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RESUMEN

La bacteria Burkholderia xenovorans LB400 posee en su genoma seis
homodlogos de la superfamilia de transportadores de cromato CHR que se
expresan a nivel transcripcional de manera diferencial en presencia de sulfato y
cromato. En este trabajo se construyeron fusiones transcripcionales de las
regiones promotoras de los seis homaologos chr con el gen reportero lacZ, que
permitan evaluar la actividad transcripcional de cada gen bajo diferentes
condiciones de crecimiento. Tres de los homdlogos chr presentaron niveles de
transcripcion diferencial: chrA6, chrINCb y chrB (gen que es parte del operdn
chrBA2CF). Al realizar cinéticas de expresion, se observd que al entrar las
cepas con las tres fusiones a la fase estacionaria la actividad de lacZ
descendid, recuperandose horas mas tarde para mantenerse casi constante
hasta las 24 h. Al someter las cepas con las fusiones a distintas condiciones
nutricionales se observé una respuesta diferencial, siendo la fusién chrA6-lacZ
la que mostré el doble de actividad en los medios ricos en nutrientes que en un
medio minimo. Al crecer las mismas cepas en caldo nutritivo y presencia de
cromato, la actividad transcripcional de los genes chrB y chrAINCb aumento. Al
comparar dos temperaturas de crecimiento, 30 y 37°C, la fusion chrA6-lacZ
presenté una actividad ~23 veces mayor a de 37°C. De estos resultados se
concluyé que las condiciones ambientales regulan la actividad transcripcional
de los homdlogos chr presentes en B. xenovorans LB400, favoreciendo a esta
bacteria en condiciones de estrés metabdlico y pudiendo soportar la presencia

del cromato.
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INTRODUCCION

1. Mecanismos bacterianos de resistencia a cromato

1.1 Generalidades del cromo

El cromo (Cr) tiene un gran numero de aplicaciones a nivel industrial, como
son: protector y acabados brillantes sobre metales, componente en
aleaciones del acero inoxidable, pigmentos, curtido de pieles y textiles,
conservador de la madera, catalizador, en cintas magnéticas de dioxido de
cromo, en el etiquetado de glébulos rojos, como fungicida, entre otras
(Shupak, 1991). El uso generalizado del Cr en diversos procesos industriales
lo ha convertido en un serio contaminante de aire, suelo, y agua (Khasim y
col., 1989). La toxicidad del Cr(VI) esta relacionada con el proceso de
reduccién a estados de oxidacion mas bajos y en este proceso se forman
radicales libres que pueden desencadenar alteraciones directamente en el
DNA (Cervantes y col., 2001), ademas de reduccion dentro de la célula del
Cr(VI) a Cr(ll), el cual tiene la capacidad de formar compuestos estables con

varios ligandos entre ellos proteinas y DNA (Zhitkovich, 2001).

1.2 Mecanismos bacterianos de resistencia a cromato

La presencia de altas concentraciones de cromato (CrO4?) en el ambiente
ha seleccionado variantes bacterianas resistentes a este oxianion. Dichos
organismos han desarrollado diversos mecanismos de resistencia para
tolerar los efectos nocivos del cromato (Silver y Phung, 2005). Los
mecanismos de resistencia a cromato pueden ser codificados por genes
localizados en plasmidos o en el cromosoma bacteriano (Cervantes y col.,

2001). Usualmente, los genes localizados en plasmidos codifican
1
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transportadores de membrana denominados ChrA, los cuales directamente
median la expulsién del ion cromato del citoplasma hacia el periplasma
celular evitando de esta forma los efectos toxicos del cromato en el interior
de la célula (Ramirez-Diaz y col., 2007). Por otro lado, los sistemas de
resistencia codificados por cromosomas estan generalmente relacionados
con estrategias como reduccion especifica o inespecifica de Cr(VI),
destoxificacion de radicales libres y reparacion de dafio al DNA (Ramirez-
Diaz y col., 2007). Sin embargo, a la fecha se han descrito sistemas de
resistencia homoélogos a ChrA que median la expulsién del cromato cuyos
genes se ubican en el cromosoma. En el 2009 se describié que en el
cromosoma de Bacillus subtilis 168 estan presentes los genes chr3N y chr3C
que codifican a los transportadores de membrana Chr3N y Chr3C, capaces
de conferir resistencia a cromato cuando se expresan en pareja en
Escherichia coli (Diaz-Magafia y col., 2009); otro ejemplo son los genes
chrA6, chriNCa y chrAla de Burkholderia xenovorans LB400 que en
condiciones especificas son capaces de conferir resistencia a cromato
cuando se expresaron en E. coli (Leon-Marquez 2009). La bacteria
Ochrobactrum tritici 5bvl1, que fue aislada de un conjunto de bacterias
adaptadas a vivir en el medio ambiente con altas concentraciones de cromo,
contiene también genes cromosémicos que confieren tolerancia a Cr(VI),
localizados en el transposén TnOtChr (Branco y col., 2008). Cupriavidus
metallidurans (antes Alcaligenes eutrophus y Ralstonia metallidurans) es
otro ejemplo de bacterias con homdlogos chr presentes en cromosoma, ya
que posee el gen chrA2 que responde a la exposicion a cromato (Nies y col.,

1990).

(U V1S I 1 00
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1.3 Mecanismo de resistencia a cromato conferido por ChrA

Dos de las proteinas ChrA mas ampliamente estudiadas son la codificada en
el plasmido pUM505 de Pseudomonas aeruginosa (Cervantes y col., 1990) y
la del plasmido pMOL28 de C. metallidurans (Nies y col., 1990). ChrA de P.
aeruginosa es un proteina hidrofébica que consta de 416 aminoacidos (aa) y
que posee una topologia de 13 segmentos transmembranales (STMs)
(Jiménez-Mejia y col. 2006), mientras que ChrA de C. metallidurans es de
401 aa y posee una topologia de 10 STMs (Nies y col. 1998).
Funcionalmente sélo se ha caracterizado ChrA de P. aeruginosa, a la cual se
ha dado un papel de transportador de membrana interna que expulsa el
cromato del citoplasma utilizando la fuerza protdon motriz como fuente de
energia, evitando asi sus efectos toxicos dentro de la célula (Alvarez y col.,

1999; Pimentel y col., 2002) (Figura 1).

1.4 Superfamilia de transportadores CHR

En 1998 el analisis de algunos genomas secuenciados permitio identificar
varios posibles homodlogos a la proteina ChrA, que en un principio se
agruparon como la familia CHR de transportadores de cromato (Nies y col.,
1998). Mas recientemente, mediante una busqueda exhaustiva en los
genomas secuenciados disponibles en las bases de datos hasta ese
momento, se identificaron 135 secuencias homodlogas a ChrA,
pertenecientes a bacterias, hongos y arqueas, las cuales integran la
superfamilia de transportadores CHR (Diaz Pérez y col., 2007). De acuerdo
al analisis filogenético de los transportadores, éstos se clasificaron de

acuerdo a su tamafio en proteinas bacterianas monodominio, o CHR de

(U V1S I 1 00
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Figura 1. Expulsién de cromato por la proteina ChrA de P. aeruginosa. La
proteina membranal ChrA expulsa los iones cromato (CrO,?) del citoplasma
hacia el espacio periplasmico empleando el potencial de membrana
generado durante el bombeo de protones de la cadena respiratoria

(Adaptado de Alvarez, 1999).
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cadena corta (SCHR), con una longitud de aproximadamente 200 aa, y en
proteinas bidominio, con una longitud de alrededor de 400 aminoacidos,
llamadas CHR de cadena larga (LCHR) (Diaz Pérez y col., 2007). Con
respecto a la distribucién de las proteinas LCHR en bacterias, se encontré
que las B-proteobacterias son el grupo taxonémico con el mayor numero de
homodlogos de ChrA, presentando proteinas de cinco subfamilias diferentes,
cuatro de éstas LCHR (Figura 2). Algunos organismos pertenecientes a esta
division son C. metallidurans, bacteria resistente a cromato que posee tres
LCHRs y un par de SCHRs, Burkholderia vietnamiensis G4 que posee cinco
LCHRs y dos pares de SCHRs, y B. xenovorans LB400 que posee cuatro
LCHRs y dos pares de SCHRs (Diaz-Pérez y col., 2007). El hecho de que
estos organismos posean mas de un sistema de resistencia a cromato
puede conferir la capacidad de adaptacion a diferentes condiciones
ambientales y/o nutricionales en las cuales el cromato es el comun

denominador téxico.

2. Género Burkholderia
El género Burkholderia, del filo B-proteobacteria, es un grupo de organismos
filogenéticamente bien definido que agrupa especies que habitan diversos
nichos ecoldgicos, las especies descritas comprenden bacterias aisladas del
suelo y la rizésfera, asi como patégenos de plantas, patdégenos de humanos
y patégenos oportunistas de humanos (Payne y col., 2005). Las bacterias del
género Burkholderia son bacilos Gram negativos, no fermentadores, con uno
o varios flagelos polares, son productores de catalasa y la actividad de

oxidasa varia entre las especies. Todas las especies pueden crecer con los

(U V1S I 1 00
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Figura 2. Distribucion taxonémica de los transportadores de la superfamilia
CHR. Se indican la familia y subfamilia a la que pertenecen los
transportadores de la superfamilia CHR y los grupos taxonémicos a los que
pertenecen los microorganismos que presentan proteinas ChrA. Las B-
proteobacterias (en recuadro verde) presentan proteinas de cuatro
subfamilias LCHR, ademas de la subfamilias SCHR1 (Modificado de Diaz-

Pérez y col., 2007).
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siguientes sustratos como fuente Unica de carbono: glucosa, glicerol, inositol,
galactosa, sorbitol y manitol. El contenido promedio de G-C de sus genomas

es de 59 a 69.5 mol/% (Gillis y col., 1995).

2.1 Burkholderia xenovorans LB400

B. xenovorans LB400 fue aislada de muestras de suelo contaminado con
bifenilos policlorados (PCB) en Moreau, Nueva York, EEUU, por ingenieros
de la compania General Electric; es el mejor degradador de PCB estudiado
ya que es capaz de oxidar mas de 20 especies de PCB, incluyendo algunos
con 4, 5 y 6 sustituciones de cloro en los anillos de bifenilo (Goris y col.,
2004). Proviene de un grupo filogenético de aislados de la rizosfera y suelos
con una gran variedad de compuestos aromaticos de origen natural (Bedard
y col., 1986). Ademas de la degradacién de uno de los contaminantes mas
dificiles de degradar, el género Burkholderia es importante también para la
economia del carbono del suelo, fija N, y ayuda a las plantas para la fijacion
de CO, (Goris y col., 2004). Esta bacteria es conocida por muchos nombres,
originalmente se habia descrito como Pseudomonas cepacia y después
Burkholderia cepacia, Burkholderia spp, Burkholderia fungorum y ahora
Burkholderia xenovorans. Este organismo se asigndé en el género
Burkholderia, ya que su secuencia del RNAr 16S muestra una similitud de
98.6% con las cepas tipo B. graminis y B. terricola (Goris et al, 2004). Son
bacilos rectos (1-2 ym de largo y 0.5 pm de ancho), Gram negativos,
moviles, no esporulados, crece en agar nutritivo a 28°C pero no a 42°C ni
en presencia de acetamida, NaCl (6% p/v) o lactosa (10% p/v), no

produce acido o H,S en agar triple azucar-hierro y no produce indol o

(U V1S I 1 00
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pigmentos (Goris y col., 2004).

2.2 Caracteristicas gendmicas de Burkholderia xenovorans LB400

La secuenciacion del genoma de B. xenovorans LB400 reveld que tiene un
tamafo de 9.73 megapares de bases (Mpb), con aproximadamente 9,000
secuencias codificantes distribuidas en tres replicones designados como
cromosoma 1 (4.90 Mpb), cromosoma 2 (3.36 Mpb) y megaplasmido (1.47
Mpb). El cromosoma 1 es considerado el cromosoma medular ya que en él
se codifican las funciones celulares basicas, por ejemplo, la maquinaria
requerida para la traduccion, replicacion, division celular y el metabolismo de
nucleotidos. Tanto el cromosoma 2 como el megaplasmido tienen funciones
enfocadas al metabolismo energético, secundario, transporte y metabolismo
de iones inorganicos y aminoacidos (Chain y col., 2006). Es comun para la
mayoria de las especies de Burkholderia tener un genoma grande,
compuesto por varios replicones, asi como la presencia de multiples
secuencias de insercion que les confieren alta plasticidad gendémica, lo cual
explica la versatilidad de colonizar nuevos nichos y en procesos metabdlicos

del género (Lessie y col., 1996).

3. Redundancia génicay funcional
Los organismos vivos han evolucionado para ser funcionales en entornos
dificiles y con frecuencia variables, ésta capacidad se denomina robustez;
una fuente comun de robustez es la redundancia génica (Kitano, 2004). Por
lo tanto, varias copias de miembros de familias de genes proporcionan una

aparente redundancia funcional de la actividad de la proteina en particular y

(U V1S I 1 00
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se explican a veces por la necesidad de la célula para tener sistemas de
copia de seguridad, y otras veces se explica por la necesidad de la célula
para adaptarse a diferentes condiciones de estrés (Aslund y col., 1999). La
redundancia génica y funcional parece ser un aspecto importante en
genomas bacterianos grandes. El analisis del genoma de B. xenovorans
revel6 que 1,581 secuencias codificantes (17.6% del total de genes) tienen
un paralogo dentro del mismo genoma de B. xenovorans LB400 y no un
ortélogo en otros 260 genomas secuenciados. Hasta la fecha, este
porcentaje de redundancia génica y funcional representa el mas alto
existente entre los genomas de bacterias de vida libre, donde el promedio de
redundancia génica es de 7.6% (Chain y col., 2006). Dentro de la lista de
genes redundantes del genoma de B. xenovorans LB400 se encuentran seis
genes homologos a chrA de P. aeruginosa (Figura 3), que estan
relacionados con la resistencia que presenta esta bacteria a cromato. Tres
de ellos estan localizados en el cromosoma 1, dos en el cromosoma 2 y uno

mas ubicado en el megaplasmido (Leén-Marquez y col., 2009).

4. Regulacién transcripcional
Al ser los genes segmentos de DNA capaces de dirigir la sintesis de
proteinas determinadas, han de contener las sefales o informacién
necesaria para realizar estos procesos, segun un criterio de funcionalidad.
Un gen estara constituido por un promotor, que es una breve secuencia de
nucleotidos que es reconocida por la enzima RNA polimerasa, una region
codificante, que es el fragmento de DNA que determina la secuencia de

aminoacidos de la proteina codificada con su respectivo codén de inicio y
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chriNCa

Cromosoma 1 Cromosoma 2 Megaplasmido
(4.9 Mbp) (3.36 Mbp) (1.47 Mbp)

Figura. 3. Localizacion de los genes chr en el genoma de Burkholderia
xenovorans LB400. Se muestra el esquema y el tamafio de los tres
replicones presentes en B. xenovorans LB400, denominados Cromosoma 1,
Cromosoma 2 y Megaplasmido. Se indica la localizacion de los seis
homodlogos chr distribuidos en cada uno de de los replicones: cuatro
homodlogos de la familia LCHR (ChrA1a, ChrA1b, ChrA2 y ChrA6) y dos
homologos del la familia SCHR (ChriNCa y Chr1NCb) (Modificado de Chain

y col., 2006).
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codon de terminacidén, y que contiene las sefales que determinan el paro en
el proceso de transcripcion (Figura 4A). Todas estas sefiales son
decodificadas por interacciones establecidas con proteinas especificas
(Hawkins, 1996).

Las bacterias poseen una compleja red de sistemas de regulacién, que
actuan como sensores de estrés y efectores que garantizan una respuesta
molecular coordinada y eficaz debido a cambios de estimulos ambientales
(Helmann, 2009). EI componente central en la regulacion transcripcional en
las bacterias es la RNA polimerasa, enzima responsable de la transcripcion
de los genes de esos organismos. La RNA polimerasa es un complejo
proteico que estructuralmente esta formada por las subunidades beta (),
beta prima ("), dos subunidades alfa (a) y la subunidad omega (w), ademas
de un factor disociable conocido como factor sigma (o) (Helmann, 2009)
(Figura 4B). En la mayoria de las especies bacterianas la expresion de los
genes es estrechamente controlada por un repertorio de reguladores
transcripcionales y varios factores sigma que son capaces de distinguir a los
promotores necesarios para diferentes funciones celulares (Potvin y col.,
2008). El paso principal en la iniciacion de la transcripcion es el
reconocimiento del promotor por la RNA polimerasa (Browning y col., 2004).
Son cinco mecanismos moleculares los que modulan la correcta distribucion
de la RNA polimerasa entre los promotores, éstos son la secuencia del
promotor, factores o, pequefnos ligandos, los factores de transcripcion y la
estructura plegada del cromosoma bacteriano; cada uno de estos
mecanismo permite la variacién en el nivel de expresiéon de los genes

(Browning y col., 2004). El conjunto de los factores mencionados le da a las
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A

Region
Secuencia promotora codificante
|
l j \

Coddénde inicio Coddénde término

Transcripcion
>

DNA

RNAmM

Figura 4. Elementos de la regulacién transcripcional. A. Componentes
estructurales de genes procariotas. B. RNA polimerasa. Se muestra el
esquema de la holoenzima bacteriana, en color verde las dos subunidades
a, en color azul las subunidades By B, y en color amarillo la subunidad o.
La flecha indica el sentido de la transcripcién. La linea inferior muestra una

molécula naciente de RNA mensajero.
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bacterias su caracteristica mas destacada que es la adaptacion a las
condiciones cambiantes del medio en el que se desarrollan, modificando su
patron de expresion génica en funcion de dichas condiciones (Browning y

col., 2004).

5. Fusiones transcripcionales
La fusion de genes se utiliza con frecuencia para analizar la expresion
génica y la actividad del promotor, haciendo uso de genes reporteros, ya que
para muchos genes es dificil el ensayo del producto como forma de
monitoreo de la expresion (Forsberg y col., 1994). Un gen reportero se
define como una secuencia definida de nucleétidos que cuando se introduce
en un sistema bioldgico se obtiene un fendmeno facilmente medible, esto
proporciona un parametro practico que se correlaciona con los eventos
moleculares asociados con la expresiéon genética (Wood, 1995). Las
proteinas codificadas por genes reporteros mas usadas son: [-
galactosidasa, luciferasa, hormona del crecimiento (HG), B-glucuronidasa
(GUS), fosfatasa alcalina (AP) y, mas recientemente, B-lactamasa y proteina
verde fluorescente (GFP) (Schenborn y col., 1999). Estos genes reporteros
se encuentran en vectores de expresion que, ademas de los componentes
necesarios de los vectores para la produccién Optima, presentan
consideraciones adicionales para su disefio. El gen reportero no debe de
tener elementos de control ni sitios de regulacién, posee un gen de seleccion
y un origen de replicacion generalmente para E. coli. Muchos vectores
reporteros poseen dos sitios de multiclonacion uno flanqueando rio arriba al
gen reportero, con la finalidad de clonar un posible promotor o potenciador;
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el otro sitio de clonacién se puede utilizar para incorporar marcadores de
seleccion genética (Schenborn y col., 1999).

Algunas aplicaciones de los genes reporteros son: identificaciéon y
caracterizacion funcional de promotores o potenciadores, identificacion de
interacciones entre proteinas, monitoreo de la lisis celular, ensayos virales y
mecanismos de accidon, eventos de recombinacion dirigida de genes,
transporte intracelular, etc. Para la identificacion y caracterizacion funcional
de un promotor o potenciador las regiones promotoras se clonan rio arriba
del gen reportero (Figura 5) y el gen quimérico se introduce en células
cultivadas, la expresion de la proteina reportera se correlaciona con la
actividad transcripcional del gen reportero. Los ensayos para detectar las
proteinas reporteras son de gran versatilidad, ya que pueden ser
identificadas mediante caracteristicas endogenas tales como su actividad
enzimatica, o ensayos basados en anticuerpos (Schenborn y col., 1999).
Como ya se menciond, un ejemplo de proteina reportera detectada por su
actividad enzimatica es la B-galactosidasa, que es transcrita y traducida del
gen reportero lacZ. Algunas caracteristicas de LacZ son que es una enzima
tetramérica, cataliza la hidrdlisis de galactosidos, por ejemplo o-nitrofenol-[3-
D-galactopiranésido (ONPG), que es un sustrato cromdgeno facilmente

detectable (Schenborn y col., 1999).
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5’ RBS Genreportero 3’

Clonacion

?

RNA polimerasa

Genreportero

3’
Transcripcion

Ribosoma

5'

RNAm -

Traduccion

Actividad
Proteina reportera ———> Catalitica

Figura 5. Fusion transcripcional para la caracterizacion o identificacion de un
posible promotor. La expresion del gen reportero estara regulada por la
region promotora insertada rio arriba. Si el promotor es funcional, es
reconocido por la RNA polimerasa para su transcripcion y posterior
traduccién del RNAm a la proteina reportera. El gen reportero posee su
propio sitio de unién a ribosoma (RBS), asegurando que no se condicione la
traduccién, la proporciéon de proteina reportera, medida por medio de su
actividad catalitica, estara relacionada directamente con la actividad
transcripcional del promotor insertado.
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Il. ANTECEDENTES

De acuerdo al andlisis filogenético de la superfamilia de transportadores
CHR realizado por Diaz-Pérez y col. (2007), se encontrdé que en el genoma
de B. xenovorans LB400 se codifican cuatro homdlogos de la familia LCHR
denominados ChrA1a, ChrA1b, ChrA2 y ChrA6 y dos homodlogos de la
familia SCHR, Chr1NCa y Chr1NCb. De acuerdo con esto, se observé que
B. xenovorans LB400 presentd un mayor nivel de resistencia a cromato
comparado con cepas de referencia no resistentes a cromato (Figura 6),
sugiriendo que los homologos chr presentes en LB400 son responsables de
dicha resistencia.

En nuestro laboratorio, Ledn-Marquez (2009) determiné que ChrA1a, ChrA2
y ChrA6 de B. xenovorans LB400 confieren resistencia a cromato en
diferentes condiciones de crecimiento bacteriano cuando se expresaron en
E. coli a partir de vectores de alto (pUCP20) o bajo numero de copias
(PACYC184). También en nuestro grupo de trabajo, Diaz-Magafa y col.
(2009) determinaron que el homodlogo ChriNCb de LB400 confiere
resistencia a cromato a E. coli cuando se expresa a partir de un plasmido.
También se determin6 que los homologos Chr1iNCa y ChrA1b confieren un
fenotipo de resistencia a cromato cuando se expresaron en E. coli a partir de
los vectores pUCP20 y pACYC184, respectivamente (Luna-Luna, 2010)
(Tabla 1). De estos resultados se concluyé que los genes chr de B.
xenovorans probablemente se expresan bajo diferentes condiciones de
cultivo en E. coli.

Con el proposito de analizar la expresion de los genes chr de LB400,
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=¥ E. coliW3110
1.2 -+ P. aeruginosa PAO1
1.04 =+ B. xenovorans LB400

Abs 590 nm

Cromato (mM)

Figura 6. Susceptibilidad a cromato de Burkholderia xenovorans LB400. Los
cultivos de E. coli W3110, P. aeruginosa y B. xenovorans se crecieron
durante 24 h con agitacion constante en caldo nutritivo a 30°C, utilizando las
concentraciones de cromato indicadas. Se midi6 la absorbencia a 590 nm.

Tomada de Ledn-Marquez, 2009.
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Tabla 1. Resistencia a cromato conferida por los homodlogos chr de B.
xenovorans expresados en E. coli a partir de diferentes plasmidos y crecida

en medios de cultivo diferentes.

pACYC184 pUCP20 pACYC184  pUCP20
chrAla* S S R S
chrA6* S R S S
chriNCa*** S S S R
chrAl1b*** S S R S
chriNCb** S S R R
chrA2* S R S R

a. Se indica el nombre de los homdlogos chr. R= Resistente S=

Sensible.(*Ledn-Marquez, 2009, **Diaz-Magafia, 2009, ***Luna-Luna, 2009).
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mediante ensayos de RT-PCR, Luna-Luna (2010) determiné los patrones de
expresion a nivel transcripcional de los genes chr en diferentes condiciones
de cultivo bacteriano. En dicho trabajo se encontré que los genes chr se
expresan diferencialmente dependiendo de las concentraciones de sulfato y
cromato presentes en el medio de cultivo, de tal forma que el sulfato reprime
la expresion de los genes chrAla, chrAlb, chrA2, chrA6, chrlNCa y
chriNCb, mientras que el cromato indujo la expresion de la mayoria de los
genes, chrAla, chrAlb, chrA2, chrA6 y chrlNCa. Derivado de estos
resultados se formuld la hipotesis de que a altas concentraciones de sulfato
(2 mM) ocurre la activacion de un represor y que al tratar los cultivos con
cromato, éste ion desplaza al represor unido al promotor/operador e induce
la expresion.

A la fecha hay muy poca informacion acerca de la regulacion de la expresion
de los genes de resistencia a cromato, Branco y colaboradores (2008)
identificaron el transposén TnOtChr en la bacteria O. tritici 5bv11, la cual es
capaz de tolerar concentraciones mayores a 50 mM de cromato. El
transposon TnOtChr agrupa los genes de resistencia a cromato chrB, chrA,
chrC y chrF, localizados entre genes que codifican una transposasa y una
resolvasa. También se encontrdé que los genes chrB y chrA son esenciales
para la resistencia a cromato por O. tritici, no asi chrF y chrC. Ademas se
determiné que el promotor chr localizado rio arriba de chrB, es fuertemente
inducido por cromato o dicromato, mientras que el Cr(lll), agentes oxidantes,
sulfato u otros oxianiones no provocaron ningun cambio en su expresion. De
acuerdo con ese trabajo, se propuso que la proteina ChrB actia como un

sensor de cromato que regula la expresion del operén chrBACF (Branco y
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col., 2008).

En el megaplasmido de B. xenovorans se encuentra un posible operdén
(chrBA2FC), que codifica a proteinas que presentan una alta identidad y
similitud con las proteinas codificadas en el transposén TnOTChr, de igual
forma presenta a las transposasas y las resolvasas que los flanquean,
ademas de que los genes que codifican estas proteinas presentan el mismo

arreglo, lo que sugiere una regulacion y funcién similar.
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[I. JUSTIFICACION

El genoma de B. xenovorans LB400 posee seis homoélogos chr que se
expresan de manera diferencial a nivel transcripcional en presencia de
cromato y sulfato; sin embargo, no se han analizado otras condiciones
especificas de regulacion de sus promotores que lleve a comprender la
razon por la cual esta bacteria posee un gran numero de homologos para

una misma probable funcion.

IV. HIPOTESIS

Los promotores de los genes chr de Burkholderia xenovorans LB400 se
regulan diferencialmente en respuesta a distintas condiciones de nutrientes y

a la temperatura de crecimiento.

V. OBJETIVO GENERAL

Estudiar la regulacién de la expresion de los genes chr de B. xenovorans

LB400 bajo diferentes condiciones de crecimiento.

VI. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Fusionar los genes chr de B. xenovorans con un gen reportero.
2. Analizar la expresion de los genes chr de las fusiones bajo distintas
condiciones de nutrientes y temperaturas de crecimiento.
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VIl. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

[ Burkholderia xenovorans LB400 J

Disefar oligonucleotidos de la region
reguladora de los homdlogos chr

[ Amplificar por PCR ]

Clonar los fragmentos en un vector
para fusiones transcripcionales

Determinar la actividad transcripcional
de los promotores chr bajo diferentes
condiciones de crecimiento
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VIII.  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.

l

K2CrO4 (Merck)

e

Caldo Luria Bertani (LB): NaCl 1%, peptona de caseina 1% y extracto

de levadura 0.5%.

~ Agar Luria Bertani: NaCl 1%, peptona de caseina 1%, extracto de
levadura 0.5% y 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,

CaClz-2H20 0.1 mM y MgSO4-7H20 2 mM (Sambrook y col., 1989).

~ O-nitrofenol B-D-galactdsido (Sigma).

2. Cepas empleadas
~ B. xenovorans LB400 (Goris y col. 2004). Cepa donada por el Dr.
Jesus Caballero Mellado' del Centro de Ciencias Genémicas de la
UNAM en Cuernavaca, Morelos.
Cepas empleadas como receptoras en la transformacion:
~ E. coli JM101. supE thi-1A(lac-proAB) [F'traA36 proAB lacl® AAM15]
(Yanisch-Perron y col., 1985).

~ P. aeruginosa PAO1 (Holloway, 1969).
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3. Vector para fusiones transcripcionales
El vector pLP170 (Preston y col., 1997) es de alto niumero de copias,
contiene al gen reportero lacZ sin promotor, posee un gen de resistencia a
ampicilina, origenes de replicacion para E. coli y P. aeruginosa; ademas
posee sitios de restriccion para las enzimas EcoRl y BamHI con las cuales
va a ser digerido para su posterior ligacion con las regiones promotoras de

los genes chr (Figura 7).

4. Disefio de oligonucleétidos para la amplificacién de las regiones
promotoras de los genes chr

Se realizé la busqueda de las secuencias de los homodlogos chr de B.
xenovorans LB400 en la base de datos del NCBI para disefiar los
oligonucledtidos que se utilizaron para la amplificacion de las posibles
regiones promotoras. Los oligonucledtidos se disefiaron siguiendo los
siguientes criterios: un numero de nucleétidos de 25, con un porcentaje de
G-C muy cercano entre el oligonucleodtido directo y reverso, a los
oligonucleodtidos directos se les insertd un sitio de restriccion para la enzima
EcoRI y al reverso un sitio para la enzima BamHI. Se analizé que no
formaran estructuras secundarias en la misma secuencia de los
oligonucledtidos. Para su disefio se utilizd el programa OligoAnalizer 3.1
(Tabla 2). Para las reacciones de PCR se usaron las siguientes condiciones:
un ciclo a 95°C/5 min (desnaturalizacion inicial), 35 ciclos a 95°C/30 seg
(desnaturalizacién), 55°C/30 seg (alineamiento), 72°C/1 min (extension), y un

ciclo final de extension a 72°C/10 min.
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Ori/E

Ap’

Ori/P

Figura 7. Vector pLP170 para fusiones transcripcionales. Es un vector de
expresion que posee un gen de seleccidon de resistencia a ampicilina (Ap"),
origenes de replicacion para E. coli (Ori/E) y para P. aeruginosa (Ori/P),
sitios de BamHI y EcoRl, y el gen reportero lacZ sin promotor y con sitio de

unién a ribosoma (RBS) (Preston y col., 1997).
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Tabla 2. Oligonucleétidos empleados para la amplificacién de los genes chr

de B. xenovorans.

Oligonucleétido® Secuencia (5’- 3°)° Enzima de

restriccion
Bxe_DchrB GCACGAATTCATGCTCCAGGCATCGGG EcoRlI
Bxe_RchrB TGCGGGATCCGGCGCTCGCGGAGGGGA BamHlI
Bxe_DchrA ATGCGAATTCCTATGAGGTCATCCGCA EcoRlI
Bxe_RchrA ATCAGGATCCACAGCGTATAGCTGCGA BamHI
Bxe_DchrA1a GATCGAATTCGAAAGCGCGCACTTC EcoRlI
Bxe_RchrA1a CATGGGATCCGTCGTAATGGTCAAG BamHI
Bxe_Dchr1NCa GTGAGAATTCGCGCGTTCATCATGT EcoRlI
Bxe_Rchr1NCa CAACGGATCCATCTGCAGCAACGAC BamHI
Bxe_Dchr1NCb GTCAGAATTCTGAAGAATTCCGACGCG EcoRlI
Bxe_Rchr1NCb CGCCGGATCCTTCCCAAACGGTGGGCG BamHI
Bxe_DchrA6 CTCGAATTCGAAATCACTGAAACGG EcoRlI
Bxe_RchrA6 GAACGGATCCCATAGCGGTTCCCGT BamHI
Bxe_DchrA1b GTCGGAATTCGTATCTGCAGGACTC EcoRl
Bxe_RchrA1b AAACGGATCCAGGACTTCGGAAGCA BamHI

a. Se indica el nombre del oligonucledtido y su orientacion: directo (D),
reverso (R). b. Se indica en negritas y subrayado el sitio de restriccion
insertado en el oligonucledtido para utilizarse en la clonacién de los

productos de PCR.
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5. Construccion de pldsmidos recombinantes
Los productos de DNA amplificados por PCR se purificaron con el kit
comercial “Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System” de Promega de
acuerdo a las instrucciones del proveedor, posteriormente fueron digeridos
con las enzimas de restriccion BamHI| y EcoRI. De igual forma, el vector
pLP170 fue digerido con las mismas enzimas. Posteriormente los
fragmentos de PCR digeridos se ligaron en el plasmido pLP170 manteniendo
una proporcion 3:1 (inserto:vector) utilizando una unidad de la enzima T4
DNA ligasa de Promega. La reaccion se llevo a cabo a 4°C durante toda la

noche.

6. Analisis de plasmidos
6.1 Aislamiento de plasmidos
El DNA de los plasmidos se obtuvo por el método de lisis alcalina (adaptado

de Birnboim y Doly, 1979 e Ish-Horowics y Burke, 1982).

6.2 Electroforesis en geles de agarosa

El DNA aislado se someti®é a un corrimiento electroforético, en geles de
agarosa (Sigma) al 1% (p/v) en amortiguador TAE [Tris-acetato 0.04 M (pH
8.0) y EDTA (acido etilendiaminotetraacético) 0.001 M (pH 8.0)]. El gel se
depositdé en una camara de electroforesis horizontal conteniendo el mismo
amortiguador. Las muestras de DNA se mezclaron con amortiguador de
carga [azul de bromofenol 0.05%, EDTA 0.1 M (pH 8.0), SDS 0.5%,
sacarosa 40%)] y se descargd en los orificios del gel. ElI corrimiento
electroforético se realizé a un voltaje constante de 125 voltios durante 30-40
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min. Posteriormente el gel se tifid con una solucién de bromuro de etidio al
0.01% durante 5 min y las bandas de DNA tefiidas se observaron por medio
de un transiluminador de luz ultravioleta de onda corta (UV-Products Inc.).
Como marcador de tamafio molecular de DNA lineal se utilizo6 el DNA del
fago lambda digerido con la endonucleasa Hindlll o el marcador de 1 kb plus

(Invitrogen).

6.3 Restriccién con endonucleasas

Los DNA plasmidicos se digirieron utilizando una unidad de cada
endonucleasa de restriccion (Promega) por microgramo de DNA e incubando
a 37°C 4-5 h. Posteriormente se realiz6 el corrimiento electroforético de las
mezclas de restriccion en un gel de agarosa al 1% para determinar el

tamano de los fragmentos obtenidos.

7. Transformacion de células competentes

7.1 Preparacién de células electrocompetentes de E. coli IM101

Se inocularon 100 ml de LB con 1ml de un cultivo de E. coli JM101 crecido a
37°C con agitacién constante de 220 rpm durante toda la noche. Las células
se dejaron crecer a 37°C con agitacion constante de 220 rpm hasta que
alcanzaron una absorbancia de 0.6 a 590 nm (2-3 h aproximadamente).
Posteriormente las células se mantuvieron en hielo por 20 min y para todos
los pasos subsecuentes, tanto las células como el material que se utilizé se
mantuvieron a temperatura cercana a 4°C. Las células se obtuvieron
centrifugando a 6000 rpm durante 10 min a 4°C en una centrifuga Thermo

IEC multi RF. Se desecho el sobrenadante cuidadosamente y las células
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obtenidas se lavaron en dos ocasiones con agua desionizada estéril y fria,
centrifugando a 8000 rpm durante 10 min a 4°C en cada lavado. Al final las
células se resuspendieron en 500 ul de glicerol al 10%, estéril frio y la

suspension se guardo en alicuotas de 800 ul a -80°C.

7.2 Transformacion de células competentes de E. coli JM101

La transformacion con DNA de plasmidos recombinantes se realizé mediante
el método de electroporacion:

En un tubo Eppendorf se mezclaron 80 ul de células competentes con 2 pl
de DNA plasmidico. La mezcla se coloco entre los electrodos de una celda
de electroporacion fria. Se ajusté el micropulso a 2000 V, la celda se colocé
en la camara deslizable de un electroporador 2510 (Eppendorf) y se dio un
pulso de 4-5 milisegundos. Inmediatamente la mezcla se transfirié a un tubo
con 2 ml de CL. Se incubdé a 37°C por 2 h con agitacion constante. Se
distribuyeron 100 ul del cultivo en cajas de AL adicionando 150 pg/ml de
ampicilina, las colonias obtenidas se crecieron en 4 ml de CL para realizar

aislamiento y purificacion de DNA.

7.3 Preparacién de células electrocompetentes de P. aeruginosa PAO1

Las células se prepararon siguiendo el protocolo de Enderle y Farwell
(1998), como se describe a continuacion: una caja petri con LB se inoculd
con P. aeruginosa PAO1 incubando a 37°C por 16 h o hasta que las colonias
alcanzaron ~1 mm de diametro, almacenando las cajas a temperatura
ambiente hasta su uso. Se transfirieron aproximadamente 3 mg de células

en 500 pl de agua desionizada estéril y se resuspendido suavemente en
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vortex hasta que se formé una mezcla homogénea. Se centrifugd a 13000
rom en una microcentrifuga por 1 min y se desechd el sobrenadante, se
resuspendio la pastilla en 500 pl de agua desionizada estéril y se centrifugd
a 13000 rpm 1 min. Se repiti6 este paso y la mezcla se usé para la

transformacion por electroporacion.

7.4 Transformacion de células competentes de E. coli JM101
La transformacion se realizé mediante el método de electroporacion descrito
anteriormente, realizandose la seleccion de las transformantes en cajas de

AL adicionando 400 pug/ml de carbenicilina.

8. Determinacion de la actividad enzimatica de B-galactosidasa
Se registro la densidad celular midiendo la absorbancia a 600 nm del cultivo
crecido en condiciones especificas, se tomd 1.5 ml, se centrifugd 2 min a
12000 rpm, eliminando el sobrenadante y la pastilla celular se lavé con 500
pl de buffer TDTT (Tris 50 mM-Dithiothreitol 30 uM); se centrifugd 2 min a
12000 rpm, se decanté y elimind el sobrenadante. Se resuspendio la pastilla
celular en 500 pl de buffer TDTT, se sonicd hasta claridad, y se centrifugd 5
min 12000 rpm recuperando el sobrenadante. Se tomaron 5 pl de los
extractos celulares y se resuspendieron en 995 ul de buffer Z
(NagHPO4-7H,0 0.06 M, NaH,PO4-H,O 0.04 M, KCI 0.01 M, MgSO4-7H,0
0.001 M y B-mercaptoetanol 0.05 M), se agregd 200 uyl de ONPG (O-
nitrofenol B-D-galactésido) (4mg/ml de buffer Z), se incubd la mezcla de
reaccion 15 min a 37°C, y se detuvo la reaccion con 250 yl de NaCO3; 2 M.
Finalmente, se midio la densidad 6ptica a 420 nm. Para obtener las unidades
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de B-galactosidasa se empled la siguiente férmula (modificado de Miller

1972):

1000 x D.O 420nm

Unidades de 3 — galactosidasa (UM) = IxV xD.0.600nm
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IX. RESULTADOS

1. Construccion de fusiones transcripcionales
1.1 Localizacién de las regiones promotoras

Como primer paso para la construccion de las fusiones transcripcionales
usadas en este trabajo, se hizo el disefio de los oligonucledtidos empleados
para la amplificacion de las regiones. Para ello se localizaron los probables
promotores de los genes chr con la finalidad de conocer la ubicacion a la que
se encuentran respecto del codon de inicio de la traduccion. Se observé que,
en promedio, los promotores predichos se encuentran a una distancia de
entre 28 y 79 nucleétidos rio arriba del ATG de inicio de la traduccion de los

genes chr (Tabla 3).

1.2 Disefio de oligonucleétidos para la amplificacion de los genes chr

Para el analisis del posible operén chrBACF, se disefiaron dos pares de
oligonucledtidos con la finalidad de determinar si cada unidad transcripcional
tiene su propio promotor (Figura 8A). El primer par de oligonucledtidos
abarca una region de 700 pb, 60 pb dentro de la regién codificante del gen
chrB y 640 pb rio arriba del ATG de inicio (Figura 8A, esquema 1); de esta
manera se tiene mas certeza de que los productos amplificados abarcan
tanto el promotor como la regién reguladora. El segundo par de
oligonucledtidos tiene las mismas caracteristicas pero aplicadas al gen
chrA2, 60 nucleétidos de la regién codificante y 640 rio arriba del codén de
inicio (Figura 8A, esquema 2); ademas, utilizando el oligonucledétido directo

de chrB y reverso de chrA2 se logré amplificar una regiéon de 1719 pb la cual

32

(U V1S I 1 00



Analisis de la Regulacion de los Genes chr de Burkholderia xenovorans LB400

Tabla 3. Ubicacion de las secuencias promotoras de los homologos chr

presentes en B. xenovorans LB400.

Gen Secuencia promotora?® Ubicacion a partir del inicio de
la traduccidn (pb)
chrAla CTTGCGATTGACCTGCA 65
chrA6 TTGCCGGCCGCGTCGAATCACAAGGATGAT 43
chriNCa CTGGCGAACGAGCGGCA 79
chrAlb TGCAGAATGCGGGTACCTAGCCGTTAACA 37
chriNCh TTGCTCGACGCCGGTTCGGCGCTAACCT 28
chrA2 GTGACGACCCACCTCAGATCACTTCTTTAAC 29

& Secuencias promotoras predichas en base al programa PromScan.
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Figura 8. Disefio de oligonucleétidos para los genes chr de Burkholderia

xenovorans LB400. Con flechas grandes se sefiala la direccion de la

transcripcion y el nombre del gen correspondiente. Con flechas rojas

pequefias se muestra la posicion de los oligonucledtidos a utilizar para la

amplificacion de cada uno de los genes chr. Se indica el tamafio en pares de

bases (pb) del producto predicho de la amplificacion. También se indican con

flechas verdes los posibles promotores (P). A) Oligonucledtidos disefiados

para el analisis del posible operén chrBACF. B) Oligonucledtidos de los

genes chr (chrAla chrAlb, chrA6, chrINCa y chrlNCb).
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abarca desde 640 pb rio arriba del codén de inicio de chrB e incluye la region
estructural del gen chrB y va hasta 60 pb del gen chrA2 (Figura 8A,
esquema 3), esto ultimo para conocer el papel del chrB en la actividad
transcripcional.

En la Figura 8B se muestran los oligonucleétidos disenados para el analisis
de los cinco genes chr restantes (chrAla chrAlb, chrA6, chrlNCa vy
chriNCb): 60 nucleétidos dentro de la region codificante del gen y 640
nucledtidos rio arriba del ATG de inicio. También dentro de la secuencia de
cada oligonucleédtido se inserté una secuencia de reconocimiento para la
enzima EcoRI en el caso de los oligonucledtidos directos y para BamHI para

los oligonucledtidos reversos.

1.3 Amplificacion por PCR de las regiones promotoras

Para analizar las regiones promotoras de los homodlogos chr, éstas fueron
amplificadas por PCR usando como molde el DNA total de B. xenovorans
LB400 y los oligonucledtidos descritos en la Tabla 2. Para verificar el tamafio
de los productos amplificados, se corrieron en un gel de agarosa al 1% y se
compararon con un marcador de tamafno molecular conocido. Para el
fragmento que abarca la regiéon promotora del gen chrB y la del gen chrA2
del probable operon chrBA2CF se obtuvieron fragmentos de 700 pb,
mientras que para la que abarca desde la regién promotora de chrB hasta el
inicio de la region codificante de chrA2, que se denomin6 chrBA, se obtuvo
una banda de amplificacion de 1.7 kb (Figura 9A). Para las regiones
promotoras de los cinco genes chr se obtuvieron bandas de 700 pb (Figura

9B). Para todas las regiones promotoras analizadas se obtuvieron fragmen-
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Figura 9. Amplificacion por PCR de las regiones promotoras de los genes
chr. A) Fotografia del gel de agarosa del corrimiento electroforético de los
fragmentos amplificados por PCR: 1, chrBA; 2, chrA; 3, chrB; M, marcador
de tamafo molecular 1 Kb plus. B) Fotografia del corrimiento electroforético
de: 1, chrAlb; 2, chrlNCb; 3, chrA6; 4, chriNCa; 5, chrAla; M, marcador de
tamafio molecular 1 kb plus. A la derecha de cada fotografia se indica el

tamano de algunas bandas del marcador.
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tos del tamafio esperado.

1.4 Construccion de las fusiones transcripcionales chr-lacZ

Posterior a su amplificacion por PCR, los fragmentos conteniendo las
regiones promotoras de los genes chr se purificaron como se indica en la
seccion de Métodos y posteriormente fueron digeridos con las enzimas de
restriccion BamHI y EcoRI. De igual forma, el vector pLP170 fue digerido con
las mismas enzimas. Con los fragmentos de PCR digeridos se procedio a su
ligacion en el plasmido pLP170 (Figura 10). Las mezclas de ligacién se
transfirieron a células electrocompetentes de E. coli JM101 y a las células
transformantes obtenidas se les realizo aislamiento de DNA plasmidico. La
presencia y el tamafo del inserto fueron verificados mediante digestién con
las enzimas EcoRI y BamHI, con las cuales se liber6 una banda de 7.3 kb
correspondiente al vector pLP170 linearizado y una banda de 1.7 kb
correspondiente al inserto chrBA o de 700 pb para los genes chrB y chrA
(Figura 11). De la misma forma, para los genes chrAla, chrAlb, chrA6,
chrlNCa y chrlNCb la digestion de los plasmidos recombinantes liberd la
banda correspondiente al vector linearizado de 7.3 kb y los insertos de 700
pb (resultados no mostrados). Una vez caracterizados los plasmidos
recombinantes éstos se transfirieron a células electrocompetentes P.

aeruginosa PAO1 para su posterior analisis.

2. Andlisis transcripcional del probable operén chrBA2FC
Para determinar si los genes chrB y chrA2 del posible operén chrBACF se

co-transcriben, o si cada uno de ellos tiene su propio promotor, se constru-
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DNA gendmico
B. xenovorans LB400

PCR
chr

OrilE
M
-640 +60
EcoRl BamHI
Digestion
—_—
Ligacion Ap’ pchr-lacZ chr-lacZ
OrilE
Ori/lP

Figura 10. Representacion esquematica de la construccion de las fusiones
transcripcionales. Los fragmentos amplificados por PCR de las regiones
promotoras de los genes chr y el vector pLP170 fueron digeridos con las
enzimas BamHI y EcoRI y posteriormente ligados, para dar origen a los
plasmidos recombinantes pchr-lacZ. En el esquema se muestra el inserto en

color verde rio abajo del gen reportero lacZ.

38

(U V1S I 1 0



Analisis de la Regulacion de los Genes chr de Burkholderia xenovorans LB400
___________________________________________________________________________________________________________________________|
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Figura 11. Caracterizacion del los plasmidos recombinantes pchr-lacZ.
Fotografia del gel de agarosa del DNA plasmidico de las transformantes E.
coli JM101 con los plasmidos recombinantes: carril 1, pchrBA-lacZ, 2 pchrA-
lacZ, 3 pchrB-lacZ, los tres digeridos con las enzimas EcoRIl y BamHI, M
marcador de peso molecular. A la derecha de cada fotografia se indica el

tamafo de algunas bandas del marcador de 1 Kb plus.
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yeron tres fusiones transcripcionales. Las dos primeras contienen las
probables regiones promotoras de los genes chrB (chrB-lacZ) y chrA (chrA-
lacZ). La tercera fusion, abarca desde la regiéon promotora del gen chrB
hasta los primeros 60 nucleétidos de la region codificante de chrA (chrBA-
lacz) (Figura 12A). Inicialmente la expresién de las tres fusiones
transcripcionales se analizdé en cultivos bacterianos crecidos en CN por 4 h.
Se encontré que la expresion de la fusion chrB-lacZ fue alta (~13,000 UM)
mientras que la expresion de chrA-lacZ fue minima (~300 UM) (Figura 12B);
de acuerdo con esto chrB se expresa 45 veces mas que chrA, sugiriendo
que chrA no contiene un promotor. Por otra parte, la fusion chrBA-lacZ que
abarca las regiones contenidas en las fusiones chrB-lacZ y chrA lacz, tuvo
una alta actividad (~9,000 UM), aunque mostré una ligera disminucion con
respecto a la fusiéon chrB-lacZ (Figura 12B). Estos resultados sugieren que
la expresion de chrBA-lacZ depende del promotor corriente arriba de chrB;
dado que al parecer el gen chrA no posee un promotor rio arriba que
controle su inicio en la transcripcion, y se expresa a partir del promotor
corriente arriba del gen chrB, lo que indica que estos dos genes se
transcriben en operon.

Previamente Leon-Marquez (2009) propuso que ChrB es un regulador
transcripcional que afecta la expresion de su propio promotor, por lo que,
con el propdsito de analizar el efecto de la presencia de chrB en las fusiones
transcripcionales, en este trabajo se analizé la expresion de chrB-lacZ y
chrBA-lacZ en diferentes condiciones de crecimiento bacteriano. En el
analisis de la expresion de dichas fusiones en condiciones nutricionales
distintas, es decir, tres diferentes medios de cultivo: caldo nutritivo (CN), que
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Figura 12. Actividad transcripcional del probable operén chrA2BFC. A)
Esquema de la organizacién de los genes chrBACF y de las fusiones
transcripcionales chrB-lacZ, chrA-lacZ y chrBA-lacZ. En cada una de ellas se
indica la region que abarcan. B) Actividad enzimatica de LacZ (expresada en
UM) obtenida a partir de la cepa P. aeruginosa PAO1 conteniendo las
fusiones abajo indicadas. La actividad de LacZ fue medida a partir de
cultivos crecidos en CN a 37°C con agitacion constante por 4 h. Se muestra

el promedio de tres experimentos y las barras indican la desviacion estandar.
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es un medio rico para el cultivo de microorganismos que no presentan
exigencias particulares, caldo Luria, un medio rico en nutrientes con NaCl
(1%) y medio minimo, un medio que contiene la minima cantidad de
nutrientes posibles que permite el crecimiento del microorganismo. Como se
observa en la Figura 13, la actividad transcripcional de chrB-lacZ es mayor
que la de chrBA-lacZ. Sin embargo se puede observar que cuando el cultivo
con la fusion chrB-lacZ se crecié en CN el valor de las Unidades Miller fue el
mayor, comparado con los obtenidos en medio LB (~15,000) y MM
(~14,000), una diferencia de 2 veces mas actividad en chrB-lacZ en CN que
en MM y LB. En la Figura 14 se muestran los resultados obtenidos de las
fusiones chrB-lacZ y chrBA-lacZ de cultivos crecidos en medio minimo M9
(MM) con (5 pyM) y sin cromato. Se observa que la presencia de cromato no
provocd un cambio significativo en valor de las Unidades Miller en la fusion
chrB-lacZ, mientras que la actividad mostrada por chrBA-lacZ disminuyo
ligeramente en presencia de cromato. Se puede concluir también que las
condiciones nutricionales encontradas en caldo nutritivo fueron las 6ptimas
para la transcripcion de estas fusiones, ademas de que bajo las condiciones
analizadas el gen chrB no demostrd un claro papel de regulador o sensor de
cromato, ya que la fusion que incluia este gen no mostr6 cambios en la

actividad al crecer los cultivos en presencia de cromato.

3. Analisis transcripcional de las regiones reguladoras de los genes
chr de B. xenovorans

Para evaluar los niveles y condiciones éptimas de expresion transcripcional

de los cinco genes chr restantes presentes en el genoma de de B.
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Figura 13. Actividad transcripcional de las fusiones chrB-lacZ y chrBA-lacZ.
Actividad enzimatica de LacZ (expresada en UM) obtenida a partir de la cepa
P. aeruginosa PAO1 conteniendo las fusiones chrB-lacZ y chrBA-lacZ
crecidas en: caldo nutritivo en barras rojas, caldo Luria en barras verdes y
medio minimo en barras azules. Los cultivos se crecieron por 6 h a 37°C con
agitacion constante. Se muestra el promedio de tres experimentos y las

barras indican la desviacion estandar.
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Figura 14. Efecto del cromato sobre la actividad transcripcional de las
fusiones chrB-lacZ y chrBA-lacZz (MM). Actividad enzimatica de LacZ
(expresada en UM) obtenida a partir de la cepa P. aeruginosa PAO1
conteniendo las fusiones chrB-lacZ y chrBA-lacZ crecidas en: medio minimo
M9 (MM) en barras azules y MM + 5 yM de cromato en barras amarillas, los

cultivos se crecieron por 6 horas a 37°C con agitacion constante.
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xenovorans LB400, los cuales no presentan genes chr vecinos, se
construyeron fusiones transcripcionales al gen reportero lacZ. Estas fusiones
abarcaron las regiones reguladoras de los genes chrAla, chrlNCa, chrA6,
chrINCb, chrAlb y chrB, y van desde la posicion -640 a la +60 respecto al
codon de inicio de la traduccién (Figura 15). Primeramente con el propoésito
de obtener una idea acerca del patrén de expresion general de cada una de
las fusiones, se realizaron ensayos a partir de cultivos crecidos en CN a
37°C (Figura 16). Se observo que las fusiones chrA6-lacZ, chrINCb-lacZ y
chrB-lacZ mostraron niveles de expresion de ~20,000, ~4,500 y ~13,000
Unidades Miller respectivamente, en cambio, las fusiones con las regiones
promotoras de los genes chrAla y chrlNCa mostraron una actividad baja
comparada con las otras tres fusiones, 900 y 500 Unidades Miller
respectivamente, probablemente su expresion basal; estos bajos patrones
de expresion fueron constantes en todas las condiciones analizadas, por lo
cual se decidié omitir de las graficas posteriores la actividad de las fusiones

chrAla-lacZ, chriNCa-lacZ y chrAlb-lacZ (ver Discusion).

3.1 Cinética de expresiéon de chrB-lacz

Para analizar la expresion de la fusion chrB-lacZ en diferentes fases de
crecimiento bacteriano, se realizé una cinética de expresion con la finalidad
de observar si habia variacion en la actividad. En la Figura 17 se muestra la
curva de crecimiento de P. eruginosa PAO1 en CN conteniendo la fusion
chrB-lacZ. Se observa que aproximadamente a las 9 h el cultivo termina su
fase de crecimiento exponencial y comienza la fase estacionaria,
manteniéndose asi hasta las 24 h que durd6 el analisis. En la misma figura se
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Figura 15. Fusiones transcripcionales de las regiones promotoras de los
genes chr de B. xenovorans LB400. Se indican las regiones que abarca cada
fusion, las cuales van desde la posicion -640 a la +60 a partir del ATG de
cada gen, y que se fusionaron al gen reportero lacZ. A la derecha se indica
el nombre de la fusion correspondiente; con asterisco se muestra la fusion
chrB del operén chrBACF analizada previamente. En verde se indica la

localizacion del probable promotor.
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Figura 16. Analisis de las regiones reguladoras de los homodlogos chr de B.
xenovorans LB400. Los cultivos de las cepas de P. aeruginosa PAO1 con las
fusiones indicadas se crecieron por 6 h en CN a 37°C con agitaciéon
constante. Se presentan las actividades diferenciales de LacZ de las
fusiones indicadas abajo. Se muestra el promedio de tres experimentos y se

indican las barras de desviacion estandar.
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Figura 17. Cinética de expresion de la fusion chrB-lacZ. Se muestra la curva
de crecimiento de la cepa P. aeruginosa PAO1 conteniendo la fusion chrB-
lacZ en color rojo. Los cultivos se crecieron en CN a 37°C con agitacion
constante y se tomaron lecturas de densidad éptica (D.0O.) a 600nm. En linea
azul se presenta la cinética de expresion de la fusion chrB-lacZ a partir de
muestras tomadas los puntos de la curva de crecimiento. Se realiz6 el
ensayo de actividad de B-galactosidasa. Se muestra el promedio de dos

experimentos y se indican las barras de desviacion estandar.
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muestran los resultados de la cinética de expresién de la fusion chrB-lacZ.

Desde la tercera hora hasta la novena se muestra un incremento lineal en la
actividad de la enzima [B-galactosidasa, llegando a las 9 horas al valor de
actividad de 15,500 UM; después de la novena hora se observa un descenso
en la actividad que coincide con el inicio de la fase estacionaria,
recuperandose la actividad a las 13 horas con 16,000 UM, a partir de la cual

se mantiene casi constante hasta las 24 h.

3.2 Cinética de expresion de chr1NCb-lacZ

Con la misma finalidad, se evalué la expresion de la fusion chrlNCb-lacZ a
partir de cultivos crecidos en CN. En la Figura 18 se muestran la curva de
crecimiento y la actividad enzimatica de [-galactosidasa en UM; el
comportamiento fue muy similar a la fusion chrB-lacZ, ya que en el punto de
que el cultivo entra a fase estacionaria se observa un descenso en la

actividad enzimatica, la cual se recupera mas adelante.

3.3 Cinética de expresion de chrA6-lacZ

Igualmente se evalud la expresion de la fusion chrA6-lacZ. En la Figura 19
se muestran la curva de crecimiento en CN y la cinética de expresion; el
comportamiento fue similar al de las fusiones chrB-lacZ y chrINCb-lacZ: una
disminucién en la actividad enzimatica al entrar el cultivo en fase
estacionaria, recuperandose horas después y manteniéndose casi constante

hasta las 24 h.
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Figura 18. Cinética de expresiéon de la fusion chrlNCb-lacZ. Se muestra la
curva de crecimiento de la cepa P. aeruginosa PAO1 conteniendo la fusion
chriNCb-lacZ en color rojo. Los cultivos se crecieron en CN a 37°C con
agitacion constante y se tomaron lecturas de densidad optica (D.O.) a
600nm. En linea azul se presenta la cinética de expresién de la fusién chrB-
lacZ a partir de muestras tomadas los puntos de la curva de crecimiento. Se
realizd el ensayo de actividad de (B-galactosidasa. Se muestra el promedio

de dos experimentos y se indican las barras de desviacion estandar.
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Figura 19. Cinética de expresion de la fusidon chrA6-lacZ. Se muestra la
curva de crecimiento de la cepa P. aeruginosa PAO1 conteniendo la fusion
chrA6-lacZ en color rojo. Los cultivos se crecieron en CN a 37°C con
agitacion constante y se tomaron lecturas de densidad optica (D.O.) a
600nm. En linea azul se presenta la cinética de expresién de la fusiéon chrB-
lacZ a partir de muestras tomadas los puntos de la curva de crecimiento. Se
realizd el ensayo de actividad de (B-galactosidasa. Se muestra el promedio

de dos experimentos y se indican las barras de desviacion estandar.

51

(U V1S I 1 00



Analisis de la Regulacion de los Genes chr de Burkholderia xenovorans LB400
___________________________________________________________________________________________________________________________|

4. Efecto del medio de cultivo sobre la expresion de los promotores de
los genes chr
Se analizé si las condiciones nutricionales son un factor que determine
cambios en la transcripcion de los promotores de los genes chrB, chrA6 y
chriNCb. Para esto se hicieron crecer los cultivos bacterianos de P.
aeruginosa PAO1 conteniendo las fusiones transcripcionales en los tres
medios antes descritos. De forma general la fusion chrA6-lacZ mostro la
mayor actividad enzimatica de B-galactosidasa, seguida de la fusion chrB-
lacZ, en cambio, la fusién chriNCb-lacZ presenté los valores mas bajos de
Unidades Miller (Figura 20). Para la fusion chrA6-lacZ la expresién en CN y
LB fue aproximadamente el doble que en la obtenida en MM. Para la fusion
chriNCb-lacZ el nivel de expresion fue baja pero no fue muy diferente en los
tres medios de cultivo, de la misma forma la fusién chrB-lacZ, no mostro
diferencia significativa entre los tres medios de cultivo. De forma general se
observd que los tres genes chr analizados se expresan diferencialmente en
respuesta a las condiciones nutricionales, siendo mas evidente en la fusién
chrA6-lacZ es la que presenta el doble de actividad en los medios ricos que

en el medio minimo.

4.1 Efecto del cromato sobre la expresion de los promotores de los
genes chr (CN)

Con la finalidad de conocer la actividad transcripcional de los genes chr en
presencia de cromato, se realizaron los siguientes ensayos. En la Figura 21
se muestran los resultados de la actividad transcripcional de los genes

chrA6, chrlNCb y chrB en ausencia y presencia de cromato en cultivos
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Figura 20. Efecto del medio de cultivo sobre la expresion de los genes chr.
Se crecieron los cultivos de P. aeruginosa PAO1 con las fusiones indicadas
en tres diferentes medios a 37°C hasta alcanzar una densidad optica entre
0.7 y 0.8 a 600 nm y se determino la actividad de (B-galactosidasa. En barras
azules se muestra la actividad obtenida en CN, en barras rojas la actividad
en caldo LB y en barras verdes la actividad en MM. Se muestra el promedio

de tres experimentos y se indican las barras de desviacion estandar.
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Figura 21. Efecto del cromato sobre la expresién de los promotores de los
genes chr en CN. Se crecieron los cultivos de P. aeruginosa PAO1 con las
fusiones indicadas a 37°C hasta alcanzar una densidad Optica entre 0.7 y
0.8 a 600 nm y se determind la actividad de B-galactosidasa. En barras
azules se muestra la actividad obtenida en CN, en barras amarillas la
actividad en CN con 50 uyM de cromato. Se muestra el promedio de tres

experimentos y se indican las barras de desviacion estandar.
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crecidos en CN.

La fusion chrA6-lacZ tuvo una actividad 4.4 veces mayor sin cromato que en
presencia de 50 pyM de este i6n, un comportamiento opuesto a lo
presentaron las fusiones chrlNCb-lacZ y chrB-lacZ donde la actividad de
LacZ fue mayor en presencia de cromato. La fusién chrlNCb-lacZ presentd
una actividad de ~11,000 UM en presencia de cromato y ~4,000 UM sin
cromato, lo cual representa 2.7 veces mas de expresion en presencia de
cromato. La fusion chrB-lacZ en medio con cromato tuvo una actividad 1.7
veces mayor, con ~23,000 UM, que en el medio sin adicién del ion toxico,
con ~13,500 UM. Este analisis indica que los promotores de los genes chrB
y chrINCb muestran mayor expresion en presencia de cromato, sugiriendo
que se inducen por este ion. En cambio el promotor del gen chrA6 mostro la

mayor actividad en el medio sin cromato.

4.2 Efecto del cromato sobre la expresion de los promotores de los
genes chr (LB)

Enseguida se evaluo la presencia de cromato ahora en cultivos crecidos en
medio LB. En la Figura 22 se observan los resultados obtenidos; para la
fusion chrA6-lacZ se obtuvo el doble de actividad cuando las bacterias se
crecieron en cultivos sin cromato (20,000 UM) respecto al medio con 50 uM
de cromato con 10,000 UM. Mientras que las fusiones chrlNCb-lacZ y chrB-
lacZ no mostraron una diferencia clara entre los cultivos en presencia y

ausencia de cromato en el medio.
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Figura 22. Efecto del cromato sobre la expresion de los promotores de los
genes chr en LB. Se crecieron los cultivos de P. aeruginosa PAO1 con las
fusiones indicadas a 37°C hasta alcanzar una densidad oOptica entre 0.7 y
0.8 a 600 nm y se determind la actividad de B-galactosidasa. En barras
azules se muestra la actividad obtenida en LB, en barras amarillas la
actividad en LB con 50 uM de cromato. Se muestra el promedio de tres

experimentos y se indican las barras de desviacion estandar.
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4.3 Efecto del cromato sobre la expresion de los promotores de los
genes chr (MM)

De la misma forma, se analizé el papel del cromato en la expresion en MM.
En la Figura 23 se muestran los resultados obtenidos; las tres fusiones:
chrA6-lacZ, chrlNCb-lacZ y chrB-laZ, no mostraron actividad diferencial
significativa en presencia y ausencia de cromato en el medio.

De la misma manera que en medio LB, las fusiones no respondieron de

manera diferencial al agregar al medio el i6n toxico.

5. Efecto de la temperatura sobre la expresién de los promotores de
los genes chr

Para evaluar si la expresion de los genes chr se ve afectada por variaciones
en la temperatura, se decidié6 analizar su comportamiento creciendo las
bacterias con las fusiones transcripcionales a las temperaturas de 30°C y
37°C. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 24. La fusion
chrA6-lacZ mostro un cambio drastico en su expresion ya que a 37°C la
actividad fue mas de 20 veces mayor que la mostrada a 30°C, mostrando
una actividad a 37°C de ~22,000 UM y de ~900 UM a 30°C. Aunque la fusion
chrB-lacZ también mostré una mayor actividad a 37°C respecto a 30°C, ésta
no fue tan notoria como la anterior (1.72 veces mayor actividad a 37°C que a
30°C). En cambio, la fusion chrINCb-lacZ mostré mayor actividad a 30°C
que a 37°C siendo su expresion 1.7 veces mayor a 30°C.

Estos resultados indican que la temperatura afecta la expresion de los genes

chr de manera diferencial.
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Figura 23. Efecto del cromato sobre la expresion de los promotores de los
genes chr en MM. Se crecieron los cultivos de P. aeruginosa PAO1 con las
fusiones indicadas a 37°C hasta alcanzar una densidad Optica entre 0.7 y
0.8 a 600 nm y se determind la actividad de B-galactosidasa. En barras
azules se muestra la actividad obtenida en MM en barras amarillas la
actividad en MM con 50 uM de cromato. Se muestra el promedio de tres

experimentos y se indican las barras de desviacion estandar.
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Figura 24. Efecto de la temperatura sobre la expresion de los genes chr. Se
crecieron los cultivos de P. aeruginosa PAO1 con las fusiones indicadas en
CN hasta alcanzar una densidad optica entre 0.7 y 0.8 a 600 nm y se
determiné la actividad de B-galactosidasa. En barras verdes se muestra la
actividad obtenida en a 30°C, en barras azules la actividad a 37°C. Se
muestra el promedio de tres experimentos y se indican las barras de

desviacion estandar.
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En la Tabla 4 se resumen los resultados de la actividad transcripcional de

las fusiones chr-lacZ.
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Tabla 4. Resumen de la actividad transcripcional de las fusiones chr-lacZ en

diferentes medios de cultivo.

Fusion Transcripcional

chrA6-lacz chrlNCb-lacz chrB-lacz
Cromato - + - + - +
CN 22,000 5,000 4,000 11,000 13,500 | 23,000
LB 20,000 10,000 4,500 6,500 20,000 16,500
MM 10,000 8,000 6,000 8,000 13,000 13,000

Valores redondeados de actividad enzimatica expresados en Unidades

Miller.

(U V1S I 1 00
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X. DISCUSION

Algunas especies bacterianas que han estado expuestas a cromato han
desarrollado mecanismos de resistencia a este ion, que pueden ser
codificados por genes cromosomicos o plasmidicos (Cervantes y col., 2001).
Los transportadores de membrana constituyen el mecanismo bacteriano de
resistencia a cromato mas estudiado (Cervantes y Campos—Garcia, 2007).
La resistencia a cromato es conferida por el transportador de membrana
ChrA, proteina que ha sido identificada en diversas especies bacterianas,
entre las mas estudiadas estan las presentes en Pseudomonas aeruginosa
(Cervantes y col., 1990) y Cupriavidus metallidurans (Nies y col., 1990).
Mediante un analisis filogenético Diaz-Pérez y col. (2007) encontraron
bacterias que contienen en sus genomas varios homoélogos CHR, entre ellas
esta la B-proteobacteria B. xenovorans LB400, la cual contiene cuatro
homodlogos LCHR ubicados en las subfamilias LCHR1 (dos homologos,
denominados ChrA1a y ChrA1b), LCHR2 y LCHRG, y dos homélogos SCHR
(denominados ChriNCa y Chr1NCb), ambos ubicados en la subfamilia
SCHR1 (Chain y col., 2006).

B. xenovorans LB400 (Goris y col.,, 2004) es la bacteria que degrada
bifenilos policlorados (PCB) mas importante que se ha descubierto. Fue
aislada de un sitio contaminado con PCB en el estado de Nueva York, EEUU
(Bopp y col., 1986). El género Burkholderia habita diversos nichos desde el
suelo hasta ambientes acuosos, asociados con plantas (Landers y col.,
2000, Moulin y col., 2001 y Chen y col., 2003), hongos (Partida-Martinez y

col., 2005), parasitos, animales, y humanos, de saprofitos a endosimbiontes,
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de agentes de biocontrol (Coenye y col, 2003) a patégenos
(Mahenthiralingam y col., 2005). Es comun para la mayoria de las especies
de Burkholderia tener un genoma grande, compuesto por varios
cromosomas y plasmidos, asi como la presencia de multiples secuencias de
insercion que confieren alta plasticidad gendmica, lo cual explica la
versatilidad del género (Lessie y col., 1996). Por lo tanto, es posible que los
multiples genes chr se expresen de manera diferencial, dependiendo de las
condiciones ambientales o de cambios nutricionales a las que esta expuesta
la bacteria, confiriéndole con esto ventajas adaptativas para sobrevivir en
ambientes contaminados con cromo.

Ledn-Marquez y Diaz-Magana en 2009, llevaron a cabo un analisis de éstos
homdlogos chr de B. xenovorans LB400 con el objetivo de evaluar si éstos
son capaces de conferir resistencia a cromato y sus resultados sugirieron
que los homologos CHR probablemente se expresan de manera diferencial
en un huésped heterdlogo. Los resultados mostraron que los homologos chr
de B. xenovorans LB400 confieren resistencia a cromato bajo diferentes
condiciones de cultivo cuando son cuando expresados en Escherichia coli a
partir de vectores de alto (pUCP20) o bajo numero de copias (pACYC184)
(Tabla 1).

Luna—Luna en 2010 analiz6 el patron de expresion de los genes chr de B.
xenovorans en diferentes condiciones de cultivo bacteriano, mediante
ensayos de RT-PCR a partir de RNA total de células de B. xenovorans
crecidas en caldo nutritivo (CN) y medio minimo M9 con alta (2 mM) o baja
(0.04 mM) concentracion de sulfato. En dicho trabajo se encontré que los

genes chr de B. xenovorans se expresan diferencialmente dependiendo de
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las concentraciones de sulfato y cromato presentes en el medio de cultivo.
Se encontré que el sulfato reprime la expresién de los genes chr (chrAla,
chrAlb, chrA2, chrA6, chrlNCa y chrINCb), mientras que el cromato induce
la expresion de la mayoria de los genes chr (chrAla, chrAlb, chrA2, chrA6 y
chriNCa). Sin embargo, no se han analizado otras condiciones especificas
de regulacion de los promotores de los genes chr que lleve a comprender la
razon por la cual B. xenovorans posee un gran numero de homologos para
una misma probable funcion.

Existe poca informacion acerca de la regulacion de la expresion de los genes
de resistencia a cromato. En 2008 Branco y colaboradores encontraron que
el transposén TnOtChr de la bacteria Ochrobactrum tritici 5bv11, la cual es
capaz de tolerar concentraciones mayores a 50 mM de cromato, agrupa los
genes de resistencia cromato chrB, chrA, chrC y chrF. Se encontré que los
genes chrB y chrA son esenciales para la resistencia a cromato por O. tritici,
no asi chrF y chrC. Ademas se determin6 que el promotor chr es
fuertemente inducido por cromato o dicromato. En ese trabajo se propuso
que la proteina ChrB actiua como un sensor de cromato que regula la
expresion del operén chrBACF (Branco y col., 2008).

En B. xenovorans se encuentra un posible operéon (chrBA2FC), ubicado en el
megaplasmido, que codifica proteinas con una alta identidad con las
codificadas en el transposén TnOTChr. Por esta razén se sugiere que el
posible operén chrBA2CF tenga una funcion y regulacion similar que el de
TnOTChr.

En este trabajo se analizd el posible operén chrBACF por medio de tres

fusiones transcripcionales usando el gen reportero lacZ, para determinar si
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los genes chrB y chrA2 se co-transcriben o si cada uno de ellos tiene su
propio promotor. Las dos primeras fusiones contienen las probables regiones
promotoras de los genes chrB (chrB-lacZ) y chrA (chrA-lacZ) y la tercera
fusion abarco desde la region promotora del gen chrB hasta los primeros 60
nucleotidos de la region codificante de chrA (chrBA-lacZ) (Figura 12A). Al
analizar la actividad de LacZ en los cultivos de P. aeruginosa PAO1
conteniendo cada una de las fusiones transcripcionales, se encontré que la
expresion de chrB-lacZ fue 45 veces mayor que la expresion de chrA-lacZ
(Figura 12B). Esto indica que la unidad transcripcional chrB posee su propio
promotor, y que en cambio el gen chrA no contiene un promotor que controle
la iniciacion de su transcripcion. Aunque la fusidén chrBA-lacZ mostré una
actividad relativamente alta (~9,000 UM), ésta fue un poco menor que la
expresion de chrB-lacZ lo que sugiere que la expresion de chrBA-lacZ,
también depende del promotor corriente arriba de chrB.

Se comparo la actividad transcripcional de P. aeruginosa PAO1 conteniendo
las fusiones chrB-lacZ y chrBA-lacZ en medios de crecimiento distintos
(Figura 13), se observo que en caldo nutritivo las condiciones nutricionales
encontradas fueron las mas 6ptimas para la transcripcion de las fusiones, en
especial para chrB-lacZ, comparada con los medios Luria y minimo en los
cuales no se refleja una actividad diferencial de (3-galactosidasa.

Con el antecedente de que el gen chrB codifica a un posible regulador
transcripcional que afecta la expresion de su propio promotor, y que es
probablemente un sensor de cromato, se compararon las actividades de B-
galactosidasa en ausencia y presencia de cromato para comprobar su papel
en el operdon. Se emplearon concentraciones de K,CrO4 sub-inhibitorias para
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el crecimiento de cultivos de B. xenovorans determinadas mediante curvas
de induccion (Luna-Luna, 2010). En la Figura 14 se muestra la actividad
transcripcional de las fusiones chrB-lacZ y chrBA-lacZ crecidas en MM y MM
+ 5uM de cromato, concluyendo de ella que en presencia del i6n, el gen
chrB no modifica significativamente la expresion de su propio promotor y por
lo tanto la actividad de B-galactosidasa.

Con todo lo anterior se deduce que los genes chrB y chrA se co-transcriben
y que bajo las condiciones analizadas el gen chrB no tiene un claro papel de
regulador transcripcional que dirija la expresion diferencial de éstos genes.
La disminucién en la actividad de chrBA-lacZ con respecto a chrB-lacZ
puede deberse a la longitud del transcrito, ya que la primera es 1019 pb
mayor con respecto a la segunda y la cantidad de transcrito puede ser
menor y reflejar una menor actividad de la enzima B-galactosidasa.

Para evaluar la regulacion de los promotores de los genes chr restantes
presentes en el genoma de B. xenovorans y por consiguiente los niveles y
condiciones optimas de expresion transcripcional de los genes chr se
construyeron fusiones transcripcionales al gen reportero lacZ que abarcaron
las regiones reguladoras de los genes chrAla, chrlNCa, chrA6, chrlNCb,
chrAlb y chrB (del operdon chrBA2CF) (Figura 15). Las fusiones chrAla-lacZ
y chrlNCa-lacZ mostraron en todas las condiciones analizadas una actividad
de lacZ baja, comparada con las otras tres fusiones que arrojaron una
actividad diferencial mucho mayor (por ésta razén se omitieron de los
resultados posteriores) (Figura 16), la fusion chrAlb-lacZ se eliminé de los
ensayos, ya que dentro de su secuencia posee un sitio de restriccion para la

enzima EcoRl, lo cual interfirié en su ligacion al vector pLP170.
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Existen diversos mecanismos que ocasionan la variacion en el nivel de la
expresion de los genes, entre ellos se encuentran: la secuencia del
promotor, los factores o, ligandos relacionados directamente con la
transcripcion como por ejemplo el ATP, los factores de transcripcion y la
estructura plegada del cromosoma bacteriano; varios de ellos pueden
modular la traduccién en funcion del las condiciones ambientales (Browning
y col., 2004), lo que indica que si bien las fusiones chrAla-lacZ y chrlNCa-
lacZ mostraron actividad muy baja en las condiciones analizadas, pueden
presentar un mayor nivel de transcripcion en otras condiciones de estrés o
bien que aun cuando presenten bajos niveles de traduccion de LacZ
comparada con los de otros genes chr, pueden ser suficientes para
contrarrestar los efectos del cromato, pudiendo ser transportadores eficaces,
0 que probablemente si la traduccién es mayor, las proteinas codificadas
pueden precipitar, ya que se sabe que cuando hay sobreexpresion de
proteinas de membrana éstas pueden formar agregados y dejar de ser
funcionales posiblemente también como consecuencia directa de la
saturacion de los mecanismos de translocacién de proteinas a membranas
citoplasmaticas.

La actividad de la mayoria de los promotores bacterianos dependen de
multiples sefiales ambientales y por lo tanto muchos promotores son
controlados por dos o mas factores de transcripcion (Browning y col., 2004)
La regulacion de un gen puede integrar multiples sefales. Un ejemplo de ello
es Azotobacter vinelandii, bacteria Gram negativa quimiorganotréfica, la cual
posee el sistema NifL-Nifa que controla los genes que estan involucrados en
la fijacion de nitrégeno. La transcripcion de éstos genes dependen de mas
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de una senfal, ya que estan involucrados los niveles de oxigeno, carbono y
nitrdgeno disponibles en el medio ambiente (Little y col., 2000). En E. coli
existe otro ejemplo de regulacién de genes por mas de una sefal. En la
regulacion del promotor lac, estan involucrados dos factores de
transcripcion: la Proteina Receptora de AMPc (CRP) y el represor Lac que a
su vez es controlado por el azucar alolactosa. Uno de los factores interpreta
una senal metabdlica global (CRP), mientras que el otro responde a una
sefial metabdlica especifica (Browning y col., 2004).

Con la finalidad de observar si hay variacion en la expresion transcripcional
de los genes chr de B. xenovorans durante las fases de crecimiento
bacteriano, se realizaron cinéticas de actividad de LacZ de las fusiones con
los genes que presentaron expresion diferencial: chrA6, chriNCb y chrB-
lacZ. Se observo un comportamiento similar en las tres fusiones: al llegar a
la fase estacionaria, la actividad descendid, recuperandose horas después y
manteniéndose casi constante hasta las 24 h (Figuras 17, 18 y 19). La
reduccion de los niveles de nutrientes es una sefal que regula la entrada a
fase estacionaria (Lazazzera, 2000), por lo tanto, los resultados indican que
durante el proceso de cambio de fase de crecimiento, se alteran los patrones
de la expresion génica de los homologos chrA6, chrINCb y chrB,
probablemente debido a que las células detienen su metabolismo para
permitir una mayor supervivencia celular ante la disminucién de nutrientes.
Las variaciones en las condiciones nutricionales a las que esta sometido un
microorganismo estan involucradas directamente en su desarrollo y actividad
celular, ya que las bacterias incorporan sustancias del medio ambiente con

la finalidad de transformarlas y poder realizar procesos metabdlicos. Por esta
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razon, se analizd6 si las condiciones nutricionales son un factor que
determine la transcripcién de los promotores de los genes chrB, chrA6 y
chriNCb. De forma general se observé que los tres genes chr analizados se
expresan diferencialmente en respuesta a las condiciones nutricionales,
siendo mas evidente en la fusién chrA6-lacZ que presentd el doble de
actividad en los medios de crecimiento ricos en nutrientes que en el medio
minimo (Figura 20). Sin embargo, en la misma figura se observa que en
condiciones de estrés nutricional, como las que causa el medio minimo, el
gen chrB presento la mayor actividad transcripcional de los tres homoélogos.
Al ser este un medio que contiene la minima cantidad de nutrientes posibles
que permite el crecimiento del microorganismo, esto le puede otorgar a la
bacteria una ventaja adaptativa ante ambientes hostiles ya que el estrés
nutricional no afect6 drasticamente la transcripcion de éste gen.

Con frecuencia los genes de resistencia a agentes téxicos responden ante la
presencia de tal agente, B. xenovorans LB400 es una bacteria capaz de
sobrevivir a concentraciones elevadas de cromato, probablemente debido a
la presencia de los genes chr. Por esta razén se trataron los cultivos con
este oxianion en tres medios de crecimiento distintos. Al realizar los ensayos
se observo que en CN las fusiones chrlNCb-lacZ y chrB-lacZ mostraron un
aumento en la actividad transcripcional en presencia de CrO4 al compararla
con los niveles obtenidos en los cultivos sin el oxianién; en cambio, el gen
chrAG6, se expresa 4.4 veces mas cuando en el medio de crecimiento no hay
presencia de cromo (Figura 21). En medio LB el gen chrA6 mostré el mismo
comportamiento, al mostrar mayor actividad de LacZ en ausencia que en

presencia de cromato, en cambio los genes chrlNCb-lacZ y chrB-lacZ no
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mostraron una actividad diferencial de LacZ (Figura 22). En medio minimo,
las tres fusiones no presentaron actividad transcripcional diferencial en
presencia o ausencia de cromato, sin embargo, el gen chrB mostré la mayor
actividad de las tres fusiones en ambos medios (~13,000 UM) (Figura 23).
En los tres ensayos, se muestra una actividad diferencial de LacZ para los
tres homodlogos chr, lo que sugiere que en ciertas condiciones ambientales
pueden respaldarse uno a otro, a fin de que siempre se esté expresando al
menos un homdlogo que realice la funcién de contrarrestar los efectos
toxicos del cromato, manteniendo la bacteria los niveles necesarios de
transportadores chr para poder permanecer en ese ambiente.

La temperatura optima para el crecimiento de una especie microbiana esta
relacionada con la temperatura del habitat normal del organismo. La
influencia de la temperatura sobre el crecimiento es realmente una medida
de la influencia de este parametro sobre la actividad enzimatica de la célula
y sobre los factores implicados en la transcripcion que también son
proteinas. Al ser la temperatura un factor que puede afectar el crecimiento
bacteriano y por lo tanto su desarrollo a través de la modificacion de la
expresion genética en este trabajo se evaluaron los niveles de expresion de
los genes chrB, chrA6 y chrINCb en dos diferentes temperaturas. El
promotor del gen chrA6 fue el que mostré la mayor diferencia entre
actividades de LacZ a las temperaturas probadas. A 37°C el gen chrA6 tuvo
una actividad transcripcional 23 veces mayor actividad que a 30°C (Figura
24). Esta es una diferencia muy evidente en los niveles de transcripcion, lo
que indica una clara temperatura 6ptima de expresion de este gen y por lo
tanto de los factores implicados en su transcripcion. La fusién chriNCb-lacZ
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no mostré una clara actividad diferencial entre ambas temperaturas, siendo
mas evidente para la fusion chrB-lacZ, teniendo una expresién mayor a
37°C.

Cuando un organismo que posee varios miembros de una misma familia de
genes, éstos le proporcionan una aparente redundancia funcional de la
actividad de la proteina codificada en particular; lo anterior se explica a
veces por la necesidad de la célula para tener sistemas de copia de
seguridad como un sistema de proteccion frente a mutaciones que pudieran
alterar o suprimir la funcién de algun homadlogo, o bien por la necesidad de la
bacteria para adaptarse a diferentes condiciones de estrés (Aslund y col.,
1999). En este trabajo pudimos determinar que los homélogos chr de B.
xenovorans LB400 mostraron una regulacion diferencial al ser sometidos a
diferentes condiciones de crecimiento. Con estos resultados podemos
sugerir que, aunque una caracteristica de la célula es que se basa en el
principio maximo de economia, la regulacion transcripcional de ciertos genes
no obedecen directamente a esta regla, si no que mas bien su expresiéon es

impulsada por la necesidad de supervivencia ante ambientes hostiles.
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XI. CONCLUSION

En este trabajo se demostré que los genes chrB, chrA6 y chrlNCb de
Burkholderia xenovorans LB400 se regulan diferencialmente al ser

sometidos a diferentes condiciones nutricionales y de temperatura.
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