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RESUMEN

La superfamilia CHR de transportadores de cromato estd compuesta por la familia de proteinas
grandes LCHR y la familia SCHR de proteinas pequefias. En el genoma de Bacillus subtilis 168 se
localizan un par de genes que codifican las proteinas Chr3N y Chr3C, pertenecientes a la familia
SCHR, que confieren resistencia a cromato en Escherichia coli Unicamente cuando ambas proteinas
se expresan. Rio arriba del gen chr3N se encuentra el gen chrS que codifica una proteina que
presenta homologia con proteinas de la familia de reguladores transcripcionales Lrp. Previamente
se ha encontrado que la clonacién del gen chrS junto con los genes de resistencia a cromato
chr3NC (chrS-chr3N-chr3C) disminuye el nivel de resistencia a cromato respecto al nivel conferido
Unicamente por el par de genes chr3NC. Adicionalmente se determind que la presencia de chrS
reprime la expresién de los genes chr3NC, mientras que el cromato induce dicha expresion. Para
dilucidar el mecanismo de regulacion de la proteina ChrS sobre los genes de resistencia a cromato,
el objetivo de este trabajo fue determinar si el producto proteico del gen chrS se une a las
regiones promotoras de los genes chrS y chr3N de B. subtilis 168. Inicialmente, mediante un
analisis in silico se hizo una prediccidon de la probable estructura terciaria de ChrS, se identificaron
un dominio amino que contiene el motivo de unidn al DNA del tipo HTH, indispensable para llevar
a cabo su funcién regulatoria, y un dominio carboxilo terminal de conformaciéon BaBpaB donde
probablemente se lleva a cabo la interaccion con su efector, dos estructuras tipicas de las
proteinas Lrp. Un andlisis de las secuencias de las regiones reguladoras de los genes chrS-chr3N-
chr3C identificé una secuencia consenso como un posible sitio de unién de ChrS, la cual se localizé
en la regidn reguladora del gen chrS. El gen chrS se clond en el vector pTrcHis-A, que adiciona una
etiqueta de histidinas en el extremo amino, y se obtuvo el pldsmido recombinante pTrcHis-chrsS.
Los resultados obtenidos de la secuenciacién del fragmento clonado en el pldasmido recombinante
indicaron la correcta fusion de la region codificante del gen chrS en el vector de expresidn pTrcHis-
A. Para confirmar la presencia de la proteina recombinante, se realizo la técnica de Western Blot y
se logré identificar His-ChrS. Empleando la etiqueta de Histidinas se logré la purificacién de His-
ChrS mediante cromatografia de afinidad con niquel en un solo paso. Se obtuvo His-ChrS con una
concentracién de 0.5 pg/ul y un alto grado de pureza. Mediante ensayos de cambio en la
movilidad electroforética (EMSA) se determind que His-ChrS se une a la region reguladora del gen
chrS, sin embargo, His-ChrS no se une a la regién reguladora del gen chr3N. Se demostrd que los
genes chrS-chr3N-chr3C funcionan como operodn. Se determind la especificidad de unién de His-
ChrS al realizar ensayos EMSA con mezclas de DNA de chrS y la regién intergénica de los genes
chr3N-chr3C, demostrando la unién de la proteina ChrS a la region reguladora de su propio gen.
Este resultado confirma que ChrS regula de manera negativa la expresion de los genes de
resistencia a cromato chr3N-chr3C.
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I INTRODUCCION

1. CARACTERISTICAS GENERALES DEL CROMO

El cromo es un metal de transicion de nimero atdmico 24, peso atdmico 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 (Cr) es el séptimo elemento mas abundante sobre la corteza terrestre. El amplio uso
industrial del Cr ha causado que este metal sea considerado un contaminante ambiental debido a
que elevadas concentraciones de diversos compuestos del Cr estan presentes en agua, suelos y
efluentes industriales (Kashim et al., 1989). En la naturaleza, el Cr presenta diversos estados de
oxidacion que van desde -2 hasta +6 (McGrath y Smith, 1990). Las formas mas estables son el
Cr(Ill) y el Cr(VI) (Cervantes et al., 2001). El Cr trivalente Cr(lll) es relativamente inocuo debido a
gue es poco soluble en agua a pH fisioldgico, en cambio el Cr hexavalente Cr(VI) es la especie mas
toxica, éste es hidrosoluble a pH fisioldgico y regularmente se encuentra en forma del oxianion
cromato (CrO,”); su toxicidad se debe a que estos compuestos atraviesan facilmente las

membranas bioldgicas (McGrath y Smith, 1990).

2. INTERACCIONES BACTERIANAS CON EL CROMATO

a) Transporte de cromato en bacterias

En diversas especies bacterianas se ha determinado que el transporte del cromato a través de las
membranas bioldgicas ocurre mediante la via de captacion del sulfato (Nies et al., 1989). El
cromato penetra a la célula por su similitud al ion esencial sulfato (50,>) (Bellatori, 2002). El
cromato y el sulfato presentan estructura molecular tetraédrica, asi como distancias de enlaces
similares de 1.64 Ay 1.54 A, respectivamente (Parde et al., 1966).

b) Toxicidad del cromato



Una vez dentro de la célula, la toxicidad del Cr se relaciona principalmente con la reduccion del
Cr(VI1) al Cr(lll), proceso que genera radicales libres y provoca estrés oxidativo (Kadiiska et al.,
1994); de la misma manera, dentro de la célula el Cr(lll) tiene la capacidad de unirse a los fosfatos
del DNA ocasionando mutagénesis (Plaper el at., 2002) y a los grupos carboxilo y sulfhidrilo de las
proteinas causando alteraciones en su estructura y actividad (Levis y Bianchi, 1982).

c) Resistencia bacteriana a cromato

Las bacterias han desarrollado diversos mecanismos de resistencia para tolerar los efectos nocivos
de diversos metales toxicos (Cr, Cu, Pb, Cd, Ag) los cuales pueden ser codificados ya sea por genes
cromosdémicos o plasmidicos (Silver y Phung, 2005). En el caso del Cr, los mecanismos de
resistencia codificados por genes cromosdmicos incluyen la reduccién extracelular del Cr(VI) lo
que le impide atravesar las membranas bioldgicas, sistemas de reparacion del DNA y sistemas de
proteccidn contra el estrés oxidativo (Figura 1). El mecanismo de resistencia codificado por genes
plasmidicos es a través de transportadores de membrana que expulsan el cromato del citoplasma
celular. Los primeros sistemas de expulsidon de cromato se identificaron en los plasmidos pUMS505
de Pseudomonas aeruginosa y pMOL28 de Cupriavidus metallidurans que codifican la proteina
ChrA (Cervantes et al.,, 2001). La proteina ChrA de P. aeruginosa posee 416 aminodcidos (aa) de
los cuales el 62% son hidrofdébicos (Cervantes y Silver, 1992). La proteina ChrA de P. aeruginosa
posee 13 segmentos transmembranales conectados por seis asas peripldsmicas y seis
citopldsmicas, con su extremo amino terminal localizado en el citoplasma y su extremo carboxilo
terminal localizado en el periplasma (Jiménez-Mejia et al., 2006). La proteina ChrA expulsa el
cromato del citoplasma celular en un proceso quimiosmético dependiente de la cadena
respiratoria (Pimentel et al., 2002).

Sistemas de expulsion similares a ChrA de P. aeruginosa se han identificado en la y-proteobacteria
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Figura 1. Mecanismos de transporte, toxicidad y resistencia a cromato en bacterias. Los
mecanismos de dafio se indican por flechas delgadas y los mecanismos de resistencia se indican
por flechas gruesas. (A) Mutaciones en el transportador de sulfato (X), disminuyen la entrada del
cromato. (B) Reduccidon extracelular del Cr(VI) a Cr(lll) que no cruza la membrana. (C) Reduccién
intracelular de Cr(VI) a Cr(lll) que genera estrés oxidativo, dafio al DNA y a proteinas. (D) Enzimas
destoxificantes involucradas en la proteccion contra estrés oxidativo. (E) Sistemas de expulsion del
cromato del citoplasma. (F) Sistemas de reparacién de dafio al DNA causado por cromato.

Modificada de Ramirez-Diaz et al., 2008.



Shewanella sp. ANA-3 (Aguilar-Barajas et al., 2008), en el transposén TnOtChr de la a-
proteobacteria Ochrobactrum tritici 5bvl1l (Branco et al., 2008), la bacteria Gram (+) Arthrobacter
sp. FB24 (Henne et al., 2009), la B-proteobacteria Burkholderia xenovorans LB400 (Ledn-Marquez,
2009), la bacteria Gram (+) Bacillus subtilis (Diaz-Magafia et al.,, 2009) y la cianobacteria

Synechococcus elongatus (Aguilar-Barajas et al., 2011).

3. LA SUPERFAMILIA CHR DE TRANSPORTADORES DE CROMATO

Mediante un analisis filogenético de homodlogos de la proteina ChrA se identificaron un total de
135 secuencias de proteinas no redundantes como miembros de la familia de transportadores de
iones cromato CHR (Figura 2). De éstas, 128 pertenecen a bacterias, una a arqueas y seis a hongos
(Diaz-Pérez et al., 2007). Sin embargo, debido al aumento en el nimero de genomas secuenciados,
la superfamilia CHR actualmente esta constituida por cientos de homdlogos. La superfamilia CHR
estd compuesta por la familia LCHR de proteinas grandes, con un tamano de 345-495 aa, y la
familia SCHR de proteinas pequefias, con un tamafio de 123-234 aa (Diaz-Pérez et al., 2007)
(Figura 3A).

Las proteinas de cadena larga (LCHR) estan constituidas por dos dominios homdlogos, lo que
sugiere que su origen fue a través de un evento de duplicaciony 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 3B).

Recientemente se han identificado miembros funcionales de la superfamilia CHR distribuidos a lo
largo del arbol filogenético, pertenecientes a las subfamilias LCHR (Aguilar-Barajas et al., 2008;
Branco et al., 2008; Henne et al., 2009) y SCHR (Diaz-Magafia et al., 2009; Ledn-Marquez, 2009).

Algunas bacterias poseen varios homdlogos CHR en su genoma que confieren resistencia
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Figura 2. Analisis filogenético de las proteinas de la superfamilia CHR. Los nombres de las
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Figura 3. Distribucion 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) Representacidon esquemdtica de
los dominios en las proteinas pertenecientes a la superfamilia CHR. Se muestran SCHR bacterianas

(monodominio) y LCHR bacterianas (bidominio). Modificada de Diaz-Pérez et al., 2007.



cromato; tal es el caso de B. xenovorans LB400 que posee en su genoma cuatro homoélogos LCHR y

dos SCHR (Ledn-Marquez, 2009).

4. REGULACION DE LA EXPRESION DE LOS GENES chr

En varios organismos se localizan genes aledafios al gen chrA que participan en la resistencia a
cromato, generalmente porque funcionan como operones; uno de ellos es el gen chrB el cual es
caracteristico de la organizacién genética de los operones chr (Vasconcelos et al., 2011).

C. metallidurans CH34 es una bacteria aerobia, capaz de degradar xenobidticos en presencia de
altas concentraciones de metales pesados. Tiene dos determinantes de resistencia a
cromato: chrl localizado en el plasmido pMOL28 (genes chrl, chrBi, chrAs, chrC, chrE, chrFi) y chr2
localizado en el cromosoma (genes chrBz, chrAz, chrFz), los cuales al expresarse en conjunto
aumentan el nivel de resistencia a cromato (Figura 4) (Juhnke et al., 2002). La proteina ChrB ha
sido propuesta como activador de los determinantes de resistencia a cromato en C. metallidurans.
Se encontrd que la funcién de las proteinas ChrB depende de las concentraciones de cromato y
sulfato presentes (Juhnke et al., 2002).

O. tritici 5bvll es una bacteria capaz de reducir nitratos y utiliza una variedad de aminoacidos,
acidos organicos y carbohidratos como fuentes de carbono. En el genoma de O. tritici se identificd
el transposén TnOtChr que contiene el grupo de genes chrB, chrA, chrC, y chrF (Figura 4), todos
ellos relacionados con la resistencia a cromato. Se encontré que el promotor del operdn chr se
induce en presencia de cromato y dicromato (Branco et al., 2008). Aunque la funcién de la
proteina ChrB en O. tritici 5bvll no es completamente clara, parece actuar como regulador del
operdn chr en respuesta a Cr(VI). Un andlisis bioinformatico adicional de la proteina ChrB sugiere
la presencia de un probable motivo de unién al DNA Hélice-Vuelta-Hélice (HTH) en la regién C-

terminal de la proteina (Branco et al., 2008).
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Figura 4. Arreglos de los genes involucrados en la resistencia a cromato de distintos organismos.
Los genes asi como la direccion de la transcripcion, se encuentran representados por flechas; el
nombre de los genes se encuentra sobre cada flecha. A. FB24, Arthrobacter sp. FB24 CHR15; C.
met. chrly chr2, determinantes de resistencia a cromato 1 (pldsmido pMOL28) y 2 (cromosomal)
de Cupriavidus metallidurans; TnOtChr, transposdn de Ochrobactrum tritici 5bv11. Modificada de

Henne et al., 2009.



Arthrobacter sp. FB24 es una bacteria presente en suelos limpios o contaminados y presenta altos
niveles de resistencia a una gran variedad de metales téxicos. En su genoma se encontré un
determinante de resistencia a cromato que consiste en ocho genes. Entre ellos dos marcos de
lectura abiertos (chrB-Nterm y chrB-Cterm2) de tamafio reducido que en conjunto presentan
homologia con el gen chrB (Figura 4). La transcripcion de los genes chrB-Nterm y chrB-Cterm2 se
eleva a niveles maximos en presencia de cromato, lo que sugiere que los productos de este par de
genes pueden realizar una funcidn similar a la proteina ChrB de otros organismos. Ademas de los
genes relacionados con la resistencia a cromato descritos en otras bacterias, FB24 presenta 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).

5. REGULACION DE LA EXPRESION GENETICA BACTERIANA

El mecanismo bdasico mediante el cual las bacterias controlan la transcripciéon de sus genes fue
formulado por Jacob y Monod en 1961. Ellos propusieron que la expresion de los genes
(transcripcion) estd regulada por las acciones negativas y positivas de proteinas de unidn al DNA
con especificidad de sitios, denominadas represores y activadores, respectivamente. Los
represores se unen a sitios operadores y bloquean la iniciacién de la transcripcion, mientras que
los activadores se unen al DNA y estimulan la iniciacion de ese proceso. Las afinidades de estas
proteinas por el DNA estan influidas por la unidn de ligandos de bajo peso molecular que pueden
actuar como inductores o correpresores (Mathews et al., 2002).

Algunos factores transcripcionales funcionan estrictamente como activadores o como represores,
mientras que otros pueden funcionar de ambas formas dependiendo de la regidn promotora que
regula (Pérez-Rueda y Collado-Vides, 2000). Cuando un conjunto de genes comparte la misma
unidad de transcripcién, se le conoce como operdn. Un grupo de genes dispersos a lo largo del

9



genoma u operones regulados por la misma proteina en respuesta a un estimulo comuin se

denomina regulén (Maas y Clark, 1964).

6. FAMILIA DE REGULADORES TRANSCRIPCIONALES Lrp

La familia de reguladores transcripcionales Lrp se encuentra ampliamente distribuida en
procariotas, tanto en bacterias como arqueas. El miembro mejor estudiado de la familia Lrp
(proteina reguladora en respuesta a leucina) es el de Escherichia coli (EcoLrp) (Thaw et al., 2006).
En E. coli, Lrp se encuentra involucrada en la modulacién de una gran variedad de funciones
metabdlicas, incluyendo el catabolismo y anabolismo de aminoacidos asi como en la sintesis de pili
(Brinkman et al., 2003). Aunque la proteina Lrp de E. coli es un regulador transcripcional global, la
mayoria de los homdlogos Lrp actian como reguladores especificos (Brinkman et al., 2002).

El genoma de E. coli contiene mds de 300 genes que codifican proteinas que se predice se unen a
promotores ejerciendo efectos sobre la transcripcién. La mayoria de estas proteinas tienen
secuencias especificas de unién al DNA; algunas de estas proteinas controlan la transcripcidn de
un gran numero de genes, mientras que otras controlan solamente uno o dos genes. Se ha
estimado que tan solo siete factores transcripcionales (CRP, FNR, IHF, Fis, ArcA, NarL y Lrp)
controlan el 50% de todos los genes regulados en E. coli (Browning y Busby, 2004).

En 44 de 83 genomas bacterianos analizados (53%) se han identificado uno o mas reguladores
transcripcionales Lrp. Cerca de 45% de genomas bacterianos (30 de 67) y 94% de arqueas (15 de
16) contienen al menos un homdlogo Lrp. En los genomas eucariontes no se han identificado
homologos Lrp, por lo que se ha propuesto que estos reguladores transcripcionales estdn
restringidos a procariontes (Brinkman et al., 2003).

Los miembros de la familia Lrp son proteinas pequefias de unidn al DNA con masas moleculares de
aproximadamente 15 kDa. Las proteinas Lrp contienen tres dominios funcionales: un dominio N-
terminal con conformacidn hélice-vuelta-hélice (HTH) que tiene el sitio de union al DNA, un
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dominio intermedio que es el responsable de la activacién de la transcripcion y un dominio C-
terminal (conformacién BaBBap) que es el encargado de responder a leucina (Ettema et al., 2002).
Algunos reguladores transcripcionales procaridticos (e.g. CRP, Lacl, BirA, AraC) responden a la
interaccion con sus efectores especificos con cambios estructurales que conducen a su
funcionalidad (Harman, 2001). De igual forma, las proteinas Lrp responden a la interaccidén con su
efector leucina ejerciendo regulacidon sobre algunos genes u operones, sin embargo se ha
observado que regula la expresidon de otros genes en ausencia de la leucina (Calvo y Mathews,
1994). Se ha observado que a menudo ocurre una autorregulacion negativa de los genes Irp por la
misma proteina y, en la mayoria de los casos, esto ocurre cuando la leucina es independiente del
control por Lrp (Ernsting et al., 1992; Tani et al., 2002).

Se han reconocido seis patrones diferentes de regulacion por Lrp, dependiendo de si actua
positiva o negativamente y de la manera en que la leucina afecta la expresidon (Tabla 1). Entre
estos patrones de regulacidn se ha observado interesantemente que cuando Lrp reprime la
expresion de los genes que afecta, en la mayoria de los casos el gen afectado es el propio Irp, es
decir, ocurre una autorregulacién (Brinkman et al., 2003).

La observacién de que una gran variedad de proteinas son reguladas por Lrp de forma
dependiente o independiente a leucina plantea la cuestion de cdmo se modula el efecto de Lrp en
estas proteinas. 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 identificados o por la interaccidn con otras proteinas reguladoras, cuya expresion o
actividad es modulada en respuesta a las cambiantes condiciones fisioldgicas (Ernsting et al.,
1992).

Un analisis de la secuencia del genoma de B. subtilis 168 mostré un numero inesperado de

homalogos Lrp (LrpA, LrpB, LrpC, AzIB, YezC, YwrCy YugG), que muestran un grado de identidad
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Tabla 1. Patrones de regulacion por Lrp y el efecto de la leucina.

Efecto de leucina sobre Lrp Ejemplo Referencia
Activacién por Lrp
La leucina antagoniza el efecto ilvHI DeFelice et al., 1982
La leucina potencializa el efecto fimBy fimE Gally et al., 1993
Sin efecto de la leucina papBA Braaten et al., 1992
Represion por Lrp
La leucina antagoniza el efecto sdaA Lin et al., 1990

La leucina potencializa el efecto

Sin efecto de la leucina

livJ, livKHMGF

Lrp

Haney et al., 1992

Ernsting et al., 1992

Modificada de Calvo y Mathews, 1994.
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con la proteina Lrp de E. coli entre 25 y 34% (Beloin et al., 2000). La redundancia de los genes Irp
en B. subtilis y la informacién disponible de cuatro proteinas (LrpA, LrpB, AzIB y LrpC) podria
indicar que tal vez actlan cooperativamente en diferentes situaciones que permiten a B. subtilis
adaptarse a cambios en la disponibilidad de nutrientes o de otros pardmetros de crecimiento

celular.
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Il. ANTECEDENTES

La funcion de las proteinas de la familia de proteinas grandes LCHR se ha estudiado ampliamente,
sin embargo, hasta hace poco no se contaba con reportes acerca de la funcién de las proteinas
pequefias SCHR. B. subtilis 168 posee en su cromosoma el par de genes ywrB y ywrA (renombrado
chr3N y chr3C, respectivamente) que codifican proteinas pertenecientes a la subfamilia SCHR3
(Diaz-Pérez et al., 2007). Para probar su funcionalidad, los genes chr3N y chr3C se clonaron en
pareja y por separado en el vector pACYC184 y se expresaron en la cepa E. coli W3110. Se observd
que la cepa W3110 (pAChr3NC) con el par de genes clonados presentd un claro fenotipo de
resistencia a cromato, en comparacién con el control sensible. En contraste, cuando se clonaron
los genes chr por separado las cepas presentaron un fenotipo de sensibilidad a cromato (Figura 5).
La transcripcion del par de genes chr3N y chr3C ocurre via un RNAm bicistronico generado a partir
de un promotor rio arriba del gen chr3N, sugiriendo que estos genes forman parte de un operén
(Diaz-Magana et al., 2009). En este trabajo se demostrd por primera vez que las proteinas
pequefias de la familia SCHR confieren resistencia a cromato; se ha propuesto que estas proteinas
forman heterodimeros en la membrana y juntos proveen el canal de expulsion de cromato (Diaz-
Maganfa et al., 2009).

Rio arriba del gen chr3N se encuentra el gen ywrC, que se predice codifica una proteina que tiene
homologia con proteinas de la familia de reguladores transcripcionales Lrp. En un trabajo previo se
propuso que el gen ywrC (renombrado chrS) forma parte de un operdn en conjunto con los genes
chr3N y chr3C, y que es un posible regulador de la expresidn de estos genes (Jacobo-Arreola,

2010).
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Figura 5.- Susceptibilidad a cromato de las cepas de E. coli con los genes SCHR de B. subtilis. Los
cultivos se crecieron en medio minimo M9 con las concentraciones de cromato indicadas y se
incubaron 18 h a 37°C con agitacidén constante. La susceptibilidad se determiné en funcién de la
absorbencia a 590 nm. Simbolos: (®), E coli W3110 (pACYC184) con el vector vacio; (0), W3110
(PAChr3N-C) con la pareja de genes chr3N-chr3C; (A), W3110 (pAChr3N) con el gen chr3Ny (A),

W3110 (pAChr3C) con el gen chr3C. Modificada de Diaz-Magafia et al., 2009.
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En el andlisis de la secuencia del gen chrS se identificaron las cajas consenso -35 y -10, se identificd
una region de union al ribosoma (RBS) AGCAGG rio arriba del coddn de inicio (TTG) y se identificd
ademas el coddn de paro (TAA). La presencia de estas secuencias sugiere que el gen chrS se puede
expresar en B. subtilis. Se identificé ademas en la proteina ChrS, una posible regiéon de unién al
DNA la cual se ubica en la region reguladora del gen chrS (Jacobo-Arreola, 2010).

Para determinar la funcién de ChrS en la resistencia a cromato, se clond el gen chrS en conjunto
con los genes chr3N y chr3C en el vector pACYC184 y se expresaron en E. coli W3110. La cepa
W3110 (pAChrS-Chr3NC), que expresa los tres genes, presentd una clara disminucién del nivel de
resistencia a cromato, en comparacion con la cepa que expresa solamente los genes chr3N-chr3C,
W3110 (pAChr3NC) (Figura 6). Este resultado sugirid que el gen chrS reprime la expresion de los
genes chr3N-chr3C lo cual se ve reflejado claramente en el fenotipo de sensibilidad a cromato
mostrado en la cepa W3110 (pAChrS-Chr3NC) (Jacobo-Arreola, 2010).

Para analizar la expresidn transcripcional de los genes chr3N-chr3C en presencia del gen chrS, se
realizaron ensayos de RT-PCR (Transcripcién reversa-PCR). Se evalud ademas la expresion en
presencia de cromato. Para el ensayo de RT-PCR se realizé aislamiento de RNA de las cepas W3110
(pPAChrS-Chr3NC) y W3110 (pAChr3NC) crecidas con y sin cromato y se utilizd un par de
oligonucledtidos que amplifican una regién interna del gen chr3N. Los productos amplificados por
RT-PCR empleando el RNA total de las cepas se sometieron a corrimiento electroforético vy
posterior analisis densitométrico. La presencia del gen chrS disminuyé el nivel de expresidn de los
genes chr3N-chr3C (Figura 7A), lo que sugiere que el gen chrS regula la expresidn de los genes
chr3N y chr3C de forma negativa. Se observé ademds que al aumentar la concentracion de
cromato, la expresion de los genes chr3NC aumentd hasta alcanzar un nivel similar a la cepa que
no expresa el gen chrS (Figura 7B). Estos resultados sugieren que el cromato revierte los efectos

de ChrS, permitiendo que los genes chr3NC se expresen y esto probablemente causa que las
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Figura 6.- Susceptibilidad a cromato de las cepas de E. coli con los genes chrS-chr3N-chr3C de
B. subtilis. Los cultivos se crecieron en medio minimo M9 con las concentraciones de cromato
indicadas. Los cultivos se incubaron 22 h a 37°C con agitacién constante. La susceptibilidad se
determind en funcién de la absorbencia a 590 nm. Simbolos: (@), E coli W3110 (pACYC184); (A),

W3110 (pAChrS-chr3NC); (m), W3110 (pAChr3NC). Modificada de Jacobo-Arreola, 2010.
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Figura 7.- Analisis de la expresion del gen chr3N de B. subtilis. A) Ensayos de RT-PCR. M marcador
de peso molecular 1Kb; NC, E. coli (pAChr3N-C) y S+, E. coli (pAChrS-chr3NC); - control negativo; +
control positivo. En la parte superior se muestran las concentraciones de cromato empleadas. B)

Anilisis densitométrico de los datos del ensayo mostrado en A (Jacobo-Arreola, 2010).
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proteinas generadas cumplan su funcion en la resistencia a cromato aun en presencia del represor

chrS (Jacobo-Arreola, 2010).
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ll.  JUSTIFICACION

Los genes chr3NC de B. subtilis 168 confieren resistencia a cromato cuando se expresan en E. coli;
rio arriba de estos genes se encuentra el gen chrS que codifica una probable proteina reguladora
de la familia Lrp. La presencia de chrS disminuye el nivel de resistencia a cromato y la expresion de
los genes chr3NC. Aunque se ha propuesto que ChrS actia como un regulador negativo, no se ha
determinado su mecanismo de regulacién. Para ello es importante demostrar la interaccion de la

proteina ChrS con las regiones reguladoras de los genes chrS y/o chr3N.

IV.  HIPOTESIS

La proteina ChrS se une a las regiones reguladoras de los genes chrSy chr3N.

20



V. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar si la proteina ChrS de B. subtilis 168 se une a las regiones reguladoras de los genes

chrSy chr3N.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Clonar y sobreexpresar la proteina ChrS de B. subtilis 168
2.- Purificar la proteina ChrS

3.- Analizar si ChrS se une a las regiones reguladoras de los genes chrSy chr3N
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VI. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Analizar in silico la secuencia de la proteina ChrS

Disefar oligonucledtidos especificos para la
amplificacion gen chrS

\ 4
Amplificar el gen chrS por PCR

v

Clonar chrS en el vector de expresion pTrcHis-A

\ 4

Sobreexpresar la proteina recombinante His-ChrS
en la cepa E. coli XL10-Gold

l

Detectar la proteina recombinante His-ChrS
mediante Western Blot

l

Purificar la proteina recombinante His-
ChrS por cromatografia de afinidad

Realizar ensayos de retardamiento electroforético
(EMSA) de ChrsS con las regiones promotoras de los
genes chrS'y chr3N
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VIl. MATERIALES Y METODOS

1.- 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 CL se le agregd 1.5% de agar bacterioldgico.

Medio 2 x YT (2XYT): NaCl 0.5%, peptona de caseina 1.6% y extracto de levadura 1%.

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

E. coli XL10 Gold. endA1l g/inV44 recAl thi-1 gyrA96 relAl lac Hte A(mcrA)183 A(mcrCB-hsdSMR-

mrr)173 tet® F'[proAB lacl’ZAM15 Tn10(Tet® Amy CmF)] (Stratagene®).

E. coli IM101. supE, thi-1 A (lac-proAB) [F’, traD36, proAB, laglqZAM15] (Yanisch-Perron et al.,

1985).

3.- PLASMIDOS EMPLEADOS
A. Se utilizé el vector pMAL-c2X (Figura 8) para la recuperacién de los fragmentos
amplificados por PCR utilizando los sitios de restriccion que contiene. El vector pMAL-c2X
provee un sistema de fusidon y purificacion de proteinas. El plasmido recombinante
expresa la proteina de interés fusionada a una proteina de unidn a maltosa que permite la

purificacién de la proteina por cromatografia de afinidad.
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pBR322 ori Ptac

pMAL-c2X
6646 bp

malE

BamHI

Amp Xbal

Pst]

Figura 8. Esquema del vector pMAL-c2X. Tiene el gen de resistencia a ampicilina (Ampicillin), el
origen de replicacién para E. coli pBR322, el gen malE que codifica una proteina de unién a

maltosa y el promotor inducible Ptac. Se indican los sitios de restriccion para las enzimas BamHl],

Xbal y Pstl (Modificada de New England Biolabs).
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B. Se utilizd el vector pTrcHis A (Figura 9), que posee una secuencia que codifica para seis
residuos de histidinas (6xHis) que se fusionan en el extremo N-terminal de la proteina
recombinante. La etiqueta 6xHis fusionada permite la deteccion mediante Western Blot
asi como la purificacion de la proteina mediante cromatografia de afinidad. El vector
contiene el promotor inducible trc que permite una elevada expresidon de la proteina
recombinante. Para regular la expresién, el vector cuenta con el gen lacl’ que codifica el

represor Lac. Este sistema es inducible por Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG).

4.- AISLAMIENTO DEL DNA PLASMIDICO

El aislamiento de DNA plasmidico se realizd 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 constante se distribuyd en
tubos Eppendorf de 1.5 ml y se centrifugd durante 2 min a 13,000 rpm. Se decantd el
sobrenadante y el sedimento se resuspendié en 100 ul de solucién STE [Sacarosa 50 mM, Tris-HCI
(hidroximetilaminometano-acido  clorhidrico) 25 mM pH 80 'y EDTA (acido
etilendiaminotetraacético) 10 mM pH 8.0] y se le adicionaron 20 pl de lisozima (20 mg/ml), se
mezcld ligeramente y se incubd a 37°C por 5 min. Posteriormente a la suspension se le agregd 300
pl de una solucién recién preparada de NaOH 0.2 N y SDS (dodecil sulfato de sodio) 1%, se agité
suavemente y se mantuvo en hielo. Se le adiciond 250 pl de una solucidn de acetato de potasio 5
M pH 4.8, se mezcld ligeramente y se incubé 10 min en hielo. Se centrifugd durante 10 min a
13,000 rpm y posteriormente con un palillo estéril se retiraron los restos celulares. Al
sobrenadante se le adicionaron 500 pl de la mezcla fenol/cloroformo 1:1, se mezcld
moderadamente procediendo a centrifugar durante 10 min a 13,000 rpm, recuperandose la fase
acuosa superior a la que se le agregd 500 pl de cloroformo se mezclé suavemente procediendo a
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Ptrc
BxHis
lacl BamHI

[/; Pstl

pTrcHis-A

4404 bp

Amp

pBR322 ori

Figura 9. Esquema del vector pTrcHis-A. Contiene una secuencia que codifica seis histidinas
(6xHis) que se fusionan al extremo amino de la proteina recombinante. El plasmido tiene el gen de
resistencia a ampicilina (Ampicillin), el origen de replicacién para E. coli pBR322, el represor del
operon lac (lacl) y el promotor inducible Ptrc. Se indican los sitios de restriccién para las enzimas

BamHl y Pstl (Modificada de Invitrogen).

26



centrifugar durante 3 min a 13,000 rpm; se transfirid la fase superior a otro tubo y se le adiciond 1
ml de etanol absoluto frio. Se mantuvo durante 20 min a -80°C o 1 hora a -20°C. Se centrifugd
durante 15 min temperatura ambiente a 13,000 rpm y la pastilla se lavd dos veces con 500 ul de
etanol al 70% centrifugando durante 3 min entre cada lavado. Se secé la pastilla a 65°C y se
resuspendio en 45 pl de agua HPLC estéril. Se adicioné 5 pl de RNasa (a concentracion de 2
mg/ml), se incubdé a 37°C durante 30 min y se inactivd a 65°C por 15 min. Las muestras se

almacenaron a -20°C o fueron sometidas a corrimiento electroforético en geles de agarosa al 1%.

5.- ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA

El DNA aislado se sometid a un corrimiento electroforético, para lo cual se prepard un gel de
agarosa (Sigma) al 1% (p/v) en amortiguador TAE (Tris-acetato 40 mM y EDTA 1 mM). El gel se
depositd en una cdmara de electroforesis horizontal con el mismo amortiguador. Una muestra del
DNA se mezclé con amortiguador de carga (azul de bromofenol al 0.05%, EDTA 0.1 M pH 8.0, SDS
0.5%, sacarosa 40%) y se descargd en los orificios del gel. La cdmara se conectd a una fuente de
poder (E-C Apparatus Corporation modelo EC452) y se sometié a una corriente constante de 120
voltios durante 30-45 min. Posteriormente el gel se tifid con una solucidn de bromuro de etidio al
0.01% durante 10 min. Las bandas de DNA tefidas se observaron en un transiluminador de luz
UV de onda corta (UV-Products Inc.). Como marcador de tamafio molecular de DNA se utilizo el

marcador de 1 kb plus (Invitrogen).

6.- AISLAMIENTO DEL DNA DE GELES DE AGAROSA
Para purificar el DNA se empled el kit comercial “Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System” de

Promega de acuerdo a las instrucciones del proveedor.

7.- PURIFICACION DEL DNA TOTAL
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Se recuperd la pastilla celular de un cultivo crecido toda la noche, se centrifugd 2 min y se deseché
el sobrenadante. La pastilla se resuspendié en 100 pl de solucién TE (Tris-HCI 50 mM pH 8 y EDTA
20 mM pH 8) y se centrifugd nuevamente. Se adiciond 450 ul de solucién TE 50/20 y se
resuspendid. Se agregd 20 ul de lisozima (20 mg/ml), se mezcld en vortex y se incubd 30 min a
37°C. Se adicionaron 25 pl de pronasa (Pronasa E o Proteinasa K 20 mg/ml), se mezcld y se incubd
15 min a 37°C. Se agregaron 50 ul de SDS al 10%, se mezcld en vortex e incubd 15 min a 37°C. Se
incubd la solucion de CTAB/NaCl (bromuro de cetiltrimetilamonio/cloruro de sodio) a 65°C. Se
adicionaron 100 pl de NaCl 5 M, se mezcld vigorosamente en vortex y se incubd a 65°C por 5 min.
Se agregaron 80 pl de solucion CTAB/NaCl mezclando en vortex, se incubé 10 min a 65°C. Se
adiciond 500 pl de cloroformo/alcohol isoamilico (24:1), se mezcld en vortex hasta homogenizary
se centrifugd 5 min a 10,000 rpm. Se transfirid la fase acuosa y se agregd 500 ul de fenol
saturado/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1), se mezcld en vortex y se centrifugd 5 min. Se
transfiridé la fase acuosa a otro tubo y se agregd 1 ml de etanol absoluto. Se mantuvo 1 hora a -
20°C 0 20 minutos a -80°C, se centrifugd a 12,000 rpm durante 15 min y la pastilla se lavd 3 veces
con etanol al 70%. Se secd la pastilla y se resuspendié en 45 pl de agua HPLC o buffer TE (Tris-
EDTA), se agregaron 5 pl de RNasa y se incubd a 37°C por 15 min. Se inactivé la RNasa a 65°C

durante 10 min. Se corrieron 2-5 pl en un gel de agarosa al 1%.

8.- REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Los oligonucledtidos utilizados fueron disefiados en base a la secuencia de las regiones aledaias a
los genes que se pretenden amplificar (Tabla 2). Se hizo una mezcla de DNA cromosémico de B.
subtilis 168 (~100 ng), oligonucledtidos directo y reverso a una concentracién de 20 picomoles,
12.5 pl de la mezcla de reaccidn Master Mix que contiene la enzima Tag polimerasa, MgCl,, dNTPs

y un amortiguador de reaccidén a concentraciones optimizadas. La mezcla de reaccion se llevé a un
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Tabla 2.- Oligonucleétidos empleados para la amplificacion por PCR de los fragmentos de los

genes chr de B. subtilis.

Nombre Secuencia 5 ——> 3! Orientacion Region a amplificar
chrS-FW AGGTGGGATCCTTGAGTCATGAATATCAA” | Directo Regidn codificante
chrS-RW CATTTTCTAGAATTGACCGCTTC ® Reverso del gen chrS
chr3NC-FW CAATTGTTGCAGGTAAGCTTGGTG © Directo Regidn intergénica de
chr3NC-RW GAGAGTCTAGAGTATCTGTTTACGAC ® Reverso chr3N'y chr3C
PchrS-FW CGTTGCCTCCCTTATCTAGAATGC ® Directo Region promotora
PchrS-RW TGAACGGCGGATCCTGACAAATCGACTCTT* | Reverso del gen chrS (PchrS)
Pchr3N-FW GCTCTTAAGCTTGAGGAAGAGC © Directo Region promotora
Pchr3N-RW CATTTTCTAGAATTGACCGCTTC ® Reverso del gen chr3N

Se subrayan los sitios de restriccion para las enzimas * BamHI, ® Xbal y © Hindlll introducidos en la

secuencia de oligonucledtidos.
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volumen final de 25 pl. El proceso se realizé empleando un termociclador MultiGene™ Gradient

Thermal Cycle utilizando las condiciones descritas en la Tabla 3.

9.- TRATAMIENTOS ENZIMATICOS DEL DNA

A. Restriccidn 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. Ligacién
Después de la recuperacidn y purificacion de los fragmentos de DNA del gel de agarosa, estos
fueron ligados utilizando la enzima DNA ligasa del fago T4 (Promega). Las ligaciones se dejaron
como minimo toda la noche a 4°Cy las proporciones inserto-vector variaron segln el experimento

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

10.- TRANSFORMACION DE E. coli
A. Preparacion de células competentes

De un cultivo de la cepa de E. coli XL10 Gold crecido durante toda la noche se tomaron 4 ml para
inocular 250 ml de CL contenidos en un matraz de 1 L y se incubd 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 posteriormente centrifugar durante 10
min a 8,000 rpm a 4°C. La pastilla se lavé dos veces con agua estéril fria y se centrifugd entre cada
lavado en las condiciones antes descritas. Después del Ultimo lavado la pastilla se resuspendid en

agua estéril mas glicerol al 20%. Posteriormente se distribuyé en alicuotas de 0.2 ml en tubos
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Tabla 3.- Condiciones utilizadas para la amplificacion por PCR.

Condiciones de amplificacidn (30 ciclos)

Fragmento Desnaturalizacion inicial | Desnaturalizacién | Alineamiento Extension Extension final
chrS 55 °C/30 seg 72 °C/45 seg

chr3NC 94 °C/5 min 94 °C/40 seg 50 °C/40 seg 72 °C/30 seg 72 °C/10 min
PchrS 53 °C/40 seg 72 °C/40 seg
Pchr3N 53 °C/40 seg 72 °C/40 seg
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Eppendorf de 1.5 ml. Estas células se utilizaron para la transformacién o bien fueron almacenadas
a—80°C (Sambrook et al., 1989).
B. Transformacion

Se utilizaron de 3-5 pl de una mezcla de ligacidn de DNA, la cual se adiciond a 100 ul de células
competentes. La mezcla se transfirié a una celda de electroporacién estéril previamente enfriada
en hielo para después ser colocada en un electroporador 2510 Eppendorf al cual se le dio un pulso
de 2.4 KV. Inmediatamente se le adiciond 2 ml de CLy se incubd durante 1 h a 37°C con agitacién
constante. Se tomaron 100 pl de la mezcla previamente concentrada y se plagued en cajas con

agar LB adicionado con 100 pg/ml de ampicilina para seleccionar las clonas.

11.- SECUENCIACION

Para la secuenciacién del plasmido recombinante pTrCHis-ChrS, se empled el oligonucledtido
pTrCHisFow (Invitrogen), que se localiza rio arriba de los nucleétidos que codifican la etiqueta de
histidinas. La secuenciacion se llevd a cabo en el Laboratorio Nacional de Gendmica para la

Biodiversidad (Langebio) del Cinvestav Irapuato.

12.- INDUCCION DE LA EXPRESION DE His-ChrS

Se inocularon 2 matraces con 100 ml de medio 2XYT adicionado de ampicilina (100 pg/ml) a una
dilucién de 1:50 con un cultivo de la cepa XL10 Gold (pTrCHis-ChrS) crecido en LB toda la noche a
37°C con agitacion constante. Los cultivos se incubaron a 37°C con agitaciéon constante hasta
alcanzar una densidad dptica de 0.5 a 590 nm y se adiciond a un matraz 0.5 mM de IPTG como
inductor. Se tomaron muestras cada hora del cultivo inducido y no inducido.

Posteriormente las células se centrifugaron 1 min a 12,000 rpm para obtener la pastilla celular. Las
pastillas se resuspendieron en 100 ul del amortiguador de carga (Glicerol 12.5%, SDS 1%, B-

mercaptoetanol 0.35 M, Tris-HCI 25 mM pH 6.8 y Azul de bromofenol 0.005%) y se calentaron a 95
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°C por 5 min. Las proteinas se analizaron por electroforesis en geles de poliacrilamida al 15% (SDS-

PAGE).

13.- EXTRACCION DE PROTEINAS SOLUBLES

Los cultivos que se obtuvieron del ensayo de induccién fueron procesados de la siguiente manera:
se centrifugaron a 6,000 rpm durante 10 min a 4°C, se desechd el sobrenadante y se lavo el
sedimento dos veces con agua estéril fria. Las pastillas se resuspendieron en buffer PBS
(NaH,P0O,4-H,0 50 mM, NaCl 300 mM e Imidazol 10 mM pH 8.0), se adicion6 1 mM de inhibidor de
proteasas PMSF (Floururo de Fenilmetilsulfonil), lisozima a concentracién final de 10 mg/ml y se
incubé 30 min a temperatura ambiente con agitacion suave. Se agregd Triton X-100 a una
concentracion final de 1% y se mantuvo en hielo por 1 h. Posteriormente las muestras se
sonicaron hasta claridad por 10 periodos de 30 s seguido de 30 s de descanso. Finalmente, se
centrifugaron 15 min a 7,500 rpm a 4 °C y se separd el sobrenadante (fraccion soluble) del

sedimento (fraccion membranal). Ambas fracciones se analizaron por SDS-PAGE 15%.

14.- ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA EN CONDICIONES DESNATURALIZANTES
(SDS-PAGE)
A. Preparacion del gel.

Para la formacion de los geles de acrilamida se usd acrilamida para la polimerizaciéon y bis-
acrilamida como agente entrecruzador. El TEMED vy el presulfato de amonio se emplearon como
catalizadores, el primero usado como iniciador de la polimerizacién y el segundo como propagador
de esta. El detergente SDS actiia como agente desnaturalizante de proteinas. El amortiguador Tris-
HCI permite un ambiente éptimo para el desplazamiento de las proteinas desnaturalizadas.

Los geles de poliacrilamida al 15% se prepararon de la siguiente manera:
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Gel separador

Acrilamida/bisacrilamida 30%/0.8% 2.5ml
Tris-HCl 1.5 M pH 8.8 1.2 ml
SDS 10% 50 ul
Persulfato de amonio 10% 100 pl
TEMED 10 pl
Agua destilada 1.25 ml

Gel concentrador

Acrilamida/bisacrilamida 30%/0.8% 0.35 ml
Tris-HCl 0.5 M pH 6.8 0.33 ml
SDS 10% 20 ul
Persulfato de amonio 10% 50 ul
TEMED 10 ul
Agua destilada 1.2 ml

B. Corrimiento electroforético
El corrimiento electroforético de las proteinas se realizé por un periodo de aproximadamente 1 h
a 20 mA. Se utilizé el amortiguador de corrida Tris-glicina 1X (Tris 2.5 mM, Glicina 19.2 mM, SDS
1%). El corrimiento se realizé en la camara de electroforesis Mini-PROTEAN® Tetra Cell de Bio-Rad.
C. Tincidén del gel
Para la visualizacidn de las proteinas se empled azul de Coomasie que se une a los grupos amino
de las proteinas, metanol y acido acético que permiten la fijacidn de las proteinas en el gel. Para la

tincidn el gel se colocd en una solucidn de tefiido [0.25 g de azul brillante de Coomassie, 90 ml de
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una mezcla de metanol-agua (1:1) y 10 ml de acido acético glacial] por 10 minutos. Por ultimo, el
gel se incubd en solucién de destefiido (metanol 10%, acido acético glacial 10% y H,O destilada

cbp 1 L) por 60 min a temperatura ambiente.

15.- ENSAYO DE INMUNODETECCION (Western Blot)

Después del corrimiento electroforético, las proteinas se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa Hybond ECL, empleando una camara de transferencia electroforética Mini Trans-
Blot® de Bio-Rad. Se utilizé el amortiguador Towbin (Tris 25 mM, Glicina 192 mM, Metanol 20% y
SDS 0.1%). La transferencia se realizé por 60 min a 350 mA. La membrana de nitrocelulosa se
bloqued con una solucién de leche descremada (Blotting Grade Blocker Non-Fat Milk, Bio-Rad) al
5% en amortiguador TBS-Tween [50 ul de Tween 20 (0.05%) en 100 ml de TBS (Tris 20 mM y NaCl
1.5 M pH 7.5)] durante 1 h. Se elimind la solucién bloqueadora y la membrana se lavd 3 veces con
10 ml de amortiguador TBS-Tween incubando 10 min en cada lavado. Se adiciond el niquel
activado HisProbe-HRP (Thermo) en TBS-Tween a una dilucién 1:1000 y se incubd una hora en
agitacién suave a temperatura ambiente. Se lavd la membrana 4 veces con 10 ml de TBS-Tween
incubando 10 min con agitacidn suave. La deteccidon se realizé con el Kit Super Signal® West Pico
(Thermo) siguiendo las instrucciones del proveedor. Posteriormente sobre la membrana se colocé
una pelicula de rayos X (Kodak) por 1 min y la pelicula se procesd con una solucion de revelado

(Kodak).

16.- PURIFICACION DE PROTEINAS

A partir de un cultivo de XL10 Gold crecido toda la noche se inocularon 250 ml de medio 2XYT con
una dilucidén 1:50, el cultivo se incubd hasta una densidad dptica de 0.5 a 590 nm, se adiciond 0.5
mM de IPTG, y la incubacidn continué por 4 h a 37°C con agitacidn constante. La extraccién de

proteinas solubles se realizd siguiendo el protocolo descrito anteriormente. La purificacién de la
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proteina His-ChrS se realizd6 empleando la fraccién soluble. Se adiciond 1 ml de resina Ni-NTA
(complejo agarosa-nitriloacético-niquel) a una columna de cromatografia, se lavdé con 30 ml de
agua estéril y se equilibré con 30 ml del amortiguador PBS. La fraccién soluble se pasé por la
columna y posteriormente se lavd con 50 ml del amortiguador de lavado (NaH,PO,-H,0 50 mM,
NaCl 1 M, Imidazol 20 mM, Glicerol 10%, pH 7.5), La proteina se eluyé con 5 ml del amortiguador
de elucién (NaH,PO,4-H,0 50 mM, NaCl 300 mM, Imidazol 300 mM vy Glicerol 10 % pH 7.5) y se
recuperaron fracciones de 500 pl. Se tomaron alicuotas en cada paso y se analizaron por SDS-

PAGE.

17.- DIALISIS DE LA PROTEINA RECOMBINANTE His-ChrS

Las fracciones eluidas enriquecidas con la proteina ChrS se pasaron a una membrana de celulosa
(Dialysis Tubing Cellulose de Sigma) y se sellé por ambos lados. La membrana se colocé en 500 ml
del amortiguador de dialisis (Tris-HCI 20 mM, B-Mercaptoetanol 10 mM y Glicerol 20%) y se dejo

en agitacion toda la noche a 4 °C. Finalmente las muestras se almacenaron a -80 °C.

18.- ENSAYOS DE RETARDAMIENTO DE LA MOVILIDAD ELECTROFORETICA (EMSA).

Para la realizacién de los ensayos EMSA se siguid el siguiente método: los fragmentos de DNA se
amplificaron por PCR a partir del DNA cromosomal de B. subtilis. Los fragmentos de DNA se
purificaron y se incubaron con concentraciones crecientes de la proteina His-ChrS en
amortiguador de unién [Tris-HCI 20 mM (pH 7.5), B-Mercaptoetanol 10 mM, KClI 50 mM, Acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) 1 mM, Dithiothreitol (DTT) 1 mM, Albimina de suero bovino
(BSA) 10upg/ml, Glicerol 20%]. La interaccién se realizd incubando a 25°C por 30 min vy
posteriormente los complejos DNA-proteina se analizaron en un gel nativo de poliacrilamida 6%

(PAGE).
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19.- ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA EN CONDICIONES NO DESNATURALIZANTES
(PAGE)
A. Preparacion del gel

Los geles de poliacrilamida al 6% se prepararon de la siguiente manera:

Acrilamida/bisacrilamida 30%/0.8% 1.5 ml
TBE 10X 0.375 ml
Persulfato de amonio 10% 60 ul
TEMED 10 pl
Agua destilada 5.625 ml

B. Corrimiento electroforético
El corrimiento electroforético de los complejos DNA-proteina se realizé por un periodo de 3-4 h a
70 V. Se utilizé el amortiguador de corrida TBE 0.5X (Tris 20 mM, Acido Bérico 20 mM, EDTA 0.5
mM). El corrimiento se realizd en la cdmara de electroforesis Mini-PROTEAN® Tetra Cell de Bio-
Rad.

C. Tincidn del gel
Para la visualizacion del DNA el gel se colocé en una solucion de tefiido (0.001% de bromuro de
etidio) por 5 min. Las bandas de DNA tefidas se observaron en un transiluminador de luz UV de

onda corta (UV-Products Inc.).
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VIIl. RESULTADOS

1. ANALISIS DE LA SECUENCIA DE LA PROTEINA ChrS

Con la finalidad de encontrar regiones conservadas de unidn al DNA en los reguladores
transcripcionales Lrp, inicialmente se identificd una regidon de la proteina ChrS como posible
motivo de unién al DNA. Para la prediccién del motivo de unién al DNA se utilizd el programa
Helix-Turn-Helix Motif Prediction, el cual mostrd un score de 4.29, que sugiere una probabilidad de
aproximadamente el 90% de que ChrS contenga el motivo del tipo HTH (Figura 10A).
Posteriormente se utilizé el programa Swiss Model para analizar la secuencia de la proteina ChrSy
predecir su estructura terciaria. Swiss Model cuenta con una base de datos de secuencias de
proteinas con su estructura determinada por cristalografia de rayos X, lo cual permite identificar
proteinas homdlogas y predecir la estructura de la proteina de interés. Para la prediccion de la
estructura de la proteina ChrS se usé como molde la estructura cristalizada del regulador
transcripcional Lrp de la arquea Pyrococcus furiosus. Se localizaron en el modelo predicho de ChrS
los dominios conservados en los reguladores Lrp, el extremo amino presenta un motivo de unidn
al DNA del tipo Hélice-Vuelta-Hélice (HTH), asi como la presencia de un dimero a-B barril en el
extremo carboxilo, dos dominios tipicos en las proteinas de la familia Lrp (Figura 10B). Este andlisis
indica que ChrS posiblemente interactia con alguna regién del DNA debido a la presencia del

dominio de unién al DNA HTH.

2. IDENTIFICACION DE REGIONES DEL DNA PARA LA UNION DE PROTEINAS Lrp
Con la intencidn de identificar regiones conservadas para la unidn de proteinas del tipo Lrp, se
analizaron las regiones reguladoras de los genes chrSy chr3N que se extienden desde 300 pb antes

a 100 pb después del coddn de inicio. Para ello se empled la secuencia consenso de
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Figura 10. Analisis in silico de la secuencia de aminoacidos de la proteina ChrS. A) En rojo se
indica el posible motivo de uniéon al DNA HTH predicho en el programa Helix-Turn-Helix Motif
Prediction. B) Posible estructura terciaria de ChrS; se muestra en rojo el posible motivo de unién al
DNA (HTH), en azul el posible dimero a-B barril y en amarillo las regiones involucradas en la
modificaciéon alostérica de la proteina. El modelo se construyd utilizando el programa Swiss Model.

swissmodel.expasy.org
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unidén (tatt-tg----TTTAT-ctg-atttat-g-) determinada con base en datos experimentales de proteinas
Lrp (Shultzaberger y Schneider, 1999). Se identific6 un posible sitio de unién para ChrS
(tatacgtaactTTTATgataaaatgattgc) que se ubica en la region reguladora del gen chrS (Figura 11), lo
qgue indica que posiblemente los efectos en la regulacién de la transcripcién por ChrS ocurren

mediante un proceso de autorregulacion.

3. AMPLIFICACION DEL GEN chrS DE B. subtilis 168

Para realizar la clonacién del gen chrS previamente se amplificd por PCR, para lo cual se empled la
pareja de oligonucledtidos chrS-FW y chrS-RW (Tabla 2) y las condiciones mencionadas en
Materiales y Métodos (Tabla 3). Como se enquematiza en la Figura 12A, se amplificé la region
codificante incluyendo el coddn de inicio y el coddn de paro del gen chrS. El producto amplificado
se sometid a corrimiento electroforético y se obtuvo una banda del tamafio esperado de

aproximadamente 650 pb (Figura 12B).

4. CLONACION DEL GEN chrS EN EL PLASMIDO pMAL-c2X.

Para recuperar y posteriormente subclonar el gen chrS, el fragmento obtenido por PCR se sometio
a restriccion con las enzimas BamHI| y Xbal y se ligd en el plasmido pMAL-c2X digerido con las
mismas enzimas. El plasmido recombinante obtenido pMAL-chrS (Figura 13A) se utilizd para
transformar células competentes de E. coli XL10-Gold. El plasmido pMAL-chrS se caracterizo
mediante restriccidén con las enzimas BamHI| y Xbal; se liberaron bandas de aproximadamente 6.6
kb, correspondiente al vector linearizado y 650 pb, correspondiente al gen chrS, lo que indicé que

la clonacidn del gen chrS fue correcta (Figura 13B).

5. SUBCLONACION DEL GEN chrS EN EL PLASMIDO pTrcHis-A
Para la sobreexpresién y purificacion de la proteina ChrS, el gen chrS se subcloné en el vector de

expresion pTrCHis-A que adiciona una etiqueta de histidinas en el extremo amino de la proteina
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Secuencia tatt_tg____TTTAT_Ctg_atttat_g_

consenso

seuenciacirs  tatacgtaactTTTATgataaaatgattgc

-35 -10
aataataagatattttcgcattcatttcgaaaacaaatgaaaaattattatttctatacgtaac

L S HE'Y
tTTTATgataaaatgattgctaaaaggctacgaaagcaggtggagcaattgagtcatgaatatc

Q I P NLVLDETUDI K QTIULTTIULUHTEE G
aaatccccaaccttgtacttgatgagactgataaacaaattctcacgattttgcatgaaagaag

Figura 11. Anadlisis la region reguladora del gen chrS de B. subtilis 168. A) Alineamiento de la
secuencia consenso de las proteinas Lrp y la secuencia identificada en la region reguladora del gen
chrS. La secuencia consenso indica en mayuscula los nucledtidos que se conservan al 100%, en
minusculas del 50 al 80% y en guiones menos del 40%. B) Analisis de la region -250 pb a +80 pb
respecto al coddén de inicio del gen chrS. En negro se indica la secuencia del gen chrS, en rojo se
indica la secuencia consenso identificada, en gris se muestra la posible region promotora y
subrayadas las cajas -35 y -10. Se muestra en verde el coddn de inicio y en azul la traducciéon del

fragmento de ChrS.
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Figura 12. Amplificacion del gen chrS de B. subtilis 168. A) Representacion del gen chrS. La flecha
indica la direccidn de la transcripcion; se indica la posicién del promotor (P). En la parte inferior las
flechas muestran la direccidn y la localizacion de los oligonucledtidos utilizados para la
amplificacion por PCR; tambien se indica el tamafo predicho del fragmento amplificado. B)
Fotografia de un gel de agarosa que muestra en el carril M el marcador de peso molecular (1 kb);

el carril 1 representa el producto de PCR del gen chrsS.
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pBR322 ori

pMAL-chrS
7247 bp

Ampicillin K\ BamHI
\ chrS

Xbal

7 kb — = pMAL-c2X
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500 pb s
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Figura 13. Caracterizacion del plasmido pMAL-chrS. A) Esquema del pldsmido recombinante
pMAL-chrS. Se muestra el gen chrS, los sitios de restriccion para las enzimas BamHlI, Xbal y Pstl, el
gen de resistencia a ampicilina (Ampicillin), y el origen de replicacidon para E. coli, pBR322. B)
Fotografia del gel de agarosa. Carril M, marcador de peso molecular (1 kb); carril 1, pldasmido
pMAL-chrS digerido con la enzima BamH]l; carril 2, pldsmido pMAL-chrS digerido con las enzimas

BamHl y Xbal.
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recombinante. El plasmido pMAL-chrS se sometid a restriccidon con las enzimas BamHI| y Pstl para
obtener el fragmento con el gen chrS, se purificd y se ligd en el vector pTrcHis-A digerido con las
mismas enzimas. El plasmido recombinante obtenido denominado pTrcHis-chrS (Figura 14A) se
empled para transformar células competentes de E. coli XL10-Gold. La presencia y tamafo del
inserto se verificd por digestidén con las enzimas de BamHlI y Pstl, se liberaron bandas de 4.4 kb
correspondiente al vector linearizado y de 630 pb correspondiente al gen chrS, indicando que la

subclonacién se llevd a cabo correctamente (Figura 14B).

6. SECUENCIACION DEL PLASMIDO pTrcHis-chrS

Para comprobar la clonacién en fase de la secuencia correspondiente al marco de lectura del gen
chrS y la secuencia codificante de las seis histidinas adicionadas por el plasmido pTrcHis-A, se
secuencié la regién de interés del plasmido recombinante. Se utilizé el oligonucleétido pTrcHis-
Fow que se ubica rio arriba del codén de inicio del plasmido pTrcHis-A. Se identificd en la
secuencia obtenida el coddn de inicio del pldsmido recombinante, los codones que codifican las
seis histidinas y la regidn codificante del gen chrS. A partir del alineamiento de la secuencia del
pldsmido recombinante y el gen chrS, se corrobord la clonacion en fase de la region codificante del

gen chrS en el plasmido pTrcHis-A (Figura 15)

7. SOBREEXPRESION DE LA PROTEINA RECOMBINANTE His-ChrS

Con el propdsito de obtener cantidades adecuadas de la proteina His-ChrS para su purificacién, se
establecieron las condiciones éptimas para su sobreexpresion. Para ello se utilizé la cepa de E. coli
XL10-Gold con el plasmido pTrcHis-chrS, se variaron las concentraciones del inductor (0.5-1.0 mM
de IPTG), el tiempo de induccién (1-4 h) y la temperatura de incubacidn (30-37 °C). Las condiciones

en las que se observé la sobreexpresion de His-ChrS fueron a partir de cultivos en fase exponencial
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Figura 14. Caracterizacion del plasmido pTrcHis-chrS. A) Esquema del plasmido recombinante
pTrcHis-chrS. Se muestra el gen chrS, los sitios de restriccidn para las enzimas BamHI vy Pstl, el gen
de resistencia a ampicilina (Ampicillin), el origen de replicacién para E. coli pBR322, el promotor
inducible (Ptrc) y la etiqueta de histidinas. B) Fotografia del gel de agarosa. Carril M, marcador de
peso molecular (1 kb); carril 1, gen chrS amplificado por PCR; carril 2, plasmido pTrcHis-chrS

digerido con las enzimas BamH]I y Pstl.
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Figura 15. Secuencia del plasmido recombinante pTrcHis-chrS. Alineamiento de la secuencia del

gen chrS del plasmido pTrcHis-chrS y la secuencia del gen chrS obtenida de la base de datos del

genoma de B. subtilis 168. En la parte superior del alineamiento se indica la traduccién de la

proteina ChrS. Sombreado en negro se muestra la secuencia que codifica para la seis histidinas

(6XCAT), en gris oscuro el codén de inicio del gen chrS (TTG) y en gris claro el codén de paro del

gen chrS (TAA). Nucleétidos conservados (*), espacios vacios (-).
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inducidos con 1.0 mM de IPTG a una temperatura de 37°C. Se tomaron muestras cada hora
después de adicionar el inductor, se lisaron las células y se analizaron los extractos crudos por SDS-
PAGE. En el gel de poliacrilamida se observé una banda de aproximadamente 25 kDa,
correspondiente al tamafio predicho para la proteina His-ChrS, cuya intensidad aumenté a medida

que aumenté el tiempo de induccidn (Figura 16).

8. SOLUBILIZACION DE LA PROTEINA His-ChrS

Con el propésito de obtener cantidad suficiente de la proteina His-ChrS en forma soluble para su
posterior purificacion, se realizd la separaciéon de las fracciones membranales y las fracciones
solubles de las muestras. Bajo las condiciones de induccion descritas anteriormente no se observé
la presencia de la proteina His-ChrS en la fraccidon soluble, por lo que se variaron las condiciones
de sobreexpresion. Las condiciones dptimas para la solubilizacidon de la proteina His-ChrS fueron
las siguientes: induccion de cultivos en fase exponencial con 0.5 mM de IPTG durante 3 h a 37°C.
Posteriormente las mezclas se trataron con lisozima y Triton X-100 como se describe en Materiales
y Métodos, se separaron las fraciones solubles y membranales y se analizaron en SDS-PAGE al
15%. En la fraccién soluble se observd la presencia de una banda correspondiente al tamafio de la
proteina sobreexpresada. Aun cuando no se logré solubilizar por completo la proteina His-ChrS, se

obtuvo la cantidad suficiente para realizar la purificacién de la proteina His-ChrS (Figura 17).

9. INMUNODETECCION DE LA PROTEINA His-ChrS

Para confirmar que la proteina sobreexpresada fuera en efecto His-ChrS, se realizd su
inmunodetecciéon (Western Blot). Para ello se empled el reactivo His-Probe que interactta con la
etiqueta de histidinas fusionada a la proteina de interés. Se realizd la técnica como se indica en

Materiales y Métodos. La figura 18A muestra la fotografia del SDS-PAGE 15% utilizado como
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His-ChrS

Figura 16. Induccidn de la proteina His-ChrS a partir de extractos crudos de la cepa E. coli XL10-
Gold (pTrcHis-chrS). Electroforesis en SDS-PAGE 15%. Las cepas se crecieron a una densidad 6ptica
de 0.5 a 590 nm, se agregd 1mM de IPTG y finalmente se lisaron en amortiguador de carga. M,
marcador de peso molecular; NI, extractos crudos de cepas XL10-Gold (pTrcHis-chrS) no inducidas;
|, extractos crudos de las cepas XL10-Gold (pTrcHis-chrS) inducidas. En la parte superior se indican
los tiempos a los que se indujeron las muestras. Se muestra el tamaio de las bandas del marcador

y la banda correspondiente a la proteina sobreexpresada.
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Figura 17. Separacion de los extractos solubilizados de la cepa XL10-Gold (pTrcHis-chrS). Los
cultivos inducidos se trataron con Triton X-100, se sonicaron y centrifugaron para separar la
fraccidn soluble y membranal. Las muestras se analizaron por electroforesis en SDS-PAPGE 15%.
M, marcador de peso molecular; carril 1, fraccién soluble de la cepa inducida; carril 2, fraccidn
membranal de la cepa inducida. Se sefiala con flechas el tamafio de las bandas del marcador de

peso molecular, asi como la banda correspondiente a la proteina sobreexpresada.
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control, en el se observa la presencia de una banda correspondiente a la proteina His-ChrS
sobreexpresada con peso aproximado de 25 kDa. Después del revelado de las peliculas de rayos X
se buscé la presencia bandas con tamafio que correspondiera con el de la proteina His-ChrS (23
kDa). En la figura 18B se observa la aparicion de bandas de intensidad diferencial con tamafio
cercano a los 25 kDa que indicd la presencia de la proteina His-ChrS. Para determinar que las
sefiales observadas corresponden a la proteina His-ChrS, se analizaron las fracciones soluble y
membranal de la cepa XL10-Gold (pTrcHis-A) inducida la cual no expresa la proteina ChrS; como se
muestra en los carriles C(-)FS y C(-)FM de la Figura 18B donde, como era de esperarse, no se
observé sefial alguna. Finalmente se comprobd que la banda observada corresponde a la proteina
His-ChrS. En el cultivo XL10-Gold (pTrcHis-chrS) no inducido se observé una banda de intensidad
menor (Figura 18B, ECNI). De igual forma, se observé sefial de mayor intensidad en las fracciones
membranal y soluble de la muestra inducida (Figura 18B, FMI-FSI), y aunque en la fraccidn soluble
la concentracién de His-ChrS es menor, se considera cantidad suficiente para realizar la

purificacién de His-ChrsS.

10. PURIFICACION DE LA PROTEINA His-ChrS POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD

A partir de un cultivo inducido por 3 h con 0.5 mM de IPTG de la cepa XL10-Gold (pTrcHis-chrS), se
obtuvo la fraccién soluble mediante las condiciones descritas anteriormente, y se hizo pasar a
través de una columna de cromatografia empaquetada con la resina de Ni-NTA, en la cual se llevo
a cabo la interaccion con la regidn de polihistidinas de la proteina His-ChrS. Posteriormente se
realizaron lavados con cantidades crecientes de imidazol para la eliminacidon de proteinas con
interacciones inespecificas. Finalmente la columna se eluyé con una concentracion elevada de
imidazol para asegurar la elucion total de la proteina de la resina y las fracciones obtenidas se
analizaron en SDS-PAGE. En las fracciones colectadas se obtuvo una elevada concentracién de la
proteina His-ChrS, asi como un alto grado de pureza de His-ChrS (Figura 19). Para evitar posibles
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Figura 19. Purificacion de la proteina His-ChrS por cromatografia de afinidad. La cepa XL10-Gold
(pTrcHis-chrS) se crecié a una densidad dptica de 0.5 a 590 nm, se indujo 3 h con 0.5 mM de IPTG.
Las muestras se trataron con Triton X-100 (1%), se sonicaron y centrifugaron. El extracto obtenido
se empled para la purificacion de His-ChrS. La imagen muestra una electroforesis en SDS-PAGE
15% con las fracciones recuperadas durante la purificacion. M, marcador de peso molecular; FM,
fraccion membranal del cultivo inducido; L, fraccidon del primer lavado; E1-E5, fracciones eluidas.

Las flechas indican el tamafio del marcador y las bandas correspondientes a His-ChrS.
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efectos no deseados por la presencia de concentraciones elevadas de imidazol, las fracciones

obtenidas con His-ChrS se dializaron en un amortiguador que asegurd la estabilidad de la proteina.

11. ENSAYOS DE RETARDO EN LA MOVILIDAD ELECTROFORETICA (EMSA) DE LAS REGIONES
REGULADORAS DE LOS GENES chr Y ChrS
Para probar la unién de la proteina His-ChrS en las regiones reguladoras de los genes chrSy chr3N
la proteina purificada fue usada en ensayos de cambios en el corrimiento electroforético (EMSA).
La probable regién reguladora de cada gen se amplificd por PCR desde aproximadamente 300 pb
antes del coddn de inicio hasta aproximadamente 100 pb después del coddn de inicio utilizando
oligonucledtidos especificos (Tabla 2) bajo las condiciones mencionadas en Materiales y Métodos
(Tabla 3). Como es esquematiza en la Figura 20A, se obtuvieron fragmentos de 420 pb y de PchrS
de 330 pb de pchr3N, los cuales posteriormente fueron purificados (Figura 20B).
Para determinar la interaccién entre los fragmentos de DNA vy la proteina purificada, se incubaron
diferentes mezclas con una concentracién estandar de DNA (100 ng) y concentraciones crecientes
de proteina purificada (0.5- 2.5 ug) en el amortiguador de unién. Posteriormente las mezclas se
analizaron en geles de poliacrilamida al 6% en condiciones no desnaturalizantes.

A) Interaccidn de la proteina ChrSy la region reguladora del gen chr3N
Inicialmente se realizaron ensayos de interaccion entre la proteina His-ChrS y la regién reguladora
del gen chr3N (Pchr3N). Aun cuando se modificaron diversos constituyentes del amortiguador de
unién, asi como las temperaturas de uniéon y los tiempos de incubacién, en ninguno de los casos se
observo una interaccion entre ChrSy Pchr3N (Figura 21).

B) Interaccidon de la proteina ChrSy la region reguladora del gen chrS
Se realizaron ensayos de interaccion entre la proteina ChrS purificada y la region reguladora del
gen chrS (PchrS). Se modificaron diversos constituyentes del amortiguador de unién, asi como las
temperaturas y tiempos de incubacion, y finalmente se obtuvieron los resultados esperados bajos
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Figura 20. Amplificacion de las regiones reguladoras de los genes chr de B. subtilis 168. A) Se
indican con flechas grandes los genes y la direccién de la transcripcion; con flechas de color negro
se sefiala la posicion y direccidn de los oligonucledtidos utilizados para la amplificaciéon por PCR,
asi como el tamafio del fragmento predicho para la amplificacién. Se indican los promotores (P). B)
Fotografias de los geles de agarosa que muestra los productos amplificados por PCR. Se indica en
el carril 1 el producto de PCR (PchrS y Pchr3N); el carril M representa el marcador de peso

molecular de 1Kb.
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Figura 21. Ensayo de interaccidon de la proteina His-ChrS y la region reguladora del gen chr3N. Las
mezclas de His-ChrS y DNA (Pchr3N), se incubaron en amortiguador de unién por 30 min a 25°Cy
porteriormente se analizaron en PAGE. En la parte superior se indican las concentraciones
crecientes de His-ChrS purificada adicionada a 100 ng de DNA de la region reguladora de Pchr3N.
La imagen muestra la fotografia de un gel de acrilamida al 6%. La flecha indica la banda

correspondiente al fragmento de DNA Pchr3N.
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las condiciones mencionadas en Materiales y Métodos. Como se esquematiza en la Figura 22,
hubo una clara disminucién de intensidad de la banda correspondiente al DNA (PchrS) y se
observé la aparicion simultadnea de una banda de mayor tamafio correspondiente al complejo
ChrS-PchrS cuya intensidad aumenta a medida que se incrementd la concentracion de His-ChrS. De
esta manera se determind la unidn de la proteina ChrS a la region reguladora del gen chrS.

Para descartar una unidn inespecifica de ChrS con la regidn reguladora del gen chrS (PchrS), se
amplificd por PCR un fragmento de DNA de 320 pb que comprende la region intergénica del gen
chr3N vy del gen chr3C (chr3NC) (Figura 20A). El ensayo EMSA se realizd bajo las condiciones
descritas en Materiales y Métodos, empleando una concentracién mayor del fragmento chr3NC
(150 ng), mientras la concentracion estandar de PchrS (100 ng) y se analizé en PAGE 6%. Como se
esquematiza en la figura 23, en la parte superior del gel se observa la aparicién de una banda cuya
intensidad aumenta a medida que la concentracién de His-ChrS adicionada fué mayor. En la parte
inferior del gel se observan las bandas correspondientes a los fragmentos de DNA adicionados, en
la parte mas baja la banda del fragmento correspondiente a la regidn intergénica chr3NC (320 pb)
que muestra una intensidad igual en todos los carriles. Como era de esperarse, la banda
correspondiente a PchrS (420 pb) presentd una clara disminucion de intensidad a medida que se
incrementd la concentracién de His-ChrsS, la cual fue acompafiado con la aparicidn de la banda de
mayor tamafio que corresponde al complejo ChrS-PchrS. Estos resultados demuestran Ia

especificidad de unidn de la proteina ChrS a la regién reguladora del gen chrS (PchrS).
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Figura 22. Ensayo de interaccion de la proteina His-ChrS y la regidn reguladora del gen chrS. Se
incubaron mezclas de His-ChrS y DNA (PchrS) en buffer de unién por 30 min a 25°C y
porteriormente se analizaron en PAGE. En la parte superior, se indican las concentraciones
crecientes de His-ChrS purificada adicionada al de DNA de la regién reguladora de PchrS. La
imagen muestra la fotografia de un gel de acrilamida al 6%. Las flechas indican la banda

correspondiente al fragmento de DNA PchrS y el correspondiente al complejo ChrS-PchrsS.
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Figura 23. Unién especifica de la proteina His-ChrS con la region reguladora del gen chrS. Se
incubaron mezclas de His-ChrS y DNA (chr3NC y PchrS) en buffer de unién por 30 min a 25°C y
porteriormente se analizaron en PAGE. En la parte superior, se indican las concentraciones
crecientes de ChrS purificada adicionada al de DNA de la region reguladora de PchrS (100 pg) y al
fragmento chr3NC (150 pg). La imagen muestra la fotografia de un gel de acrilamida al 6%. Las
flechas indican las bandas correspondientes a los fragmentos de DNA PchrS, chr3NC, y la

correspondiente al complejo ChrS-PchrsS.
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IX. DISCUSION

La superfamilia CHR de transportadores de cromato estd compuesta por la familia de proteinas
grandes LCHR y la familia SCHR de proteinas pequeiias. En el genoma de B. subtilis 168 se localizd
un par de genes que codifican las proteinas Chr3N y Chr3C pertenecientes a la familia SCHR. El par
de proteinas SCHR confieren resistencia a cromato en E. coli Unicamente cuando ambas se
expresan por lo que se propuso que ambas proteinas forman un heterodimero en la membrana
para formar el canal de expulsion de cromato (Diaz-Magafia et al., 2009). Este fue el primer
reporte acerca de la funcionalidad de proteinas de la familia SCHR. Se observé ademds que la
transcripcién del par de genes chr3N y chr3C ocurre via un RNAm bicistronico generado a partir de
un promotor rio arriba del gen chr3N, sugiriendo que estos genes forman parte de un operdn
(Diaz-Magana et al., 2009).

Las bacterias C. metallidurans (Juhnke et al., 2002), O. tritici (Branco et al., 2008) y Arthrobacter sp.
FB24 (Henne et al.,, 2009) presentan diversos genes aledafos al gen chrA involucrados en la
resistencia a cromato, actuando ya sea disminuyendo los dafios ocasionados por especies
reactivas de oxigeno, como reguladores transcripcionales o como genes accesorios que en
conjunto aumentan la expresion de los genes chr. Se ha propuesto que estos grupos de genes
también funcionan como operones;;

Rio arriba del gen chr3N se encuentra el gen chrS que codifica una proteina que presenta
homologia con proteinas de la familia de reguladores transcripcionales Lrp. Se propuso que el gen
chrS forma parte de un operdn en conjunto con los genes chr3N y chr3Cy que codifica un posible
regulador de la expresidn de estos genes (Jacobo-Arreola, 2010).

Las proteinas Lrp se encuentran ampliamente distribuidas en procariotas. EI miembro mejor

estudiado de la familia es la proteina Lrp de E. coli (Thaw et al.,, 2006), que se encuentra
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involucrada en la modulacién de una gran variedad de funciones metabdlicas asi como en la
sintesis de pili (Brinkman et al., 2003). Se ha descrito ampliamente a Lrp de E. coli como un
regulador transcripcional global, sin embargo, la mayoria de las proteinas Lrp en otras especies
actuan como reguladores especificos (Brinkman et al., 2002).

Las proteinas Lrp son moléculas de unién al DNA y cuentan con tres dominios funcionales: una
region del N-terminal que contiene el sitio de unidn al DNA, un dominio intermedio que responde
a la activacion de la transcripcidon y una regién en el C-terminal que interactda con el efector
leucina (Ettema et al., 2002). Una caracteristica particular de las proteinas Lrp es la diversidad de
patrones de regulacidon que presenta, ya que puede activar o reprimir la expresion genética y
aunque en la mayoria de los casos es dependiente de leucina, hay varios reportes en donde su
actividad es independiente de ésta (Calvo y Matthews, 1994).

En B. subtilis 168 se encuentran siete paralogos Lrp, uno de ellos (AzIB) actiia como regulador de la
expresion de proteinas involucradas en el transporte de aminodcidos de cadena ramificada
(Belitsky et al., 1997). Aunque no se sabe mucho acerca de la funcion del resto de estas proteinas,
su redundancia sugiere que actlan cooperativamente bajo diferentes situaciones que permiten a
B. subtilis habitar en una gran diversidad de condiciones ambientales (Lopez-Torrejon et al., 2006).
El analisis de la secuencia del gen chrS fue el primer dato sobre la posible funcionalidad de la
proteina ChrS. Se identificaron las cajas consenso -35 y -10, una region de union al ribosoma (RBS)
AGCAGG rio arriba del coddn de inicio (TTG) y se identifico ademds el codén de paro (TAA). La
presencia de estas sefales sugiere que el gen chrS se puede expresar en B. subtilis (Jacobo-
Arreola, 2010). Rio abajo del gen chrS no se identificé un terminador transcripcional; sin embargo,
la presencia de un terminador en el 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
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terminador de chr3C puede tener la funcidn de terminar la transcripcion del operdén chrS-chr3N-
chr3C (Jacobo-Arreola, 2010).

Inicialmente se analizd el papel de la proteina ChrS clonando el gen chrS junto con los genes de
resistencia a cromato chr3N-chr3C (chrS-chr3NC), e interesantemente se observd una clara
disminucién en el nivel de resistencia a cromato, respecto a la conferida Unicamente por el par de
genes chr3NC (Jacobo-Arreola, 2010). Se sugirié en un inicio que la presencia de la proteina ChrS
reprime la expresion de los genes chr3N-chr3Cy para confirmarlo se realizaron ensayos de RT-PCR.
La presencia del gen chrS ocasiond la disminucién en la expresion de los genes chr3N-chr3C, lo cual
confirmé que efectivamente el gen chrS regula la expresion de los genes chr de forma negativa
(Jacobo-Arreola, 2010). Interesantemente, se determind que a medida que aumenta la
concentracién de cromato la expresion de los genes chr de la cepa con los genes chrS-chr3NC
aumenté hasta alcanzar un nivel similar a la cepa que carece del gen chrS. Estos resultados
iniciales sugieron que el cromato actia como un inductor, permitiendo que los genes chr se
expresen y que probablemente las proteinas generadas cumplan su funcién en la resistencia a
cromato aun en presencia del represor chrS (Jacobo-Arreola, 2010). Se demostrd que el producto
proteico del gen chrS de B. subtilis 168, predicho como un regulador transcripcional de la familia
Lrp, regula de manera negativa la expresion de los genes chr3N y chr3C (Jacobo-Arreola, 2010).
Para dilucidar el mecanismo de regulacion de la proteina ChrS sobre los genes de resistencia a
cromato, el objetivo de este trabajo fue determinar si el producto proteico del gen chrS se une a
las regiones promotoras de los genes chrS 'y chr3N de B. subtilis.

Debido a que algunas proteinas de la familia Lrp se han cristalizado y se ha determinado su
estructura, el primer paso en este trabajo fue el analisis de la secuencia de la proteina ChrS para
determinar su posible estructura asi como para identificar probables motivos conservados. En su

probable estructura terciaria se identificd la formacion de un motivo de unidn al DNA del tipo HTH
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(Figura 10), el cual consta de dos hélices alfa con la misma orientacién que se encuentran
conectadas con una pequefia secuencia de aminoacidos que forma un giro (Acosta-Viana y Zavala-
Castro, 1996); este dominio es indispensable para que lleve a cabo la interaccion con el DNA. De
igual forma, se identificd la formacién del dominio carboxilo terminal de conformaciéon BoapBaf
(Figura 10). En las proteinas Lrp el dominio BapBap se encuentra fusionado al dominio HTH y esta
implicado en la modulacidn alostérica de la proteina, ya que es requerido para responder a leucina
(Ettema et al., 2002). El hecho de identificar dominios tipicos de un regulador Lrp en la proteina
ChrS apoya en gran medida la sugerencia del posible papel de ChrS como regulador la expresién
de los genes chr3NC mediante su unidn a regiones especificas de ellos.

Las proteinas Lrp reconocen sitios especificos de unién al DNA; durante un analisis bioinformatico
realizado por Shultzaberger y Schneider (1999) se determinaron secuencias consenso de unién de
las proteinas Lrp con base en las secuencias de las regiones de DNA identificadas mediante
ensayos de huella dactilar (Footprinting). Se identificd una region de 30 nucleétidos que presenta
una secuencia central (TTTAT)que se conserva al 100 % en las secuencias analizadas; el resto de los
nucledtidos presentan una conservacion del 40 al 70 % (Figura 11A). Por esta razén se busco en las
regiones reguladoras de los genes chrS-chr3N-chr3C esta secuencia consenso. En el analisis de las
regiones reguladoras solamente se identificd una regién como un posible sitio de unién de ChrS
(tatacgtaactTTTATgataaaatgattgc), la cual interesantemente se localizo en la regidn reguladora del
gen chrS (Figura 11), lo que sugiere que posiblemente ChrS se autorregula. La presencia del sitio
de unién al DNA cerca de la regién promotora del gen chrS sugiere el posible control sobre Ila
expresion de los genes aledaios chr3NC, asi como la posible organizacién de los tres genes chr
como un operon.

Para determinar si ChrS es un regulador transcripcional que controla la expresion de los genes

chr3NC, el primer paso fue la obtencidn de la proteina ChrS en forma pura para posteriormente
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analizar si se une a alguna region reguladora de los genes chrS y chr3NC. Inicialmente se realizé la
amplificacion de la regidn codificante del gen chrS mediante PCR, y posteriormente se cloné en el
vector pMAL-c2X; se utilizd este vector para recuperar el fragmento de DNA por sus sitios de
restriccion. Después se subclond el gen chrS en el vector pTrcHis-A y se obtuvo el plasmido
recombinante pTrcHis-chrS (Figura 14). Los resultados obtenidos en la secuenciacion del plasmido
recombinante indicaron la correcta fusion de la region codificante del gen chrS en el vector de
expresion pTrcHis-A (Figura 15). Fue de gran importancia en este trabajo la obtencion de la
correcta fusion del gen chrS en el vector pTrcHis-A, ya que a partir de este plasmido se pretendia
obtener una cantidad elevada de la proteina de interés, debido a que este vector contiene el
promotor inducible pTrc, que permite una eficiente sobreexpresién de proteinas recombinantes
en E. coli (Egon et al., 1983). Adicionalmente, el vector pTrcHis-A cuenta con una region de DNA
que codifica para seis histidinas que se ubica rio arriba del fragmento de DNA insertado, lo que
permite la obtencion de proteinas con una etiqueta de histidinas fusionadas en el extremo amino.
En la proteina recombinante, los seis residuos de histidina funcionan como un pequefio dominio
de unidén al niquel, lo que permite una facil purificacion de la proteina recombinante mediante
cromatografia de afinidad en un solo paso.

Un paso importante fue la sobreexpresion de la proteina His-ChrS, ya que se debe encontrar la
cepa huésped y las condiciones adecuadas para que se lleve a cabo una adecuada expresion. La
sobreproduccion de proteinas puede tener como consecuencia una conformacion defectuosa de
éstas y por consiguiente la tendencia a ser degradadas, ademas de que puede llevar a la formacién
de cuerpos de inclusién, lo que dificulta su purificacion. A partir de cultivos crecidos hasta una
densidad dptica de 0.5 a 590 nm, posterior adicién de IPTG e incubacién de 1-4 h, se logrd la
sobreexpresion de una proteina del tamafio esperado (Figura 16). La proteina ChrS tiene un peso

de 18 kDa, sin embargo, el vector pTrcHis-A adiciona una region de 36 aminodcidos en el extremo
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amino de la proteina recombinante (incluye la regidon polihistidinas), para dar un peso final de la
proteina His-ChrS de 23 kDa (Figura 16). Por lo que se corrobord que la banda sobreexpresada
corresponde a la proteina recombinante His-ChrsS.

Para asegurar la presencia de la proteina His-ChrS se utilizé un método de alta sensibilidad para la
detecciéon de proteinas fusionadas a una etiqueta de histidinas (Western Blot), mediante el
reactivo His-Probe. Este reactivo es la enzima peroxidasa de rdbano (HRP) acoplada a niquel, el
cual se une de manera especifica a la regidon polihistidinas y mediante una reaccion
guimioluminiscente por la HRP se detecta la proteina recombinante en cantidades muy pequefias
(nanogramos o picogramos). De esta manera se logré identificar una banda diferencial en las
distintas fracciones celulares analizadas (figura 18), lo que confirmé la presencia de la proteina
His-ChrsS.

La etiqueta de histidinas fusionada permite ademads la purificacidon de la proteina recombinante
mediante la técnica de cromatografia de afinidad usando metales inmovilizados. Los métodos
convencionales de purificacién de proteinas generalmente son lentos, comprenden varias etapas y
los rendimientos obtenidos son escasos o nulos. Se basan en diferencias de tamafio, carga
eléctrica u otras propiedades fisico-quimicas, que a menudo no son suficientemente significativas
para lograr la separacion (Cases y Hens, 1994). En este caso, el empleo de una propiedad
especifica de interaccién reversible para la separacion, ha permitido el desarrollo y el amplio uso
de la cromatografia de afinidad. La cromatografia de afinidad se basa en la presencia de una fase
estacionaria donde los ligandos de afinidad estan enlazados quimicamente en soportes sélidos
adecuados que tendran la funcidn de retener a los analitos de manera reversible y selectiva (Cases
y Hens, 1994). El niquel unido a un soporte inmdvil mediante enlaces coordinados se utilizé como
ligando de afinidad. El niquel tiene la capacidad de interactuar formando quelatos con el grupo

imidazol de las histidinas; la regidn polihistidina se unird especificamente con este metal. Por
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ultimo, las proteinas son eluidas utilizando una solucién con una concentracidon elevada de
imidazol, para recuperar la proteina de forma pura.

Para lograr la purificacion de la proteina His-ChrS de forma exitosa, se establecieron los
amortiguadores y pH adecuados, asi como los tiempos y temperaturas al dializar la proteina
recombinante, con el fin de evitar una posible desnaturalizacién o inactivacion de la proteina, ya
gue para los posteriores analisis es necesaria la proteina purificada en su forma funcional. De esta
manera se logré la purificacién de His-Chrs, la figura 19 muestra que la purificacion se llevd a cabo
correctamente; su obtuvo His-ChrS en concentracion elevada (0.5 pg/ul), asi como un alto grado
de pureza.

Para determinar si la proteina ChrS se une a las regiones reguladoras de los genes chrSy chr3N, se
realizaron ensayos de cambio en la movilidad electroforética (EMSA), un método ampliamente
utilizado para determinar interacciones DNA-Proteina o RNA-Proteina. Este método puede
determinar si una proteina es capaz de unirse a una secuencia determinada de DNA o RNA y en
algunas ocasiones puede indicar si mds de una molécula proteica esta involucrada en el complejo
formado (Garner y Revzin, 1981). Un fragmento de DNA tiene un desplazamiento electroforético
determinado por su tamafio y carga, sin embargo, cuando se forma el complejo DNA-Proteina,
estas propiedades cambian, ocasionando que haya un retardo en el corrimiento electroforético
(Garner y Revzin, 1981). Aunque los ensayos EMSA son ampliamente utilizados para analizar la
interaccion DNA-Proteina de los reguladores transcripcionales en general, en el caso particular de
las proteinas Lrp (AzIB, Lrs14, y Lrp) los ensayos EMSA han sido reportados un como método
confirmativo de su funcionalidad como reguladores transcripcionales (Belitzky et al., 1997; Napoli
et al., 1999; McFarland y Dorman, 2008).

Para realizar los ensayos EMSA, se eligié inicialmente la regidn reguladora del gen chr3N (Figura

20) debido a que la presencia de la proteina ChrS provoca una disminucion drastica en el nivel de
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resistencia a cromato conferida por los genes chr3NC, asi como el nivel de expresion de los
mismos genes (Jacobo-Arreola, 2010). Ademas, aun cuando diversos datos sugieren fuertemente
qgue los genes chrS-chr3N-chr3C forman un operdn, se identificd un promotor funcional rio arriba
del gen chr3N (Diaz-Magafia et al., 2009). Posiblemente el gen regulador se uniria rio arriba de la
region operadora (Pchr3N) para de esta forma llevar a cabo el control de la expresion de los genes
chr3NC mediante el bloqueo de la regidn reguladora de los genes de resistencia a cromato. De
igual forma se eligié la regién reguladora del gen chrS (PchrS) (Figura 20) debido al antecedente de
que las proteinas Lrp tienen la capacidad de autorregularse de manera independiente de la leucina
(Ernsting et al., 1992; Tani et al., 2002).

Inicialmente se realizaron EMSA’s entre His-ChrS y Pchr3N, sin embargo, aun variando diversos
componentes del buffer de unidn, la concentracion de los mismos y la temperatura de incubacion
no, se logré observar interaccién alguna entre ChrS y la region reguladora del gen chr3N (Figura
21).

Posteriormente se realizaron ensayos EMSA entre His-ChrS y PchrS. Los resultados obtenidos
mostraron un cambio en la migraciéon de la banda correspondiente a PchrS, a medida que se
aumenta la concentracion de His-ChrS disminuye la intensidad de esta banda e interesantemente,
aparece una banda adicional en la parte superior del gel, posiblemente por la formacion del
complejo DNA-Proteina entre ChrS y la region reguladora del gen que la codifica (ChrS-PchrS)
(Figura 22), como era de esperarse segun los antecedentes ya mencionados.

En B. subtilis se ha reportado un caso similar de autorregulacién; el gen que codifica la proteina
AzIB, perteneciente a la familia Lrp, se encuentra formando parte del operén azIBCDEF, que
codifica proteinas involucradas en el transporte de aminoacidos de cadena ramificada. AzIB regula
de manera negativa la expresidon de este operdn uniéndose a la regiéon promotora del gen az/B

(Belitsky et al., 1997).
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En la interaccion ChrS-PchrS el drastico retardo observado se debe posiblemente a la formacién de
un estado multimérico de la proteina ChrS, teniendo como resultado la formaciéon de un complejo
multiproteico unido a la regidn reguladora del gen chrS y no solo una interaccién con una proteina
monomeérica. Se sabe que los diferentes homdlogos de la familia de reguladores Lrp presentan un
estado multimérico que incluye dimeros, tetrameros, octdmeros y hexadecameros (Brinkman et
al., 2003). Esto lo apoya fuertemente el hecho de que la proteina LrpA de P. furiosus tiene un
mecanismo de control similar a ChrS, ya que se autorregula, e interesantemente se ha encontrado
gue esta proteina tiene la capacidad de formar octameros (Brinkman et al., 2000).

Adicionalmente, se descartd la posibilidad de que la interaccién ChrS-PchrS fuera inespecifica, es
decir, que ChrS pudiera unirse con cualquier otra regidon de DNA. Esto se observod inicialmente al
no llevarse a cabo la unién entre la proteina ChrSy la regidn reguladora Pchr3N. Posteriormente se
confirmé la especificidad de ChrS por la region reguladora PchrS en ensayos EMSA. Para esto, se
realizaron mezclas de fragmentos de DNA de PchrS y del fragmento inespecifico chr3NC con His-
ChrS. Los resultados mostraron nuevamente la aparicién de una banda cuya intensidad aumenta a
medida que la concentracién de His-ChrS fué mayor (Figura 23); sin embargo, se observd ademds
que las bandas correspondientes a los fragmentos de DNA del fragmento chr3NC no presentaron
cambio alguno, es decir, la cantidad de His-ChrS adicionada no muestra efecto sobre la region
chr3NC (Figura 23); interesantemente la banda correspondiente a PchrS disminuyé de intensidad a
medida que se incrementd la concentracidon de His-ChrsS, lo cual fue acompafiado con la aparicion
de la banda de mayor tamafio correspondiente al complejo ChrS-PchrS (Figura 23).

Con estos resultados se confirmd la funcidon de ChrS como regulador de la expresion genética de
los genes de resistencia a cromato chr3N-chr3C mediante la unién de la proteina ChrS a la region

reguladora del gen chrsS.
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En este trabajo se demuestra por primera ocasién la presencia de un regulador transcripcional de
proteinas transportadoras de cromato de la familia SCHR. En las especies bacterianas
C. metallidurans (Juhnke et al., 2002), O. tritici 5bvl1 (Branco et al., 2008) y Arthrobacter sp. FB24
(Henne et al., 2009) se ha propuesto a la proteina ChrB como regulador de la expresion del gen
chrA, que codifica el transportador de cromato ChrA, sin embargo, hasta la fecha no se ha
determinado que ChrB interactie directamente con alguna regién reguladora de los genes que
posiblemente controla (Vasconcelos et al., 2011).

En el andlisis de la secuencia del gen chrS no se localizé un posible terminador transcripcional, sin
embargo, en un trabajo previo se determind la presencia de un terminador transcripcional en el
extremo 3" del gen chr3C, lo que sugiere que el gen chrS en conjunto con los genes chr3N y chr3C
se transcriben como un mRNA policistrénico (Diaz-Magaia et al., 2009).

Por lo tanto, en el modelo del mecanismo de regulacion propuesto en este trabajo (Figura 24A), se
sugiere que el control de la expresidén de este operdn se lleva a cabo mediante la unién de ChrS
como octamero a la regidn reguladora del gen chrS. Es importante mencionar dos aspectos
importantes a partir de los resultados antes mencionados: en primer lugar, los genes de
resistencia a cromato se expresan a partir de un promotor ubicado en el gen chr3N cuando no se
encuentra presente el gen chrS (Diaz-Magafia et al., 2009); en segundo lugar, se ha observado que
la presencia del gen chrS provoca una disminucién drastica del nivel de expresidén de los genes de
resistencia a cromato aunque no hay una inhibicién total de ésta (Jacobo-Arreola, 2010), lo cual
indica la funcionalidad del promotor de chr3N asi como su expresion constitutiva (Figura 24A). El
hecho de que el cromato revierta los efectos de la proteina ChrS sugiere fuertemente que se deba

a una interaccidn entre el oxianiéon y ChrS. Como mecanismo de defensa ante la especie tdxica
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RNA polimerasa

ChrS-Cr,0”

RMNA polimerasa RNA polimerasa

Figura 24. Modelo hipotético del mecanismo de regulacion del operdn chrS-chr3N-chr3C de B.
subtilis 168. Las flechas grandes muestran el operdn chrS-chr3N-chr3Cy se indica la localizacién de
los promotores (P), la RNA polimerasa y la proteina ChrS. A) Regulacién por la proteina ChrS en
ausencia de cromato. Se propone que ChrS como octdmero disminuye la expresién de los genes
chr3N-chr3C uniéndose a la regién reguladora del gen chrS. Se indica la expresidn constitutiva de
los genes chr3N-chr3C a partir del promotor del gen chr3N. B) Efecto del cromato sobre la proteina
ChrS. El cromato promueve un cambio conformacional del complejo ChrS, de esta forma separa a

ChrS de la region reguladora y se provoca un aumento de expresion de los genes chr3N-chr3C.
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Se propone que como mecanismo de defensa ante la especie toxica, el cromato dentro de la célula
actia como activador de la expresion de los genes de resistencia a cromato, quizd mediante su
interaccion con ChrS, lo que probablemente mediante un cambio conformacional despega a la
proteina de la regidn reguladora del gen chrS (Figura 24B). Por lo tanto, el nivel de expresion de
los genes chr3N-chr3C serd dependiente de la concentracidon de cromato en la célula.

A la fecha no se tienen reportes acerca de una posible respuesta de los reguladores Lrp a
moléculas inorganicas, como es el caso particular del cromato. En este trabajo se demostré por
primera vez que una proteina de la familia Lrp (ChrS) participa en la regulacion de genes

involucrados en el transporte de cromato.

X. CONCLUSION

En este trabajo se demostré la union de la proteina ChrS a la regién reguladora de su propio gen
(PchrS). Este resultado confirma que ChrS regula de manera negativa la expresién de los genes de

resistencia a cromato chr3N-chr3C.
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