no estan presentes en el
resto de los organismos. En general se observa que son pocas las diferencias en la

distribucion o la diversidad de genes relacionados a la resistencia a cromato, sin embargo,
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Figura 4. Comparacion de los determinantes genéticos bacterianos de resistencia a cromato. Los genes
asi como la direccidn de la transcripcion, se encuentran representados por flechas; el nombre de los genes se
encuentra sobre cada flecha. R. sp. RHA1, Rhodococcus sp. RHAL [GenBank: NC_008268]; N. sp. JS614,
Nocardiodes sp. JS614 [GenBank: NC_008699]; A. CHR15, Arthrobacter sp. CHR15 plasmido pCHR15; C.
met. chrl y chr2, C. metallidurans determinantes de resistencia a cromato 1 (plasmido pMOL28) y 2
(cromosomal); P. aer., P. aeruginosa plasmido pUM505; TnOtChr, transposén de Ochrobactrum tritici
5bv11; S. ANA-3, cepa de Shewanella sp. operon chrBAC, plasmido 1 [GenBank: CP000470]. Modificado de

Henne et al., 2009.
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es probable que estas diferencias brinden mecanismos mas eficientes y regulables

necesarios para cada bacteria.

6.- REGULACION DE LA EXPRESION GENETICA

El mecanismo basico mediante el cual las bacterias controlan la transcripcion de sus
genes fue formulado por Jacob y Monod en 1961. Ellos propusieron que la expresion de
los genes (transcripcion) esta regulada por las acciones negativas y positivas de proteinas
de unién al DNA con especificidad de sitios, denominadas represores y activadores,
respectivamente.

Los represores se unen a sitios operadores y bloquean la iniciacion de la transcripcion,
mientras que los activadores se unen al DNA y estimulan la iniciacién de ese proceso. Las
afinidades de estas proteinas por el DNA estan influidas por la unién de ligandos de bajo
peso molecular que pueden actuar como inductores o correpresores. Tanto la induccion
como la represion enzimatica actuan a través del control de la transcripcion en el paso de
iniciacion. Muchos genes se expresan unicamente cuando se necesitan los productos
génicos correspondientes, es decir, para utilizar un sustrato disponible, para sintetizar un
metabolito complejo que no esta en el medio en el que crecen o para responder de algun
modo a los cambios de las condiciones ambientales (Mathews et al., 2002).

Como consecuencia de las interacciones con el medio ambiente, las bacterias han
desarrollado una gran variedad de arreglos regulatorios y una organizacién de los genes
en grupos con funcién relacionada. Cuando un conjunto de genes comparte la misma
unidad de transcripcion, se le conoce como operon. De la misma forma, un reguldn se
describe como un grupo de genes dispersos a lo largo del genoma u operones regulados

por la misma proteina en respuesta a un estimulo comun (Maas y Clark 1964).

7.- FAMILIA DE REGULADORES TRANSCRIPCIONALES Lrp
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Existe una gran variedad de reguladores transcripcionales en las bacterias uno de estos
grupos es el de los reguladores Lrp. La familia Lrp de reguladores transcripcionales se
encuentra distribuida en bacterias y arqueas actuando como sistemas reguladores del
metabolismo de aminoacidos o procesos relacionados, de manera global y especifica,
frecuentemente en respuesta a la presencia de aminoacidos exdgenos (Brinkman et al.,
2003).

En 44 de 83 genomas bacterianos analizados (53%) se han identificados uno o mas
reguladores transcripcionales Lrp. Cerca de 45% de genomas bacterianos (30 de 67) y
94% (15 de 16) de arqueas contienen al menos un homologo Lrp (Brinkman et al., 2003).
En los genomas eucariotes no se han identificados homadlogos Lrp, por lo que se piensa
que estos reguladores transcripcionales estan restringidos a procariotes.

El miembro mejor estudiado de la familia Lrp es el de E. coli (EcoLrp) (Thaw et al., 20086).
La Proteina Reguladora en respuesta a Leucina (Lrp) es un regulador global en E. coli,
que afecta la expresion de varios genes y operones. En E. coli, la proteina Lrp
frecuentemente actua en conjunto con otros reguladores globales (Mathew et al., 1996)
como CRP (Proteina Receptora de AMPc) (Weyand et al.,, 2001), IHF (Factor de
Integracion al Huésped) (Paul et al., 2001) y la proteina histona H-NS (Levinthal et al.,
1994).

La amplia distribucién de homdlogos Lrp en arqueas y bacterias sugiere que este tipo de
reguladores estuvo presente en un ancestro universal comun. En algunos genomas,
docenas de paralogos de Lrp estan presentes (e.g. 20 copias en Mesorhizobium loti), en
otros unos cuantos (e.g. tres copias en E. coli), o ninguno (e.g. Buchnera spp.,
Mycoplasma sp. y Chlamydia spp.) (Brinkman et al., 2003).

Los miembros de la familia Lrp son pequefas proteinas de unién al DNA con masas

moleculares de alrededor de 15 kDa (~165 aa). El estado multimérico de homdlogos Lrp
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a partir de organismos tan distintos como E. coli (Willins et al., 1991, Chen et al., 2001a),
Agrobacterium tumefaciens (Jafri et al., 1999), P. aeruginosa (Madhusudhan et al., 1995)
y Pyrococcus furiosus (Brinkman et al., 2000) incluye dimeros, tetrameros, octameros y
hexadecameros.
En E. coli se ha demostrado que la unién no especifica de Lrp al DNA varia
significativamente, dependiendo de las condiciones nutricionales y la fase de crecimiento
(Chen et al., 2001b). Los niveles de Lrp varian en funcion de la fase de crecimiento en las
células que crecen en medio rico, pero en células crecidas en medio minimo, no hay
variaciéon. Se han reconocido seis patrones diferentes de regulacion por Lrp, dependiendo
de si actua positiva o negativamente y la manera en que la leucina afecta la expresion
(Chen et al., 2001b).

a) Estructurade las proteinas Lrp
Las proteinas Lrp contienen tres dominios funcionales de tamafos equivalentes: un
dominio N-terminal que tiene el sitio de union al DNA (dominio N-terminal con
conformacion hélice-vuelta-hélice (HTH)), un dominio intermedio que es el responsable de
la activacion de la transcripcion y un dominio C-terminal (conformacion BapBBaB o “af-
sandwich”) que es requerido para responder a leucina (Ettema et al., 2002).

b) Regulacién de las proteinas Lrp
Se ha reportado que varios reguladores transcripcionales procarioticos (e.g. CRP, Lacl,
BirA, AraC) responden a la interaccion con sus efectores especificos con cambios
estructurales pequenos pero significativos (Harman, 2001). La observacion de que una
gran variedad de polipéptidos son regulados por Lrp de forma independiente a leucina
exogena plantea la cuestion de cémo se modula el efecto de Lrp en estos polipéptidos. Si
esta regulacion es en efecto modulada en respuesta a la alteracion de las condiciones

fisioldgicas, la actividad de la proteina Lrp puede ser modulada, ya sea por metabolitos no
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identificados o por interaccion con otras proteinas reguladoras, cuya expresion o actividad
es modulada en respuesta a las cambiantes condiciones fisioldgicas (Ernsting et al.,
1991).
c) Funcion de las proteinas Lrp

De los cientos de homdélogos Lrp que se han identificado en genomas procariotes, sélo un
pequefo numero se ha caracterizado. En miembros de las y-proteobacterias Lrp parece
estar bien conservado teniendo elevados porcentajes de identidad con miembros de
Salmonella typhimurium (99%), Yersinia pestis (93%) y Haemophilus influenzae (77%).
Algunos autores proponen que el rol de regulador global de Lrp esta limitado a bacterias
entéricas, permitiéndoles adaptarse a sus extremos nichos ecoldgicos, aunque esto no
quiere decir que en otros organismos las proteinas Lrp necesariamente lleven a cabo
funcién reguladora (Friedberg et al., 2001).

Un analisis de la secuencia del DNA de B. subtilis 168 mostré un nimero inesperado de
homologos Lrp (LrpA, LrpB, LrpC, AzIB, YezC, YwrC y YugG), cuyo grado de identidad
con la proteina EcoLrp esta entre 25 y 34% (Beloin et al., 2000). La redundancia de los
genes Irp en B. subtilis y la informacion disponible de cuatro proteinas (LrpA, LrpB, AzIB y
LrpC) podria indicar que tal vez actuan cooperativamente en diferentes situaciones que
permiten a B. subtilis adaptarse a cambios en la disponibilidad de nutrientes u otros

parametros de crecimiento celular.
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[Il. ANTECEDENTES

La funcionalidad de las proteinas de la familia LCHR de la superfamilia CHR se ha
estudiado ampliamente, pero hasta hace muy poco no se contaba con reportes acerca de
las funciones de las proteinas pequenas de la familia SCHR. Al encontrar solo cuatro
organismos de las 135 secuencias que componen la superfamilia CHR
(Desulfotomaculum reducens MI-1, Symbiobacterium thermophilum [AM 14863,
Carboxydothermus hydrogenoformans Z-2901 y Legionella pneumophila str. Len) que
tienen un solo gen chr monodominio, se sugirié que la mayoria de las proteinas SCHR no
son funcionales como mondémeros (Diaz-Pérez et al., 2007). Se postulé también que
posiblemente las proteinas SCHR poseen una estructura de heterodimero dada por los
dos polipéptidos codificados por los genes chr monodominio contiguos, los cuales se
relacionan con la parte amino y carboxilo terminal de proteinas bidominio (LCHR)
presentes en la superfamilia CHR (Nies et al., 2003). En el genoma de B. subtilis 168 se
localiz6 un par de genes schr (inicialmente llamados ywrA y ywrB) que codifican a las
proteinas Chr3N y Chr3C, pertenecientes a la subfamilia SCHR3. Estas proteinas
confieren resistencia a cromato en E. coli solamente cuando ambas proteinas se
expresan, confirmando que las proteinas SCHR no son funcionales como mondmeros
(Diaz-Magafa et al.,, 2009). Este fue el primer reporte acerca de la funcionalidad de
proteinas SCHR. Los genes que codifican este par de proteinas monodominio se
encuentran traslapados y se transcriben a través de un RNA mensajero bicistrénico,
generado probablemente por un promotor rio arriba del gen chr3N (Diaz-Magana et al.,
2009). Rio arriba del gen chr3N se encuentra el gen ywrC, que codifica una proteina
predicha que tiene homologia con miembros de la familia de reguladores transcripcionales

Lrp. Por esta razon se propone en este trabajo que el gen ywrC, forma parte de un operon
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en conjunto con los genes schr y que su producto funciona como un regulador

transcripcional que controla la expresion de los genes adyacentes.
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. JUSTIFICACION
Se ha observado que aledafio a algunos genes chr se encuentran genes que actuan
como reguladores, formando operones. Una vez determinada la funcién de resistencia a
cromato del par de genes schr de B. subtilis y debido a que no se tiene informacién
acerca de la regulacién de éstos, es importante estudiar el papel del gen ywrC como un

probable regulador de la expresién de los genes schr.

IV. HIPOTESIS

El gen ywrC participa en la regulacion de la expresion de los genes chr3N y chr3C de B.

subtilis 168.

V. OBJETIVO GENERAL
Determinar el papel del gen ywrC sobre la regulacion de la expresion de los genes chr3N
y chr3C.
VI. OBJETIVOS ESPECIFICOS
1.- Caracterizar mutantes de B. subtilis 168 afectadas en los genes chr3N, chr3C y ywrC.
2.- Determinar el efecto de ywrC sobre la funcion de los genes chr3N-chr3C.

3.- Determinar el efecto del gen ywrC sobre la expresion de chr3N-chr3C.
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VII. EXTRATEGIA EXPERIMENTAL

Determinar la susceptibilidad a cromato de mutantes de B. subtilis

Medio rico (LB) “ Medio minimo (M9)

Clonar el grupo de genes ywrC-chr3N-chr3C de B. subtilis en:

|

pUCP20 vector de alto No. de copias “ pACYC184 vector de bajo No. de copias

|

Transferir los plasmidos recombinantes a Escherichia coli

!

Determinar la susceptibilidad a cromato de las transformantes

| OBJETIVO 3 |

Analizar la expresién mediante RT-PCR
del gen chr3N

§

En ausencia del gen ywrC “ En presencia del gen ywrC

T T

Con cromato / Sin cromato
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VIIl. 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.

. 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 agreg6 1.5% de agar bacterioldgico.

. Caldo nutritivo (CN): peptona de gelatina 0.5% y extracto de carne de res 0.3%.

. Medio minimo (M9): sales minerales M9 (Sigma), glucosa 20 mM, CaCl, 2H,0 0.1

mMy MgSO, 7H,O 2mM (Sambrook et al., 1989).

2.- CEPAS EMPLEADAS

I ! Bacillus subtilis 168 (trpC2, BGSC 1A1) donada por el Dr. Mario Pedraza Reyes;
Departamento de Biologia, Universidad de Guanajuato.

m Mutantes por mutacion insercional de B. subtilis 168: A569 (chr3C’), A570 (chr3N")
y A533 (ywrC") donadas por el Dr. Hironori Niki; Institute of Genetics, Mishima, Shizuoka,
Japan.

Las cepas de E. coli empleadas como receptoras en la transformacion fueron las
siguientes:

m JM101. supE, thi-1 A (lac-proAB) [F’, traD36, proAB, lagl®ZAM15] (Yanisch-Perron
et al., 1985).

ml XL1-Blue. end A1, gyrA96, thi-1, hsdR17 supE44 recA1 lac [F’ proAB lag1? ZAM15
Tn10 (Tc)] (Stratagene).

ml W3110. F', mcrA, merB in (rrnD-rrnE) (Hayashi et al., 2006).
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3.-PLASMIDOS EMPLEADOS

e« pGEM-T (Promega),utilizado para la recuperacion de productos de PCR, tiene en
sus extremos 3" 0 5" dos timinas que favorecen la ligacion de los productos de
PCR, cuenta con un gen de resistencia a ampicilina y porta un segmento de DNA
que codifica la regiéon amino terminal de la B- galactosidasa, que permite la alfa
complementacion. Las bacterias Lac® forman colonias azules en presencia del
sustrato cromogénico X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indol-3-D-galactopiranésido). Un
inserto dentro de lacZ impide la actividad enzimatica y se originan colonias blancas

Lac’ (Figura 5A).

« pUCP20, vector de clonacién de alto numero de copias que contiene un gen de
resistencia a ampicilina y origenes de replicacién para E. coli y P. aeruginosa
(West y col., 1994). En E. coli presenta un numero de copias de alrededor de 500

(Figura 6A).

« PACYC184, vector de clonacion de bajo numero de copias con alrededor de 15
copias por célula y genes de resistencia a cloranfenicol y tetraciclina (Sambrook et
al., 1989) asi como origen de replicacién para E. coli (Chang y Cohen, 1978; Rose,

1988) (Figura 6B).

4.- PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD A CROMATO

De un cultivo que se incubd durante toda la noche se tomaron 40 ul para inocular tubos
con 4 ml de medio CL o medio minimo M9 con concentraciones crecientes de cromato.
Los tubos se incubaron 22 h para los cultivos de E. coli y de B. subtilis en medio minimo y
de 8 h para B. subtilis en CL a 37°C con agitacion constante (220 rpm). La susceptibilidad

a cromato se determind en funcion del crecimiento de los cultivos al medir la absorbencia
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ori

Figura 5. Mapa del vector pPGEM-T. Empleado para la recuperacién de fragmentos provenientes
de PCR. amp, gen de resistencia a ampicilina; ori, origen de replicacion para E. coli; lacZ, porcion
codificante de la B-galactosidasa; T, timinas en los extremos 3" 0 5  del vector que permite la

complementaridad de las bases con las adeninas que flanquean a los productos de PCR. (Promega).
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pACYC184

4.2kb

Figura 6. Vectores. A) Mapa del vector binario pUCP20 de alto nimero de copias. Amp, gen de
resistencia a ampicilina; ori y ORP, origenes de replicaciéon para E. coli y Pseudomonas,
respectivamente; rep, gen que codifica para una proteina implicada en la replicacion en
Pseudomonas; lacZ, una parte del gen R-galactosidasa y SMC, sitio maltiple de clonacién (West et
al., 1994). B) Mapa del vector pACYC184 de bajo nimero de copias. Tc', gen de resistencia a
tetraciclina; Cm', gen de resistencia a cloranfenicol. Se muestran los sitios de reconocimiento para

algunas endonucleasas.

Selene Jacobo Arreola QFB-UMSNH

21



Andlisis del gen ywrC de Bacillus subtilis

a 590 nm en un espectrofotdmetro Spectronic 21.

5.- ANALISIS DE SECUENCIAS

Se realizaron busquedas de secuencias a través del servidor del Centro Nacional para la
Informacion Biotecnoldgica (NCBI). De esta base de datos se utilizé el programa BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) para realizar alineamientos de las secuencias de
interés. En http://www.fruitfly.org/seq_tools/other.html se realizé el analisis del promotor
del gen ywrC, 310 aa rio arriba del codén de inicio. En http://www.softberry.ru/cgi-
bin/programs/gfindb/findterm.pl se realiz6 la busqueda de terminadores transcripcionales.
También se utilizé el programa Bioedit para realizar alineamientos (Clustal W) entre

proteinas homologas y paralogas de YwrC.

6.- AISLAMIENTO DE DNA PLASMIDICO

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:

Un cultivo bacteriano crecido en CL durante 18 h a 37°C con agitacién (220 rpm) se
distribuyé en tubos Eppendorf de 1.5 ml y se centrifugd durante 2 min a 13000 rpm. Se
decantd el sobrenadante y el sedimento se resuspendié en 100 pl de solucién STE
[Sacarosa 50 mM, Tris-HCI (hidroximetilaminometano- acido clorhidrico) 25 mM pH 8.0 y
EDTA (acido etilendiaminotetraacético) 10 mM pH 8.0] y se le adicionaron 20 pl de
lisozima (20mg/ml), se mezclo ligeramente y se incub6 a 37°C por 5 min. Posteriormente
a la suspension se le agregd 300 pl de una solucion recién preparada de NaOH 0.2 N y
SDS (dodecil sulfato de sodio) 1%, se agité suavemente y se mantuvo en hielo. Se le
adicion6 250 pl de una solucion de acetato de potasio 5 M pH 4.8 (acetato de potasio 5 M

y acido acético glacial), se mezcl6 ligeramente y se incubé 10 min en hielo. Se centrifugd

Selene Jacobo Arreola QFB-UMSNH

22




Andlisis del gen ywrC de Bacillus subtilis

durante 10 min a 13000 rpm y posteriormente con un palillo estéril se retiraron los restos
celulares. Al sobrenadante se le adicionaron 500 ul de la mezcla fenol/cloroformo 1:1,
mezcld moderadamente procediendo a centrifugar durante 10 min a 13000 rpm,
recuperandose la fase acuosa superior a la que se le agregé 500 ul de cloroformo se
mezcld suavemente procediendo a centrifugar durante 3 min a 13000 rpm se transfirio la
fase superior a otro tubo y se le adicion6é 1 ml de etanol absoluto frio. Se incub6 durante
20 min a -80°C o 1 hora a -20°C. Se centrifugdé durante 15 min temperatura ambiente a
13000 rpm y la pastilla se lavé dos veces con 500 yl de etanol al 70% centrifugando
durante 3 min entre cada lavado. Se sec6 la pastilla a 65°C y se resuspendié en 50 ul de
agua HPLC estéril. Se adicionéd 5 uyl de RNasa (a concentracion de 2 mg/ml) se incubd a
37°C durante 30 min y se inactivé a 65°C por 15 min. Las muestras se almacenaron a -

20°C o fueron sometidas a corrimiento electroforético en geles de agarosa.

7.- ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA

ElI DNA aislado se sometié a un corrimiento electroforético, para ello se prepar6 un gel de
agarosa (Sigma) al 1% (p/v) en amortiguador TAE (Tris-acetato 0.04 My EDTA 0.001 M).
El gel se deposité en una camara de electroforesis horizontal, con el mismo amortiguador.
Una muestra del DNA se mezclé 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 descargo en los orificios del
gel. La camara se conect6 a una fuente de poder (E-C Apparatus Corporation modelo
EC452) y se sometié a una corriente constante de 120 voltios durante 1 h. Posteriormente
el gel se tifié con una solucion 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 tamafio molecular de DNA lineal se utilizdé el DNA del

fago lambda digerido con las endonucleasas EcoRIl y/o Hindlll.
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8.- 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 de acuerdo a las instrucciones

del provedor.

9.- PURIFICACION DE DNA TOTAL

Se recupero la pastilla celular de un cultivo crecido toda la noche, se centrifugd 2 min y se
desecho el sobrenadante. La pastilla se resuspendié en 100 pl de solucion TE 50/20 y se
centrifugd nuevamente. Se adiciond 450 ul de solucion TE 50/20 y se resuspendié. Se
agrego 20 yl de lisozima (20 mg/ml), se mezcld en vortex y se incubé 30 min a 37°C. Se
adicionaron 25 ul de pronasa (pronasa E o proteinasa K 20 mg/ml), se mezcldé y se incubd
15 min a 37°C. Se agregaron 50 pl de SDS al 10%, se mezcl6 en vortex e incubd 15 min a
37°C. Se incubd la solucién de CTAB/NaCl (bromuro de cetiltrimetilamonio/cloruro de
sodio) a 65°C. Se adicionaron 100 pl de NaCl 5 M, se mezclé vigorosamente en vortex y
se incubd a 65°C por 5 min. Se agregregaron 80 pl de solucion CTAB/NaCl mezclando en
vortex, se incubd 10 min a 65°C. Se adicioné 500 ul de cloroformo/alcohol isoamilico
(24:1), se mezcloé en vortex hasta homogenizar y se centrifugd 5 min a 10000 rpm. Se
transfirio la fase acuosa y se agregdé 500 pl de fenol saturado/cloroformo/alcohol
isoamilico (24:24:1), se mezcld en vortex y centrifugd 5 min. Se transfiri la fase acuosa a
otro tubo y se agregé 1 ml de etanol absoluto. Se mantuvo 1 hora a -20°C o 20 minutos a -
80°C. Se centrifugd a 12000 rpm durante 15 min. Se lavo la pastilla 3 veces con etanol al
70%. Se sec6 la pastilla y se resuspendié en 45 yl de agua HPLC o buffer TE (Tris-
EDTA), se agregaron 5 pl de RNasa y se incubd a 37°C por 15 min. Se inactivd la RNasa

a 65°C durante 10 min. Se corrieron 2-5 pl en un gel de agarosa.
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10.- REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Los oligonucleotidos utilizados fueron disefiados en base a la secuencia de las regiones
aledanas a los genes que se pretenden amplificar (Tabla 1). Se hizo una mezcla que
contiene DNA cromosoémico de B. subtilis 168, oligonucleétidos directo y reverso a una
concentraciéon de 20 picomoles (pmol); 12.5 pl de la mezcla de reaccién Super Mix Il que
contiene la enzima Taq polimerasa, anticuepos anti-Taq, una proteina AccuPrime
termoestable, MgCl, y dNTPs a concentraciones optimizadas. La mezcla se sometié a un
ciclo de desnaturalizacion inicial a 95°C por 5 min, 30 ciclos de desnaturalizacion a 95°C
por 40 seg, alineamiento a 48°C por 40 seg y extension a 72°C 2 min 30 seg, por ultimo a
un ciclo de extensién final a 72°C por 7 min. Lo anterior se realizé en un termociclador

MultiGene™ Gradient Thermal Cycle.

11.- TRATAMIENTOS ENZIMATICOS DEL DNA o RNA
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 tamafo 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
segun el experimento realizado. Se emplearon de 3-5 pl de la mezcla de ligacién en la

transformacion.
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Tabla 1. Oligonucledtidos empleados para la amplificacion por PCR y RT-PCR de los genes chr de

Bacillus subtilis 168.

GEN OLIGONUCLEOTIDO SECUENCIA (5" --> 3") DIRECCION
a) PCR
ChrS-chr3N-
chr3C B Sub_YwrCD CGT TGC CTC CCT TAT CTA GAATGC a DIRECTO
Bsu A R GAA GGTCCAGGATCCTGTTTIG G b REVERSO
b) RT-PCR
RT-PCR
chr3N ChrASn_D TCT GCCTAC ATG TCT TGC GAT GGT DIRECTO
RT-PCR
chr3N ChrASn_R ATG ACCAGG CCG GGATTAATCTGT REVERSO

a) Oligonucledtidos usados para la amplificacion por PCR. Subrayados y en rojo se indican los
sitios de restriccion para las enzimas ? Xbal y ® BamHI introducidos en la secuencia de los
oligonucledtidos. b) Oligonucledtidos empleados para la amplificacion por RT-PCR y PCR de la

region interna del gen chr3N.
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c) Tratamiento con DNAsa

El RNA total fue tratado con RQ1 RNase-Free DNAsa (Promega) utlizando una unidad por
Mg de RNA. La reaccion se llevd a cabo a 37°C durante 10 min. Posteriormente se
adiciond 1pl de solucidn de paro y se incubd a 65°C durante 5 min para inactivar la
DNAsa. Las muestras se almacenaron a -70°C o fueron sometidas a corrimiento

electroforético en geles de agarosa.

12.- TRANSFORMACION

a) Preparacién de células competentes
* Escherichia coli

De un cultivo crecido durante toda la noche se tomaron 4 ml para inocular 250 ml de CL
contenidos en un matraz de 1L y se incubd durante 3 h a 37°C con agitacién constante
hasta obtener una absorbencia de 0.6 a 590 nm. Posteriormente se mantuvo el cultivo
en hielo durante 20 min y se distribuyeron alicuotas en tubos para centrifugar durante 10
min a 9500 rpm a 4°C. La pastilla se lavo dos veces por resuspension con agua estéril fria
y se centrifugd entre cada lavado en las condiciones antes descritas. Después del ultimo
lavado la pastilla se resuspendié en agua estéril mas glicerol al 20%. Posteriormente se
distribuyd en alicuotas de 0.2 ml en tubos de microcentrifuga de 1.5 ml. Estas células se
utilizaron para la transformaciéon o bien fueron almacenadas a —80°C (Sambrook et al.,
1989).

*  Bacillus subtilis
Medios
-Sales Bacillus 10X: (NH4),SO,4, K;HPO4-3H,0, KH,PO,, citrato de sodio, MgSO,-7H,0,
agua.
-Medio A: Agua estéril, Base medio A 10X y Sales Bacillus 10X.

-Medio B: Medio A, 50 mM CaCl,-2H,0 y 250 nM MgCl,-6H0.
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-Base Medio A 10X: extracto de levadura, casaminoacidos, agua destilada, glucosa al
50%

Se inocularon 10 ml de medio A de un cultivo crecido toda la noche a 37°C, se leyé la
absorbencia a 650 nm en el espectrofotometro, posteriormente se realizé una dilucion con
medio A nuevo hasta obtener una absorbencia de 0.1 — 0.2. Después se incubé el cultivo
a 37°C con agitacion constante y se ley6 la absorbencia cada 30 min; se grafico hasta
obtener la ty (punto en el cual las células entran en fase estacionaria). A partir de este
punto se incubé 90 min mas y después se transfirieron 500 ul del cultivo a un tubo con
450 pl de medio B precalentado a 37°C, se incubaron los cultivos diluidos a 37°C por 90
min. Para realizar la transformacioén se adicioné 1 ug de DNA a las células competentes y

se incubd a 37°C por 30 min (Yasbin et al., 1975).

b) Transformacién de E. coli

Se utilizaron de 3-5 pl de una mezcla de ligacién de DNA, la cual se adicioné a 100 ul 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 adicioné 2 ml de CL
precalentado y se incub6 durante 1 h a 37°C con agitacion constante. Se tomaron 100 pl
de la mezcla previamente concentrada y se plaqued en cajas con el antibiético adecuado

para seleccionar las clonas.

13.- Aislamiento de RNA total

El RNA total se obtuvo utilizando el reactivo TRl Reagent Solution (Ambion), de acuerdo
al siguiente protocolo:

Un cultivo bacteriano crecido en 4 ml de M9 durante 18 h a 37°C con agitacién constante

se paso a un tubo Eppendorf de 1.5 ml y se centrifugdé durante 1 min a 12000 rpm. Se
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decantd el sobrenadante y el sedimento se resuspendié en 100 ul de Lisozima/TE (4
mg/ml), se incubd a 37°C por 5 min, después se le adicion6 1 ml de reactivo TRI,
procediendo a centrifugar por 10 min a 4°C y se transfirié el sobrenadante a otro tubo. Se
adicion6 200 pl de cloroformo, se agitoé vigorosamente durante 15 seg y se centrifugé por
10 min a 4°C. La fase acuosa se transfiri a otro tubo, se adicioné 500 ul de isopropanol,
se agité vigorosamente durante 10 seg y se centrifugd por 10 min a 4°C. El sobrenadante
se removio cuidadosamente, se transfirio a otro tubo, se le adiciond 1 ml de etanol al 75%
y se centrifugd a 7500 rpm por 5 min a 4°C. Se removi6 el etanol, se seco la pastilla de 3-
5 min a temperatura ambiente y posteriormente se resuspendié en 25 ul de agua libre de
nucleasas. Las muestras se almacenaron a -70°C o fueron sometidas a corrimiento

electroforético en geles de agarosa.

14.- Transcripcion reversa — PCR (RT-PCR)

El RT-PCR fue realizado con el RNA total aislado y con el kit Master Amp RT-PCR
(Epicentre Biotechnologies) de un solo paso, siguiendo las instrucciones del proveedor.

Se utilizaron los oligonucleétidos presentados en la Tabla 1.
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IX. RESULTADOS

1.- Anédlisis de promotores y terminadores transcripcionales

Con la finalidad de encontrar regiones conservadas que sugieran que se trata de un gen
funcional, se analiz6 la secuencia del extremo 5 del gen ywrC que se encuentra en la
posicion 3720925 a 3721401 en el genoma de B. subtilis 168. Como se muestra en la
Figura 7 se encontraron posibles regiones consenso -35 y -10 de promotores; también se
identific6 un posible sitio de uniéon al ribosoma pero no se encontré terminador
transcripcional. En el analisis de la secuencia de ywrC fueron identificados el codén de
inicio (TTG) y el codon de paro (TAA) necesarios para la traduccion de la proteina
correspondiente, asi como también el codon de inicio del gen chr3N (ATG) (Figura 7A).
Debido a las regiones conservadas encontradas en el gen ywrC, este analisis nos indica
que es posible la expresion y funcionalidad del gen. Con la ayuda del programa blast2seq
del ncbi se encontr6 que una probable region de union al DNA (AGAATTTTATTCT)

aparece cuatro veces en el gen ywrC (Figura 7A).

2.- Probables proteinas homologas a YwrC de B. subtilis

Se realiz6 una busqueda de probables proteinas homdlogas a ChrS para conocer el grado
de identidad y si tienen alguna funcién asignada, que coincida con la probable funcién
reguladora del producto del gen ywrC. Fue de nuestro interés analizar con mas detalle las
proteinas obtenidas en el blast, el arreglo génico y caracteristicas. La Tabla 2 muestra
que los organismos que poseen los probables homologos son principalmente del género
Bacillus o de géneros relacionados (Geobacillus,Paenibacillus y Clostridium), cuyas
especies son capaces de sobrevivir en medios hostiles mediante la formaciéon de
estructuras de resistencia, las endosporas.

Adicionalmente se encontré un organismo Gram negativo (Halothermothrix orenii H168)
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-35 -10
GACGAACTTTCTTCTTTTCGCAAATAATAAGATATTTTCGCATTCATTTCGAAAACAAATGAAAAATTATTAT

TTCTATACGTAACTTTTATGRMMMAEGATTGCTAAAAGGCTACGAAAGCAGGTGGAGCAAlgagtcatgaa
L S H E

tatcaaatccccaaccttgtacttgatgagactgataaac-cacgattttgcatgaagaaggc-
Yy 9 T P N L VL D ETD K Q I L T I L H E E G R
-cttatacggatcttggcaaaagagtcgatttgtcacgggtcgccgttcaggcccgtatcaaccaatta
I s Yy T™ b L G KRV DIL S RV AV QA RTINOQL
attgaagccggtgttattga_accgctgtcatcaatcccgctaaaatcggcatccatgtttccgtg
I E A GV I E K F T AV I NPAI KI G TI H V S V
tttttcaatgtcgaggtagaaccgcaatttttagaagaggtcgctcttaagecttgaggaagagecctgeggte
F F N V E V E P Q F L E E V A L K L E E E P A V
accagcctttatcacatgacaggcccgagcaagctgcatatgcatgggatctttaccaacgatcaagaaatg
T S L Y H M TG P S KL HMHGTIF TNUD Q E M
gaagaattcttaacaaaacggctgtatccattgcgaggcgtcgtcagtgttgattgccagatgctgatcaa

E E F L T K R L Y P L RGV V S V DCOQQMTL I K
acgatacaaaagccgtatgggaatgaagctgtaaAGGAGAGAAACAAATGAAAAACCATCCTTATCGGGATATG
R ¥ K S R M G M K L *
ACGGCCGCAATGGTTCGCACCGGCATATTAGGGTTCGGCGGCGGACCTTCCGTGATTCCGCTGATCCGCCATG

3720925 -> 3721401 ->

P

21 Kb

Figura 7. Analisis la secuencia del gen ywrC de B.subtilis 168. A) Se muestra en rojo la
posible region promotora y subrayadas las cajas -35y -10; en azul el sitio de unién al ribosoma.
También se indican en verde el coddn de inicio (TTG) y en rojo el codén de paro (TAA), en naranja
se muestra la traduccion a proteina (YwrC) segun el programa ORF finder del NCBI. En fucsia y
subrayadas se indican las regiones consenso de unién al DNA de la proteina YwrC. Se muestra el
codén de inicio del gen ywrB (TGA). B) Representacion del probable operéon ywrC-chr3N-chr3C.
Arriba se muestran las coordenadas de la posicidon en la que se encuentra el gen dentro del
cromosoma de B. subtilis, la direccion de la transcripcidn esta representada por las flechas

grandes. P= promotor.
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Tabla 2. Posibles proteinas homodlogas a YwrC de B. subtilis

Bacillus subtilis 158 Probable gamma glutamil transferasa/ GenelD: 936886
168 transportadores de iones -

Bacillus 158 Probable gamma glutamil transferasa/  87/94  GenelD: 3028203
licheniformis Probable transportador de cromato

ATCC 14580

Bacillus 158 Probable gamma glutamil 88/93 GenelD: 5460409
amyloliquefaciens transferasa/Probable transportador de

FZB42 cromato

Bacillus pumilus 158 ? 85/93 ZP_03054958.1
ATCC 7061

Bacillus pumilus 170 Acetolactato descarboxilasa/ 78/86  GenelD:5622568
SAFR-032 transportador CHR

Paenibacillus sp. 160 Gamma glutamil transferasa/ 66/81 GenelD:8129521
JDR-2 transportador cromato

Geobacillus sp. 160 Transportador de cromato/ Proteina 64/79  GenelD:8515436
Y412MC10 CapA (sintesis de capsula)

Bacillus coagulans 158 ? 63/82 ZP_04430387.1
36D1

Geobacillus 149 Transportador de oligopéptidos ABC 49/68 GenelD:4968209
thermodenitrificans /Proteina Q de fase Il de esporulacion

NG80-2

Geobacillus sp. 156 ? 48/67 ZP_03148430.1
G11MC16

Bacillus sp. SG-1 149 ? 49/66 ZP_01860043.1
Clostridium 152 Familia de proteinas de expulsion 41/65 GenelD:5743100
phytofermentans MATE/Pirofosfatasa translocadora de

ISDg protones de union a membrana

Halothermothrix 155 Alfa glucosidasa/ Proteina con 33/58 GenelD:7312725
orenii H 168 dominio GAF

! Proteina rio arriba a homélogo YwrC / Proteina rio abajo a homélogo;

idénticos; S=% de aa similares; ? no hay informacion acerca de esta proteina.

* =% de aa
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también capaz de sobrevivir en ambientes extremos. El tamafio de las proteinas es
parecido (149-170 aa) y la funcion predicha en varios de los genes adyacentes
interesantemente es de proteinas transportadoras, en algunos casos de cromato.

Para identificar regiones conservadas a lo largo de las secuencias de este grupo de
proteinas, se realizd el alineamiento mostrado en la Figura 8. Se observa que hay varias
regiones conservadas, l0 que sugiere que se trata de proteinas que posiblemente tienen
un ancestro en comun pero que sufrieron un evento de especiacion y es posible que aun
compartan funciones. La representacion del alineamiento ilustra cambios tales como
mutaciones puntuales (que aparecen como diferentes caracteres en una sola columna del
alineamiento) y la insercion o eliminacion de aminoacidos (que aparecen como huecos en
una o varias de las secuencias en la alineacion).

Las proteinas encontradas en este analisis estan reportadas como reguladores de la
familia Lrp, pero no hay reportes de que alguna haya sido caracterizada con respecto a su
funcion.

Como se sabe que en el genoma de B. subtilis se encuentran siete proteinas paralogas a
YwrC (Beloin et al., 2000), se buscé la secuencia de todas ellas para YwrC analizar el
contexto genomico en el cual se encuentran, si han sido caracterizadas y cuanto se
parecen a YwrC. En la Tabla 3 se muestra que las funciones que han sido reportadas son
muy variables (proteinas asociadas al DNA, procesos de esporulacion, transporte de aa,
entre otras) y el contexto gendmico en el cual se encuentran no es tampoco parecido. La
Figura 9 muestra un alineamiento realizado a las proteinas paralogas a YwrC. De igual
manera que para las proteinas homologas, el alineamiento muestra los aminoacidos o
dominios conservados entre ellas. Se observa que son muy pocas las regiones que se
encuentran conservadas, lo que sugiere que estas proteinas no llevan a cabo la misma

funcion.
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Figura 8. Alineamiento de las proteinas homologas a YwrC. Se utilizé el programa Bioedit; los puntos a lo
largo de las secuencias representan los aa que son idénticos, los guiones representan regiones sin aa en
comun. Abreviatura: BACSU (Bacillus subtilis), BACLD (Bacillus licheniformis ATCC 14580), BACA2
(Bacillus amyloliquefaciens FZB42), BACP7 (Bacillus pumilus ATCC 7061), BACP2 (Bacillus pumilus
SAFR-032), PAESPJ (Paenibacillus sp. JDR-2), GEOSP (Geobacillus sp. Y412MC10), BACC3 (Bacillus
coagulans 36D1), GEOC3 (Geobacillus thermodenitrificans NG80-2), GASPG (Geobacillus sp. G11MC16),
BACSP1 (Bacillus sp. SG-1), CLOPH (Clostridium phytofermentans 1SDg), HALOR1 (Halothermothrix

orenii H 168).
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Tabla 3. Proteinas paralogas a YwrC en el genoma de Bacillus subtilis 168

YwrC 158 ? Probable gamma glutamil GenelD:
transferasa/ 936886
transportadores de iones

LrpC 144 Condensaciéon del cromosoma, Proteina hipotética/DNA 20/42 GenelD:

empaquetamiento  dindmico topoisomerasa III 940147

del DNA, esporulacidn,

metabolismo de aa,

involucrado en la transaccién

de DNA durante la

recombinaciéon y reparacion

del DNA, respuesta a

disminucién de nutrientes
LrpA 138 Implicados en  esporulacién Alcano monooxigenasa/LrpB 20 /44  GenelD:

dependiente de KinB 938119
LrpB 149 Implicados en  esporulacion LrpA/Hidrolasa 16/41  GenelD:

dependiente de KinB 939912
AzIB 157 Confiere  resistencia a 4- Transportador de aa 27/46  GenelD:

azaleucina, el operon azIBCDEF ramificados/ probable 937625

involucrado en el transporte de inhibidor de ribonucleasa

aminoacidos de cadena

ramificada

YezC 139 ? Fosforribosilamina glicina 21/38 GenelD:
ligasa /poliamina permeasa 936047

YugG 166 ? Proteina hipotética/ 21/39 GenelD:
probable hidrolasa 937166

! Proteina rio arriba a paralogo YwrC / Proteina rio abajo a paralogo; * 1=% de aa

idénticos; S=% de aa similares; ? no hay informacion acerca de esta proteina.
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Figura 9. Alineamiento de las proteinas paralogas a YwrC. Se utilizé el programa Bioedit; los puntos a lo

largo de las secuencias representan los aa que son iguales, los guiones representan regiones sin aa en coman.
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3.- Pruebas de susceptibilidad a cromato de las mutantes de Bacillus subtilis
Al inicio de este trabajo se contaba con un grupo de mutantes afectadas en los genes
ywrC, chr3N y chr3C. Para evaluar el fenotipo de las mutantes de B. subitilis se realizaron
pruebas de susceptibilidad a cromato. Las cepas se crecieron en CL con concentraciones
crecientes de cromato a 37°C con agitacion y se midié el crecimiento de los cultivos
usando un espectrofotometro. El fenotipo de susceptibilidad a cromato de las mutantes se
evaluo utilizando como cepa control B. subtilis 168 (silvestre). En la Figura 10 se observa
que las mutantes que tienen interrumpidos los genes chr3N (A570) y chr3C (A569)
tuvieron un crecimiento menor al presentado por la cepa control; aunque las diferencias
de crecimiento no fueron muy claras, este comportamiento se mantuvo a las diferentes
concentraciones de cromato empleadas. Este fenotipo sensible era de esperarse, ya que
el par de genes chr son los que brindan la resistencia a cromato a B. subtilis. Por otra
parte, la cepa A533, que tiene el gen ywrC interrumpido, mostré un mayor crecimiento en
presencia de cromato, al presentado por el control (Figura 11); este fenotipo resistente
sugiere que este gen regula la expresién de los genes chr3N y chr3C de manera negativa,
ya que al no estar presente permite una mayor expresion de los genes chr, lo que origina

un mayor nivel de resistencia a cromato.

4.- Clonacién de los genes ywrC-chr3N-chr3C de B. subtilis 168

Para realizar la clonacion de los genes ywrC-chr3N-chr3C previamente se amplificaron
por PCR, para lo cual se empledé una pareja de oligonucleétidos (Tabla 1) y las
condiciones mencionadas en Métodos. Los productos amplificados se sometieron a
corrimiento electroforético y se obtuvo una banda con el tamafio esperado de ~2.1 kb para

el fragmento de DNA con los tres genes ywrC-chr3N-chr3C (Figura 12).

5.- Clonacion de los genes chr en el vector pGEM-T
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Figura 10. Susceptibilidad a cromato de las cepas de B. subtilis. Los cultivos se crecieron en
CL a 37°C con agitacion constante a los tiempos mostrados, con las siguientes concentraciones de
cromato: A sin cromato, B con 5 mM de cromato y C con 7 mM de cromato. Se midié la
absorbencia a 590 nm. Control cepa silvestre B. subtilis 168 (B168), mutantes A569 (chr3C’) y

A570 (chr3N’). Se muestran las barras de error estandar de la media, n=3.
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Figura 11. Susceptibilidad a cromato de las cepas de B. subtilis, B168 y A533. Los cultivos se
crecieron en CL a 37°C con agitacion constante a los tiempos mostrados, con las siguientes
concentraciones de cromato: A sin cromato, B con 7 mM de cromato, C con 10 mM de cromato y D
con 15 mM de cromato. Se midié la absorbencia a 590 nm. Control cepa silvestre B. subtilis 168

(B168), mutante A533 (ywrC’). Se muestran las barras de error estandar de la media, n=3.
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Figura 12. Amplificacion de los genes chr de Bacillus subtilis 168. A) Representacion de los genes chr. Se
muestran con flechas gruesas los genes y la direccion de la transcripcion; Con flechas rojas se muestra la
direccion y posicion de los oligonucledtidos utilizados para la amplificacion. En la parte inferior se muestra el
tamafio del fragmento predicho para la amplificacién. También se indican los posibles promotores (P) y el
posible terminador transcripcional (Q). B) Fotografia de un gel de agarosa que muestra en el carril P el

producto de PCR de los genes chr; el carril M representa el marcador de peso molecular de 1kb escalera.
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Para recuperar el fragmento de DNA con los genes ywrC-chr3N-chr3C amplificado por
PCR, se clon6 en el vector pGEM-T y el plasmido recombinante pGEywrC-chr3NC
obtenido (Figura 13 A) se utilizd para transformar células competentes de E. coli XL1-
Blue. La presencia y el tamafio del inserto fue verificada con ensayos de restriccion
utilizando las enzimas Xbal y BamHI, con las cuales se liberaron bandas de ~3 kb,
correspondiente al vector linearizado, y de 2.1 kb, correspondiente al inserto con los
genes ywrC-chr3N-chr3C clonados, lo que indicd que la recuperacion del producto de

PCR fue correcta (Figura 13 B).

6.- Subclonacion en el vector pACYC184

Para analizar el fenotipo presentado de los genes ywrC-chr3N-chr3C, se subclonaron en
pACYC184, vector de bajo numero de copias. El fragmento obtenido de la digestién del
plasmido recombinante pGEywrC-chr3NC con Xbal y BamHI, se purificd y se ligoé con el
vector pACYC184 digerido con las mismas enzimas. El plasmido recombinante obtenido,
denominado pACywrC-chr3NC (Figura 14 A), se empled para transformar células de E.
coli W3110. La caracterizacion de este plasmido se realizd por digestion con las enzimas
Xbal y BamHI, con las cuales se liberaron las bandas esperadas del vector linearizado
(3.9 kb) y el inserto de los genes clonados (2.1 kb) con lo que confirmamos que la
subclonacion se llevo a cabo correctamente (Figura 14 B).

7.- Subclonacién en el vector pUCP20

Con la finalidad de estudiar el fenotipo de los genes ywrC-chr3N-chr3C en E. coli, también
se subclonaron en pUCP20, vector de alto numero de copias. El fragmento obtenido de la
digestion con Xbal y BamHI se purificd y se ligd con el vector pUCP20 digerido con las

mismas enzimas. El plasmido recombinante obtenido, denominado pUCywrC-chr3NC
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Figura 13. Obtencion del plasmido pGEywrC-chr3NC. A) Esquema del plasmido recombinante pGEchrS-
chr3NC obtenido al clonar los genes obtenidos por PCR vy el vector pGEM-T. Se muestra el inserto de los
genes ywrC-chr3N-chr3C, los sitios de restriccion para las enzimas Xbal y BamHI y el gen de resistencia a
amplicilina (Amp). B) Electroforesis en gel de agarosa. Carril M; marcador de 1kb; carril 1, pldsmido
pGEywrC-chr3NC digerido con Xbal y BamHI, las flechas sefialan los tamafios en kb, del marcador asi como

de las bandas obtenidas en el ensayo de restriccion.
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Figura 14. Obtencion del plasmido pACywrC-chr3NC. A) Esquema del plasmido recombinante
pACywrC-chr3NC obtenido por la ligacion de los genes chr y el plasmido pACYC184 digeridos previamente
con las enzimas de restriccion indicadas. Se muestra el inserto de los genes ywrC-chr3N-chr3C, los sitios de
restriccion para las enzimas Xbal y BamHI y el gen de resistencia a cloranfenicol (Cm) B) Electroforesis en
gel de agarosa, carril M; marcador de 1kb; carril 1 pACywrC-chr3NC digerido con Xbal y BamHI, las

flechas sefialan los tamafios en kb, del marcador asi como de las bandas obtenidas en el ensayo de restriccion.
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(Figura 15 A) se empleé para transformar células de E. coli W3110. La caracterizacion de
este plasmido se realizd por digestién con las enzimas Xbal y BamHI, con las cuales se
liberaron el vector linearizado (~3.9 kb) y el inserto de los genes clonados (2.1 kb). El
patron de bandeo en el gel de agarosa indicé que la subclonacion se llevdé a cabo

correctamente (Figura 15 B).

8.- Pruebas de susceptibilidad a cromato

o Genes chr de B. subtilis en el vector pACYC184
Para evaluar la participacion del gen ywrC en el fenotipo de resistencia a cromato
conferida por los genes chr3N-chr3C clonados en el vector de bajo niumero de copias
pACYC184, se realizaron pruebas de susceptibilidad a cromato en medio minimo. Como
control sensible se empled la cepa de E. coli W3110 (pACYC184), que solamente
contiene el vector y como control resistente la cepa W3110 (pAChr3NC), que tiene
clonados el par de genes chr3N-chr3C. Los resultados obtenidos muestran un claro papel
del gen ywrC en la expresion del par de genes chr3N-chr3C, ya que se ve drasticamente
disminuido el nivel de resistencia (Figura 16). Esto se ve reflejado en el menor grado de
crecimiento de la cepa W3110 (pACywrC-chr3NC), en la cual el gen ywrC esta presente,
mientras que la cepa que se muestra libre de este gen, W3110 (pAChr3NC), tuvo un
crecimiento mucho mayor en presencia de cromato. Este resultado indica que el gen ywrC
disminuye la expresion del par de genes chr al estar clonados en grupo. Después de
probar la funcionalidad del gen ywrC se cambié el nombre a chrS.

o Genes chr de B. subtilis en el vector puCP20
La participacion del gen chrS en el fenotipo de resistencia a cromato de los genes chr3N-
chr3C en el vector de alto niumero de copias pUCP20 se evalué de la misma manera que

en el inciso anterior. Como control sensible se empled la cepa de E. coli W3110 (pUCP20)
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Figura 15. Obtencion del plasmido pUCywrC-chr3NC. A) Esquema del plasmido recombinante
pUCywrC-chr3NC, obtenido por la ligacién de los genes ywrC-chr3N-chr3C y el plasmido pUCP20 digeridos
previamente con las enzimas de restriccion indicadas. Se muestra el inserto de los genes ywrC-chr3N-chr3C,
los sitios de restriccion para las enzimas Xbal y BamHI y el gen de resistencia a amplicilina (Amp). B)
Electroforesis en gel de agarosa, carril M; marcador de 1kb; carril 1, pUCywrC-chr3NC digerido con Xbal y
BamHl, las flechas sefialan los tamafios en kb, del marcador asi como de las bandas obtenidas en el ensayo de

restriccion.
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Figura 16. Susceptibilidad a cromato de cepas de E. coli con los genes ywrC-chr3N-chr3C de B. subtilis
en un vector de bajo nimero de copias. Los cultivos se crecieron en medio minimo M9 a 37° C con
agitacion constante durante 22 h, con las concentraciones de cromato que se indican. Posteriormente se midio
la absorbencia a 590 nm. Control sensible, E. coli W3110 (pACYC184); control resistente, E. coli W3110

(PAChr3NC). Se muestran las barras de error estandar de la media, n=3 (duplicado).
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que solamente contiene el vector y como control resistente la cepa W3110 (pUChr3NC)
que tiene clonados el par de genes chr3N-chr3C. Los resultados obtenidos se muestran
en la Figura 17. La cepa W3110 (pUCywrC-chr3NC), que tiene clonados los genes chrS-
chr3N-chr3C mostré un fenotipo similar al control resistente, presentando ambas cepas un
crecimiento moderadamente mayor que el control sensible. Esto indica que en el vector
de alto numero de copias no hay diferencia en el fenotipo de las cepas al estar presente o
no el gen ywrC.

9.- Analisis transcripcional de los genes chr de B. subtilis expresados en E.
coli

Para analizar el patrén de expresion transcripcional de los genes chr3N-chr3C al estar
presente el gen chrS, se realizaron ensayos de RT-PCR en E. coli W3110. Ademas de
comparar la expresion de los genes chr en presencia del gen regulador, se evalud la
expresion también en presencia de cromato por lo cual fue necesario encontrar las
concentraciones adecuadas que tuvieran un minimo efecto téxico en el crecimiento de las
cepas. Para ello se realizaron pruebas de crecimiento en medio minimo con
concentraciones crecientes de cromato (2, 4 y 6 uM), las concentraciones probadas no
tuvieron efecto tdxico considerable sobre el crecimiento, esto con respecto a la cepa
control que se crecid sin cromato (Figura 18), por lo tanto estas concentraciones se
utilizaron en los ensayos.

En el ensayo de RT-PCR se utilizdé un par de oligonucleétidos que amplifican una region
interna del gen chr3N (Tabla 1), debido a que se sabe que la transcripcion de los genes
chr3N-chr3C es a través de un RNA mensajero bicistronico que comienza en el gen chr3N
(Figura 19 A). En la Figura 19 C se muestra el RNA total de las cepas de E. coli W3110

(PAChr3NC) y W3110 (pACywrC-chr3NC) obtenido como se describioé en Materiales y
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Figura 17. Susceptibilidad a cromato de cepas de E. coli con los genes ywrC-chr3N-
chr3C de B. subtilis en un vector de alto nimero de copias. Los cultivos se crecieron en
medio minimo M9 a 37° C con agitacion constante durante 22 h, con las concentraciones de
cromato que se indican. Posteriormente se midio la absorbencia a 590 nm. Control sensible,
E. coli W3110 (pUCP20); control resistente, E. coli W3110 (pUChr3NC). Se muestran las

barras de error estandar de la media, n=3 (duplicado).
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Figura 18. Susceptibilidad a cromato de la cepa de E. coli pACywrC-chr3NC. Los cultivos se
crecieron en medio minimo M9 a 37° C con agitacion constante por los tiempos sefialados y con las
concentraciones de cromato que se indican a la derecha. Se midi6é la absorbencia a 590 nm.

Experimento representativo de E. coli W3110 (pACywrC-chr3NC) y E. coli W3110 (pAChr3NC).
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Figura 19. Analisis de expresion del gen chr3N. A) Se indica con flechas grandes los genes y la direccion
de la transcripcién; con flechas de color rojo se sefiala la posicion y direccion de los oligonuclettidos
utilizados para la amplificacién por RT-PCR de los genes chr de Bacillus subtilis, asi como el tamafio del
fragmento predicho para la amplificacion. B) RT-PCR. NC, E. coli (pAChr3N-C) y S, E. coli (pACchrS-
chr3NC). M marcador de peso molecular 1Kb; + control positivo; - control negativo. Arriba se muestran las
concentraciones de cromato utilizadas. C) RNA total de la cepas de E. coli. A la derecha se indica la
posicién de las subunidades 23S y 16S del RNA ribosomal. Las concentraciones de cromato se indican arriba

de B). n=2.
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Métodos. En el gel se observan dos bandas correspondientes a las subunidades
ribosomales 23S y 16S permitiendo determinar que el RNA total utilizado para los
ensayos de RT-PCR esta integro. Los productos amplificados por RT-PCR empleando el
RNA total de las cepas se sometieron a corrimiento electroforético para determinar si
ocurrio la transcripcion y para verificar el tamafio predicho de las bandas (Figura 19 B).
En el gel de agarosa correspondiente a los ensayos de RT-PCR se observé que las
bandas correspondientes a la cepa W3110 (pAChr3NC) en la que cual el gen chrS no
esta presente, tienen una mayor intensidad (carriles NC) tanto en ausencia como a
diferentes concentraciones de cromato, que las bandas de la cepa W3110 (pACywrC-
chr3NC) donde esta presente el gen regulador (carriles S+), estos resultados indican que
se ve reprimida la expresion de los genes chr (Figura 19B), al igual que en las pruebas de
susceptibilidad antes realizadas. Como se menciond anteriormente estos ensayos se
hicieron con concentraciones crecientes de cromato e, interesantemente, se observa que
al ir aumentando las concentraciones de cromato la expresién de los genes chr3N-chr3C,
en la cepa que tiene el gen chrS aumenta (Figura 19B). Estos resultados sugieren que el
cromato actia como inductor permitiendo que los genes chr3N-chr3C se expresen y
brinden resistencia a cromato, aun en presencia del gen regulador negativo chrS. Para
cuantificar la expresion de los ensayos de RT-PCR se realizé un analisis densitométrico
del gel de agarosa (Figura 20), los resultados se presentan en una grafica que muestra
diferencias en el tamafo de las barras de acuerdo a la diferencia en la expresién de los
genes. Como se observa en presencia de chrS la expresion de los genes chr se ve
disminuida y al incrementar las concentraciones de cromato se ve inducida la expresion

de los genes chr aumentando el tamario de las barras.
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Figura 20. Analisis de expresion del gen chr3N en presencia y ausencia de chrS. Los datos de los ensayos
mostrados en la Figura 19B se procesaron usando el programa Image J; NC, W3110 (pAChr3N-C) y S+,

W3110 (pACywrC-chr3NC). Los valores son promedio de n=2.
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X. DISCUSION
En el genoma de B. subtilis 168 se localizd un par de genes schr que codifican las
proteinas Chr3N y Chr3C, pertenecientes a la subfamilia SCHR3. Estas proteinas
confieren resistencia a cromato en E. coli solamente cuando ambas se expresan,
confirmando que las proteinas SCHR no son funcionales como mondmeros (Diaz-Magana
et al., 2009). Este fue el primer reporte acerca de la funcionalidad de proteinas de la
familia SCHR. Los genes que codifican este par de proteinas monodominio se encuentran
traslapados y se transcriben a través de un RNA mensajero bicistrénico generado por un
promotor rio arriba del gen chr3N (Diaz-Magafa et al., 2009). Se ha visto en varios
genomas bacterianos que genes adyacentes a los genes chr estan relacionados con la
funcionalidad de las proteinas CHR, funcionando como operones.
Rio arriba de los genes chr3N y chr3C de B. subtilis se encuentra el gen ywrC (Figura 7),
que codifica una proteina predicha que tiene homologia con miembros de la familia de
reguladores transcripcionales Lrp/AsnC.
El descubrimiento de que miembros de la familia Lrp tienen la capacidad para curvar DNA
cuando se unen (Wang y Calvo, 1993), envolver el DNA y contribuir al empaquetamiento
cromosomal, permiti6 que se propusiera que estas proteinas tienen un papel como
reguladores transcripcionales (Lopez-Torrején et al., 2006).
La familia Lrp/AsnC de reguladores transcripcionales se encuentra distribuida en bacterias
y arqueas, donde actuan como sistemas reguladores del metabolismo de aminoacidos o
de procesos relacionados, de manera global y especifica, frecuentemente en respuesta a
aminoacidos exogenos (Thaw et al., 2006). Los miembros de esta familia son pequefas
proteinas de unién al DNA con masas moleculares de alrededor de 15 kDa que tienen tres
dominios funcionales: un dominio N-terminal que contiene el sitio de unién al DNA, un

dominio intermedio responsable de la activacion de la transcripciéon y un dominio C-
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terminal requerido para responder a leucina (Ettema et al., 2002).El miembro mejor
estudiado de esta familia de reguladores transcripcionales es el de E. coli (EcoLrp), actua
como regulador global que activa o reprime la expresion de un gran numero de genes
(Brinkman et al. 2003).

En B. subtilis 168 se encuentran siete paralogos Lrp; no se sabe mucho acerca de la
funcion de estas proteinas pero su abundancia sugiere que tienen una funcién mas
especifica que la que tiene EcoLrp (Lépez-Torrejon et al., 2006).

En este trabajo se propone que el gen ywrC, renombrado chrS (por posible regulador del
par de genes chr presentes en la familia SCHR), forma parte de un operén en conjunto
con los genes chr3N y chr3C y que su producto funciona como un regulador
transcripcional que controla la expresiéon de los genes adyacentes.

Al analizar la secuencia del extremo 5° del gen chrS se identificaron las cajas consenso -
35 y -10 de promotores, necesarias para la union de la holoenzima de la RNA polimerasa
I; esta regidn promotora mostré similitud con las secuencias consenso algo, deseable ya
que mientras mas se parezcan estas regiones promotoras a las secuencias consenso
mas eficaz es el promotor en la iniciacion de la transcripcion (Figura 7A).

Las proteinas de la familia Lrp reconocen la region consenso de union al DNA
AGAATTTTATTCT (Cui et al.,, 1995). Por lo que este sitio de reconocimiento para
reguladores Lrp se busco en la secuencia de los genes chrS-chr3N-chr3C. Se encontro
que existen cuatro posibles sitios de union de ChrS al DNA, tres de los sitios se localizan
en la cadena complementaria del DNA y uno en la cadena codificante, aunque de los
trece nucledtidos que conforman la regién consenso, solamente siete se encuentran
conservados (~54% de los nucledtidos) (Figura 7A). Interesantemente, las regiones
consenso se encuentran en la secuencia del mismo gen chrS, lo que sugiere que de esta

manera posiblemente ChrS se autorregula. La presencia de mas de un sitio de unién al
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DNA, y que la union sea rio abajo del promotor del gen chrS, también sugiere que la
proteina ChrS de esta manera podria tener un mayor control sobre la expresion de los
genes chr3N-chr3C.

Rio abajo del gen chrS no se identifico un terminador transcripcional; sin embargo, la
presencia de un terminador al extremo 3" del gen chr3C (Diaz-Magafa et al., 2009)
sugiere que chrS en conjunto con chr3N y chr3C pueden constituir un operén. De esta
forma, el terminador de Chr3C puede tener la funcion de terminar la transcripcion del
operon chrS-chr3N-chr3C. Referente a las sefiales de traduccion, se identificd una regién
de union al ribosoma (RBS) AGCAGG rio arriba del codén de inicio (Figura 7A). En B.
subtilis esta region es de gran importancia ya que es necesaria para una fuerte fijacion del
RNAm a la subnidad 16S del ribosoma (Rocha et al., 1999). El coddn de inicio identificado
para la region codificante de ChrS corresponde a TTG (Figura 7A) que es un codoén de
inicio poco frecuente, ya que la mayoria de las bacterias utilizan como codén de inicio el
codon ATG, que codifica para el aminoacido metionina. Kunst et al., (1997) encontraron
que en B. subtilis 78% de los genes comienzan con ATG, 13% con TTG y 9% con GTG.
Las variaciones de los codones de inicio representan una forma sencilla que tiene la
célula para variar las tasas de traduccién. Por ultimo, se identificd el codén de paro TAA
(Figura 7A), el cual es usado comunmente por B. subtilis asi como también TAG (Rocha
et al., 1999). La presencia de estas sefiales sugiere que el gen chrS se puede expresar en
B. subtilis, tanto a nivel transcripcional como traduccional.

El panorama existente acerca de las funciones desempenadas por las proteinas
reguladoras de la transcripcion Lrp no es muy amplio. Las funciones estudiadas en su
mayoria estan relacionadas con el metabolismo de aminoacidos y han sido enfocadas en
relacion a la respuesta a leucina (Ernsting et al., 1992, Landgraf et al., 1996, Landgraf et

al., 1999); una gran parte han sido descritas en E. coli, organismo en el cual se encontr6 y
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estudio el primer miembro de esta familia de reguladores. Por esta razon, fue de nuestro
interés conocer la diversidad de organismos que presentan homologos al gen chrS de B.
subtilis 168, con el fin de encontrar funciones distintas a las descritas en E. coli.

Para este fin se hizo una busqueda de proteinas homdlogas a ChrS de B. subtilis
realizando alineamientos (ClustalW); se encontr6 que los homodlogos identificados
pertenecen a géneros relacionados (Bacillus, Geobacillus, Clostridium) (Tabla 2). Estos
géneros aun conservan caracteristicas comunes como la forma bacilar, se les considera
firmicutes por su pared celular gram positiva y su bajo contenido de GC, tienen la
capacidad de habitar y sobrevivir en nichos extremos ya que esporulan. Lo anterior
sugiere que la existencia de genes homodlgos Irp en estos géneros es debido a la
transferencia vertical a partir del ancestro comun del que divergieron. Por otra parte, fue
interesante encontrar un homologo Lrp en un organismo gram negativo (Halothermothirx
orenii), bacteria también capaz de sobrevivir en ambientes extremos. Esto indica que los
homodlogos de Lrp, aunque predominan en estos grupos, no estan restringidos a
organismos gram positivos.

Con el fin de encontrar mas informacion, se analizé el arreglo y las funciones predichas
codificadas por los genes adyacentes a los genes Irp en los genomas bacterianos.
Aunque el arreglo génico es parecido, las funciones codificadas por los genes adyacentes
no fueron las mismas, aunque la mayoria codifican probables transportadores de iones.
Las proteinas homodlogas localizadas (Tabla 2) no han sido caracterizadas, pero todas
han sido reportadas como probables reguladores del tipo Lrp y por lo tanto la
funcionalidad, entre las proteinas de esta familia podria estar conservada.

En el genoma de B. subtilis se encuentran siete proteinas paralogas a ChrS (Beloin et al.,
2000); en genomas procariotes existe una significante redundancia génica (en E. coli casi

el 30% de sus genes se podrian agrupar en familias con funciones similares) que al igual
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que en genes eucariotes, es considerado un elemento importante en su evolucion
molecular (Pushker et al., 2004). Por lo tanto, el tener varios genes paralogos Irp podria
ser de igual importancia en B. subtilis. La similitud en secuencia de las proteinas Lrp
refleja una ascendencia evolutiva parecida, pero también implica una potencial
divergencia funcional ya que cuatro han sido caracterizadas (LrpC, LrpA, LrpB y AzIB) y
sus funciones son diferentes (Tabla 3); como también las funciones de las proteinas
codificadas por los genes adyacentes, se podria pensar que se tratan de reguladores
transcripcionales tanto especificos como globales. Esta heterogeneidad funcional puede
ser una ventaja que le permite sobrevivir a B. subtilis en diversos habitats ya que estas
proteinas paralogas probablemente actuan cooperativamente para ayudar a la bacteria en
diversas situaciones que ponen en peligro su supervivencia.

Cuando se comparé la secuencia de la proteina de ChrS con proteinas homoélogas, se
observd que a lo largo de la secuencia se encuentran regiones en las que los
aminoacidos son idénticos (Figura 8), lo que sugiere que estas regiones conservadas
tienen importancia en la funcionalidad de las proteinas Lrp. De acuerdo con este dato,
resultd interesante al igual que con los homdlogos analizar las secuencias de las
proteinas paralogas. Sin embargo, no se identificaron extensas regiones conservadas
(Figura 9) a diferencia de los alineamientos de la Figura 8. Esto sugiere que las
diferencias en las secuencias probablemente sefialan una ventaja que le brinda diversas
funciones, probablemente mas especificas, a estas proteinas paralogas Lrp.

Después del analisis bioinformatico se evalué el papel que tiene cada uno de los genes
chr (chrS-chr3N-chr3C) en B. subtilis 168, utilizando cepas que tuvieran mutados estos
genes, a través de pruebas de susceptibilidad a cromato. Las mutantes (chr3N"y chr3C’)
mostraron una mayor susceptibilidad a cromato, creciendo menos que la cepa control;

aunque las diferencias en el crecimiento por la exposicion al cromato en estas pruebas no
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fueron amplias, se observd que las mutantes afectadas en los genes chr3N (A570) y
chr3C (A569) presentaron el fenotipo sensible a cromato esperado (Figura 10), ya que se
ha demostrado que los productos de estos genes forman un canal en la membrana por el
cual el cromato es expulsado al exterior celular brindando asi resistencia a cromato (Diaz-
Magana et al., 2009).

La cepa A533, que tiene el gen chrS mutado, presentd un fenotipo resistente a cromato
(Figura 11), esto sugiere que este gen regula la expresion de los genes chr3N y chr3C de
manera negativa, ya que al no estar presente probablemente genera una mayor expresion
de dichos genes y con ello permite un mayor crecimiento de la cepa en un medio con
cromato.

Un dato interesante se observa en la Figura 11A, que muestra el crecimiento de la cepa
control (B168) y A533 sin cromato de las cuales se esperaria que no hubiera diferencias
entre ellas. Sin embargo, la cepa que tiene interrumpido el gen chrS presentd un
crecimiento ligeramente mayor que la cepa control. Esto se podria explicar teniendo en
cuenta que los reguladores transcripcionales Lrp pueden afectar la funcion de varios
genes, debido a su capacidad de actuar como reguladores globales (Brinkman et al.,
2003); en este caso, la diferencia en el crecimiento podria estar dada por que en la
mutante alterada en el gen chrS se ven afectados genes relacionados con metabolismo
celular que a su vez tengan efecto sobre el crecimiento.

E. coli no posee ningun homoélogo CHR (Nies et al., 1998; Diaz-Pérez et al., 2007) asi
que se decidié analizar la funcion del gen chrS en la cepa de E. coli W3110 como
huésped heterélogo. Para esto se subclonaron los genes chrS-chr3N-chr3C en
pACYC184 y pUCP20, vectores de bajo y alto numero de copias, respectivamente. Se
pasaron a E. coli W3110 y después se analizé el fenotipo realizando pruebas de

susceptibilidad a cromato en medio minimo. Se escogieron estos vectores porque existen
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reportes de cambios en la susceptibilidad a cromato de cepas con homdlogos chr
dependiendo del tipo de vector empleado en la expresion (Aguilar-Barajas et al., 2008;

Diaz-Magana et al., 2009; Ledn-Marquez, 2009).

Cuando se clonaron los genes chrS-chr3N-chr3C en el vector de bajo numero de copias,
se observo una clara disminucion de la resistencia a cromato, presentando un crecimiento
de menos de la mitad en comparacion con el fenotipo observado por la clona que tiene
solamente los genes chr3N-chr3C (Figura 16). La disminucion del crecimiento al estar
presente el gen chrS fue tan drastica que en las concentraciones mas altas de cromato el
crecimiento fue semejante al control sensible que tiene el vector vacio. Este resultado
confirmo los resultados obtenidos con las mutantes de B. subtilis de que el gen chrS
reprime la expresion de los genes chr3n-chr3C (Figura 11). Esta represién se ve reflejada
en el claro fenotipo sensible a cromato mostrado con la construccion chrS-chr3N-chr3C
(Figura 16). Este demuestra un papel de regulacion negativa por parte del gen chrS.

Al estar presente el gen chrS en el vector pUCP20, el fenotipo de resistencia a cromato
proporcionado por los genes chr3N-chr3C no cambié (Figura 17) teniendo una resistencia
baja con respecto a la cepa control sensible. Esto se debe probablemente a que al ser
clonado en un vector de alto numero de copias podria generarse un exceso de proteina
ChrS la cual podria regular negativamente su propia expresion. Se ha reportado que
algunos genes que codifican reguladores transcripcionales, tienen la capacidad de regular
su propia produccién (regulacion autégena) y con ello su funcionalidad (Lewin 2000).

Debido a que los resultados obtenidos en las pruebas de susceptibilidad a cromato en E.
coli confirmaron que el gen chrS participa en la regulacion de los genes chr3N-chr3C, se
realizaron ensayos de RT-PCR en la cepa de E. coli W3110 para conocer el patron de

expresion de dichos genes al estar presente o no chrS.
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La presencia del gen chrS ocasiond la disminucion en la expresion de los genes chr3N-
chr3C (Figura 18), lo cual confirma que efectivamente el gen chrS regula la expresion de
los genes chr de forma negativa. Interesantemente, se determind que a medida que
aumenta la concentracion de cromato la expresién de los genes chr de la cepa con el
plasmido pACywrC-chr3N-chr3C aumentd hasta alcanzar un nivel similar a la cepa que
carece del gen chrS (pAChr3NC) (Figura 20). Estos resultados parciales (n=2) sugieren
que el cromato actua como un inductor, permitiendo que los genes chr se expresen y las
proteinas generadas cumplan su funcién en la resistencia a cromato aun en presencia del
represor chrS.

En la Figura 21 se propone la manera en que el gen chrS actua como regulador
transcripcional. La proteina ChrS se une a diferentes sitios (8) en el gen que la codifica
evitando la union de la RNA polimerasa asi como la transcripcion de los genes rio abajo
chr3N-chr3C (1). Al estar presente el cromato (inductor), éste evita que ChrS se una a los
sitios (8), lo que permite la unidon de la RNA polimerasa al DNA y la subsecuente
transcripcién de los genes chr3N-chr3C (2).

Como perspectivas de este trabajo seria interesante evaluar la interaccién de ChrS con el
DNA utilizando geles de retardo, asi como también analizar la expresion de los genes

chrS-chr3N-chr3C mediante RT-PCR en la cepa de B. subtilis.

XI. CONCLUSION
En este trabajo se demostré que el producto proteico del gen chrS de Bacillus subtilis 168,
predicho como un regulador transcripcional de la familia Lrp, regula de manera negativa la

expresion de los genes chr3N y chr3C, sugiriendo que los tres genes forman un operon.
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Figura 21. Modelo hipotético de la regulacion del operon de B. subtilis. Con flechas grandes se
representan los genes chrS y chr3N. Se marcan los probables sitios de union de ChrS al DNA (8), RNAP

(RNA polimerasa), CrO,? (cromato), mMRNA (RNA mensajero). EI mecanismo se describe en el texto.
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