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RESUMEN
Se han identificado microorganismos que en su genoma contienen mas de un homélogo de
la superfamilia de transportadores de cromato CHR. Entre estos se encuentra la bacteria
Gram (-) Burkholderia xenovorans 1.B400, con dos homodlogos SCHR (ChrlNCa vy
ChrINCDb) y cuatro homologos LCHR (ChrAla, ChrAlb, ChrA2 y ChrA6). Recientemente
en nuestro grupo de trabajo se han estudiado cuatro homologos CHR de B. xenovorans, tres
de la familia LCHR y uno de la familia SCHR. Se encontré que estos homodlogos confieren
resistencia a cromato cuando se expresan en Escherichia coli, aunque en diferentes
condiciones de cultivo. El objetivo de este trabajo fue determinar el patron de expresion de
los genes que codifican los homoélogos CHR. Para ello se utilizaron ensayos de RT-PCR a
partir de RNA total de células de B. xenovorans crecidas en caldo nutritivo (CN), medio
minimo M9 con alta (2 mM) y baja (0.04 mM) concentraciéon de sulfato. Cuando los
cultivos se crecieron en CN, a excepcion del gen chrd6, que no se expreso, los demas genes
mostraron sefial de expresion y para la mayoria €sta aumentd en presencia de cromato.
Cuando los cultivos se crecieron en alto sulfato hasta la fase logaritmica de crecimiento,
todos los genes chr se expresaron y ademas respondieron a la exposicion de cromato. Al
igual que en fase logaritmica, en fase estacionaria todos los genes mostraron expresion, sin
embargo, en esta condicion los genes chriNCa no presentaron un aumento en su expresion
por la adicién de cromato. En condiciones de bajo sulfato, a excepcion de chr46 que no se
expresO, en ambas fases de crecimiento todos los genes chr mostraron un aumento en su
nivel de expresion con respecto a los ensayos en alto sulfato y el cromato provocd cambios
nulos o0 moderados en la expresion. Se concluyo que los genes chr se expresan en diferente
nivel y que el sulfato reprime la expresion de algunos de los genes chr de B. xenovorans,

mientras que el cromato induce la expresion de la mayoria de estos genes.

Maurino Luna Luna 1
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(I INCREODULOITIN

IO e oo [ o e e O

El cromo (Cr) es el séptimo elemento mas abundante sobre la tierra y aunque se
encuentra en los estados de oxidacion de Cr([T) a Cr([17), las formas trivalente Cr([1) y
hexavalente Cr([1[) son las mas estables y abundantes (Cervantes y col. 2001). El
Cr([1) es un agente oxidante fuerte, comnmente presente en solucion como los
oxianiones hidrocromato (HCr(ls), cromato (Cr]42') o dicromato (Crzjgz'),
dependiendo del pH. El Cr([ 1) existe como un anioén que puede persistir en el agua por
largos periodos y es considerado como un contaminante importante en los sitios de
desecho (Riley y col. 1992).

Los derivados del Cr([T) son menos modviles y existen en el ambiente principalmente
formando complejos estables con ligandos organicos e inorganicos ([layed y Terry
20077) Ademas, el Cr([Tly es menos toxico debido a que es menos soluble a pH
fisioloégico. A pH neutro, el Cr([T) tiende a precipitarse como hidroxido Cr(7TH)u
oxido hidratado Cr[J-H, 1 (Ehrlich 2002).

El uso generalizado del Cr en diversos procesos industriales lo ha convertido en un serio

contaminante de aire, suelo, y agua ([Thasim y col. 1979).

CIDOC T OO I T OO EL T (1

(0 OO T OO CE ] O C0 LI T

Se ha demostrado en una variedad de especies bacterianas que el cromato atraviesa las
membranas biologicas activamente por medio de la ruta de captura del sulfato, lo cual
refleja la analogia quimica entre estos dos oxianiones (/[T T][171). El Cr([1l)y atraviesa

la membrana celular con baja eficiencia debido a que forma compuestos insolubles

Uaurino [una [una 1



Anllisis de la ex[resil n de los [lenes chr de B. xenovorans

cr(Vl) Gﬂ:@
3 d&

Reduccion Cr(vl) / —

Estrés  _gu Catalasa

Reduccidn —— Gtiiadive
Cr(lin) ChrC{SOD) Plasmido
cr(im) Cromosoma
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PR Dna \ Sistemas de
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[ITTITIIT T TTLos mecanismos de dafio y resistencia se indican con flechas delgadas y
gruesas, respectivamente. (A) La ruta de captura de sulfato codificado en el cromosoma
es utilizada por el cromato para entrar a la célulal lcuando se muta el transportador de
sulfato (7)) el transporte de cromato disminuye. (B) Reduccion extracelular de Cr([17) a
Cr(1), el cual no atraviesa la membrana. (C) La reduccion intracelular de Cr([10) a
Cr([IT) genera estrés oxidativo asi como dafio a [INA y proteinas. (1) Enzimas
destoxificantes estan involucradas en la proteccion contra estrés oxidativo, minimizando
los efectos toxicos de cromato. (E) Transportadores codificados en plasmidos y
cromosomas pueden expulsar cromato del citoplasma. () Los sistemas de reparacion
participan en la proteccion del dafio generado por derivados de Cr (Ramirez-iaz y col.

20007)
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(Cary 19012) (M1 [T, [entro de la célula, el Cr([1) es rapidamente reducido a
Cr([Tn), por la accion de diferentes actividades enzimaticas o no enzimaticas el Cr([T)
generado puede entonces ejercer diversos efectos toxicos en el citoplasma (TITTITITT)

(Cervantes y col. 2001).

OCE (A O 0 0 (10

En bacterias, a nivel extracelular, el Cr(717) es altamente toxico debido a que ingresa
rapidamente al citoplasma donde puede ejercer sus efectos toxicos ([1ong y Trevors
190 Datz y Salem 1990). En el citoplasma, la toxicidad del Cr esta relacionada a los
procesos de reduccion de Cr(1) a estados de oxidacion mas bajos, Cr(TT) y Cr([]), en
los cuales se forman radicales libres (LI [1J). El dano oxidativo al CINA es

probablemente responsable de los efectos genotdxicos causados por cromato.

M T CO O E0 CETI OO O (O (0

Se ha reportado una gran variedad de aislados bacterianos resistentes a cromato, y los
mecanismos de resistencia a este ion pueden ser codificados por genes plasmidicos o
cromosomicos (Nies y col. 199[T Cervantes y Campos-Garcia 2000). [Jsualmente, los
genes localizados en plasmidos codifican transportadores de membrana, los cuales
directamente median la expulsion del ion cromato del citoplasma celular (CTTT T CE).
Por otro lado, los sistemas de resistencia codificados por cromosomas estan
generalmente relacionados con estrategias tales como reduccion especifica o
inespecifica de Cr(1[), destoxificacion de radicales libres, reparacion de dafio al [NA
(CMTITICT), y procesos asociados con la homeostasis de azufre y hierro (Ramirez-iaz

y col. 2007).

(1) E CTCIIT ] CIC T C1 OO T CT

[aurino [una [una 0



Anllisis de la ex[resil n de los [lenes chr de B. xenovorans

La expulsion de cromato es un mecanismo conferido por la proteina ChrA. ChrA es
codificada por los plasmidos p[M[0[lde [seudolonas aerulinosa (Cervantes y col.
1990) y pMUIL2[1 de Culriavidus [lelallidurans (antes Alcalil enes eulrol hus y
Calslonia Celallidurans) (Nies y col. 1990). ChrA de [l aerulinosa, de 416
aminoacidos, muestra una topologia de 101 segmentos transmembranales (STMs)
(liménez-Mejia y col. 2006). ChrA expulsa el cromato a partir de citoplasma utilizando

la fuerza proton motriz ([Clvarez y col. 1999 Pimentel y col. 2002).

(TS DO MmO O R

[iaz-Pérez y col. (2000) identificaron 101 secuencias de proteinas miembros de la
superfamilia CHR. [Je éstas, 12 proteinas pertenecen a bacterias, una a arquea y seis a
hongos ([MTTT] ). No se encontraron proteinas de esta superfamilia en animales o
plantas, aunque se identificaron secuencias de proteinas homoélogas CHR en el
protozoario [laralleciull [élhaurelia y el alga verde [Islreococcus lucillarinus ([ liaz-
Pérez y col. 2007). La amplia distribucion (arquea, bacteria y eucaria) sugiere un origen
antiguo para la superfamilia CHR. Se encontraron dos grupos de proteinas CHR (iaz-
Pérez y col. 2000)Iproteinas bacterianas monodominio con una longitud de 200
aminoacidos, llamadas CHR de cadena corta (SCHR)[ly proteinas bacterianas
bidominio con una longitud de 400 aminoacidos, llamadas CHR de cadena larga
(LCHR) (0TI [17). La distribucion en la longitud de secuencias de las proteinas
CHR en SCHRs monodominio y LCHRs bidominio, ambas con dominios homoélogos,
sugiere que las proteinas CHR surgieron por un evento de duplicacion génica en tdndem
(DT [1). Es importante mencionar que los organismos con el nmero mas grande
de diferentes proteinas CHR codificadas en sus genomas pertenecen a las -

proteobacterias. Por ejemplo, la bacteria resistente a cromato Culriavidus [elallidurans

Uaurino [una [una 4
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SN ME-e2RU1 4980 aa
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- aa
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SYMNSP-QFUELS 394 aa
RCMA-QFV1Y 4 408 aa
SYMEL-Q31
B BA

R, 383 aa

R BEEU A0S SEDD Ae 406
T A TS A58 Ba LCHR3

CHOWY

GLOWI-CIFMNMNAS 4 aa

SYMNSP_P74660 399 aa
MNOSSP-CaYXLls 402 aa
LU G i T s s
SYNSP-OSZEUZ 412 aa LCHRA4
GEOM E-839$24—Q39$25

TRIER-Q111F2 416 aa

OCEIH-QsEMNS2 QsEMan
~BACHA GOREIS GoKELz
BACSU 00521 6-005216 SCHR3
DESHA-Q24WV9-Q24W V8

SORBU o3 PERY84sraa-asaris

sTHEMA-Q9X2D9-Q9X2D8
REPA-UPIQ00017CB17 456 aa
CHE-Q73LWea-Q73lWo

THE
|| TR Goadl o Ga Ay ©
e Lo S SCHR2

U

BORBR-Q7WHMS4-Q7wWMS3
TR

RALME -0 L KD -0 LKkbz

RAL S0-(28 ¥YOR4-Q8Y0Ra SCHR1

BRAJA Q850 30-080G 31

RHOBA Qe 442 Genasg

URFU-Q142U2 470 aa
BURSP-Q39E28 402 aa
’_l:.;—C BURVI-A4JGNS 402 aa ] LCHRE

:?95"’5%"““’ LCHR hongos

SRRV
v

Y Boh aa LCHRA1

EAC-OQO24GLS 406 an
RHOPA-QeMNCS7 429 aa

O CO0 COCCIT T T T O [0 (O M0 OO0 OO O R Las proteinas se
agrupan en dos familias denominadas LCHR y SCHR. La familia LCHR se divide en
seis subfamilias bacterianas y una de hongos. La familia SCHR se divide en tres
subfamilias. Con asteriscos se indican las ChrA de los plasmidos p[IM[0[ly pM[IL2[]
que se ubican en las subfamilias LCHR2 y LCHR[] respectivamente, y que hasta el
2007 eran las hicas cuya funcion se habia estudiado. En letra azul se indica la Thica
proteina de arquea ubicada en la subfamilia LCHR4 (Modificada de [Tiaz-Pérez y col.

20077)
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Andlisis de distribucion de las proteinas CHR. A) Las barras blancas indican las
proteinas bacterianas SCHR. En barras grises se indican las proteinas bacterianas
LCHR. Las barras negras indican las proteinas LCHR de hongos. B) Representacion
esquematica de los dominios de las proteinas SCHR y LCHR bacterianas (modificada

de [Niaz-Pérez y col. 2000).
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posee tres LCHRs y un par de SCHRs, Burkholderia vie'nalliensis G4 posee cinco
LCHRs y dos pares de SCHRs, Burkholderia xenovorans LB400 posee cuatro LCHRs
y dos pares de SCHRs y Burkholderia s''| [ 11 1posee dos LCHRs y dos pares de SCHRs

(Maz-Pérez y col. 2000) (CICTTTIN).

[1TBurkholderia xenovorans (1111}

B. xenovorans cepa LB400 (Goris y col. 2004) (anteriormente [seudolonas s'1 LB400,

Burkholderia sl LB400, Burkholderia unlorull LB400) es la bacteria que degrada

bifenilos policlorados (PCB) mas importante que se ha descubierto. Se aisld de un sitio

contaminado con PCB en el estado de Nel[] [or[1(Bopp y col. 1976) y ha sido objeto de

mas de [0 estudios relacionados con la biodegradacion de PCBs.

La diversidad del género Burkholderia es ejemplificada por la alta diversidad de nichos

ecologicos ocupados por las diferentes especies, oscilando del suelo a ambientes

acuosos, asociados con plantas, hongos, parasitos, animales, y humanos, de saprofitos a

endosimbiontes, de agentes de biocontrol a patogenos (Landers y col. 2000 Moulin y

col. 20017 Coenye y col. 200(T1Chen y col. 2007 T Partida-Martinez y col. 2000T]
Mahenthiralingam y col. 200). Es com[h para la mayoria de las especies de

Burkholderia tener un genoma grande, compuesto por varios cromosomas y plasmidos

asi como la presencia de m[ Itiples secuencias de insercion que confieren alta plasticidad

genomica, lo cual explica la versatilidad del género (Lessie y col. 1996).

El genoma de LB400 tiene un tamafio de 9.[T] Mpb, que contiene aproximadamente

9,000 secuencias codificantes distribuidas en tres replicones circulares que se han

designado cromosoma 1 (4.90 Mpb), cromosoma 2 (['1[6 Mpb) y megaplasmido (1.4
Mpb) (Chain y col. 2006). El replicon de 176 Mpb se definié6 como cromosoma 2 y no

como un megaplasmido debido a la presencia de tres operones con genes ribosomales y

[aurino [una [una 0
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O] Redundancia génica en miembros de la superfamilia CHR

LCHR® | Parejas Total de No. de especies Ejemplos
SCHR?® homélogos® bacterianas

0 0 | (1] (I

O O 0 (1] (I

0 0 | 0 (oo

0 0 0 0 (I

0 0 0 0 (oo

0 0 0 0 (I

0 0 0 O Oceanobacillus iheyensis

0 0 0 O Magnetospirillum
magnetotacticum MSIT]

O O O O Burkholderia sp. 383

0 0 0 O Cupriavidus metallidurans (111}

N O ] O Burkholderia xenovorans (71T T]

0 0 0 0 Burkholderia viethamiensis (10

a

. . b
genomas bacterianos analizados.

SCHR.

. Se indica el n[mero de homologos LCHR o parejas SCHR encontrados en los

Se muestra la suma de los homdlogos LCHR y
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Anllisis de la ex[resil n de los [lenes chr de B. xenovorans

varios tRNAs, asi como funciones celulares centrales involucradas en la replicacion del
[INA [TINA primasa (dnall), [INA polimerasa [I([loH)[],un factor de elongacion
asociado ([ JoB) y metabolismo de aminoacidos (Chain y col. 2006).

El megaplasmido, por otro lado, no contiene tRNAs ni alguna funcion esencial y esta
mayoritariamente ausente en otras cepas de la misma especie. El porcentaje de GC del
megaplasmido es 1[0 mas bajo que el de los dos cromosomas, y, junto con los
porcentajes de GC y la alta proporcion de secuencias de insercion, este replicon parece
ser un mosaico de material genético foraneo (Chain y col. 2006).

El replicon grande (4.9 Mpb) lleva las funciones celulares centrales (ej. la maquinaria
traduccional, replicacion del [1NA, division celular y metabolismo de nucledtidos) y se
considera el cromosoma central. El cromosoma pequefio tiene una ruta funcional hacia
metabolismo energético, metabolismo secundario, transporte y metabolismo de iones
inorganicos, metabolismo y transporte de aminoacidos. El megaplasmido lleva a cabo

funciones altamente especializadas especificas de la cepa (Chain y col. 2006).

R COCICCCECTT CET0T O (OO e

La existencia de muchos R[5 paralogos dentro de un organismo puede reflejar una
historia de duplicacion génica y dominios conservados en esos organismos. M[ltiples
copias de miembros de tales familias de genes proporcionan una redundancia funcional
aparente de actividades proteicas especificas y algunas veces se explican por la
necesidad de la célula para adaptarse a diferentes condiciones de estrés (Aslund y col.
1999).

Es importante entender los papeles fisioldgicos especificos de genes que a primera vista,
parecen ser redundantes. Estos genes son llamados areas grises del genoma (Aslund y

col. 1999). 'n ejemplo se presenta en la familia de proteinas tiorredoxina. Mediante
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analisis de secuencias y haciendo estudios genéticos y bioquimicos, se han descubierto
nueve genes en Escherichia coli que codifican proteinas similares a tiorredoxina o
proteinas que incluyen un dominio tiorredoxina. Cuando se encuentran varios genes que
codifican proteinas con funciones aparentemente idénticas, estos genes son descritos

como redundantes (Aslund y col. 1999).

La redundancia génica y funcional parece ser un tema importante en genomas
bacterianos grandes. Se encontré que 1111 secuencias codificantes (10161 de todos los
genes) tienen un paralogo dentro del genoma de B. xenovorans LB400 y no un ortélogo
en 260 secuencias de genomas completos analizados (Chain y col. 2006). Hasta la
fecha, este porcentaje de redundancia génica y funcional representa el mas alto existente
entre los genomas de bacterias de vida libre, donde el promedio de redundancia génica
es [16[]. La lista de paralogos en el genoma de LB400 esta enriquecida en genes
relacionados a transporte (200 paralogos), transduccion de senales (164 paralogos),
elementos moviles (112 pardlogos), proteinas de membrana (66 paralogos) y
metabolismo secundario, incluyendo 120 deshidrogenasas, (2 di-oxigenasas y 1 mono-
oxigenasas (Chain y col. 2006). El alto nlimero de paradlogos entre proteinas
transportadoras se correlaciona con la gran proporcion de genes de B. xenovorans
LB400 dedicados a esta funcion. Existen mas de 110 sistemas de expulsion, que incluye
[19bombas de expulsion de drogas, 117 sistemas de secrecion proteica, 21 bombas de
expulsion de metales pesados y 17 1sistemas de transporte de aminoacidos (Chain y col.
2006).

La segunda clase de proteinas que tiene un gran nl‘mero de paralogos es la transduccion
de senales. Se ha propuesto que el n[imero de redes de transduccion de sefales aumenta

desproporcionalmente con el tamafio del genoma. El 907 del genoma de B. xenovorans
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estd dedicado a la transduccion de sefiales y utiliza casi la totalidad de dominios
sensores y reguladores encontrados en la transduccion de sefiales procariotas. Las
proteinas de transduccion de sefiales de un componente y un modulo regulatorio son el
mecanismo dominante de transduccion de sefiales en esta bacterialla mayoria de éstos
son sistemas citoplasmaticos solubles, lo que indica que detecta la mayoria de las
sefales ambientales intracelularmente, después de que han sido transportadas a la
célula. Los sistemas de transduccion de sefiales de dos componentes son menos
abundantes (Chain y col. 2006). La extraordinaria capacidad de sensado de B.
xenovorans se enfatiza por el hecho de que Thodococcus sT1, un microorganismo con un
nicho y un tamafio de genomas similares, posee 211 menos de sistemas de transporte y

menos de la mitad de sistemas de transduccion de senales (McLeod y col. 2006)
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(TONDECECENCES

A partir del andlisis realizado por [liaz-Pérez y col. (2000) sobre la superfamilia CHR,
se encontré que B. xenovorans LB400 contiene en su genoma cuatro homologos de la
familia LCHR (ChrAla, ChrAlb, ChrA2 y ChrA6) y dos homologos de la familia
SCHR (ChrINCa y ChrINCb). Se encontré ademas que B. xenovorans LB400 confiere
un mayor nivel de resistencia a cromato comparado con cepas de referencia (T T]11),
sugiriendo que los homodlogos CHR presentes en LB400 son responsables de dicha
resistencia. Recientemente en nuestro laboratorio Ledn-Marquez (2009) determind que
los homdlogos ChrAla, ChrA2 y ChrA6 de B. xenovorans confieren un fenotipo de
resistencia a cromato cuando se clonaron en vectores de alto (p[JCP20) o bajo nlimero
de copias (pACLIC1[4), se transfirieron a E. coli y las pruebas se realizaron en caldo
nutritivo o medio minimo (LTI ). También en nuestro grupo de trabajo, [liaz-
Magafia y col. (2009) determinaron que el homoélogo ChrINCb de B. xenovorans
confiere resistencia a cromato cuando se expresa en E. coli ([T [). [Je estos
resultados concluyeron que los genes chr probablemente se expresan bajo diferentes
condiciones de cultivo en E. coli.

Ademas se sabe que el i6n esencial sulfato afecta la expresion de algunos homologos
chr como los de C. [lelallidurans (Muhnle y col. 2002). Se encontr6 que los genes
chrdl y chrAllse inducen por cromato de manera mas notoria s6lo en un medio minimo
con altas concentraciones de sulfato (' /mM) ([uhnle y col. 2002). Estos datos sugieren
que algunos genes chr se regulan de manera diferencial, respondiendo su expresion a

diferentes factores externos.
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=¥ E. coli W3110
=+~ P. aeruginosa PAO1
-+ B. xenovorans LB400

Abs 590 nm
o o
i

o
N
x

—
o
x

0 1 2 3 4
Cromato (mM)

OO (O SOMTOIMI ) O 10 00 00 Burkholderia xenovorans O] Los
cultivos se crecieron 24 h con agitacion constante en caldo nutritivo a [0[C, utilizando
las concentraciones de cromato indicadas. Se midid la absorbencia a [90 nm. Como

cepas sensibles se utilizo [l aerulinosa PATI1 y E. coli [1 110 (Leén-Marquez, 2009).
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LTI [ Susceptibilidad a cromato conferida por los genes chr de Burkholderia

xenovorans LB400 en Escherichia coli

OO0 OO T \% (REEEInTn
HINRNIN HINREIN

O 0y OOOOO (UL OOOOo UL

chrAla* S S R S

chrA6 * S R S S

chrlNCa N[ N[ N[O N[

chrAlb N[ N[ N[O N
chriNCb** S S R R

chrA2* S R S R

®. Se indica el nombre de los homologos chr. R Resistente S[] Sensible N[ [enotipo

no determinado (Leén-Marquez, 20091 [ iaz-Magafia, 2009(1).
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Anllisis de la ex[resil n de los [lenes chr de B. xenovorans

MMM USOMMOOMN

Aunque varios homoélogos chr de Burkholderia xenovorans confieren resistencia a
cromato bajo condiciones de crecimiento especificas cuando se transfieren a

Escherichia coli, no se conoce como es su expresion en B. xenovorans

(MO0 MO COESES
Los genes homologos chr de B. xenovorans LB400 se expresan bajo diferentes

condiciones de crecimiento en esta bacteria.

OO OCEDTE DENERUI
[Jeterminar los niveles de expresion de los genes chr de B. xenovorans L.B400 bajo

diferentes condiciones de crecimiento.

OMOOrEOmMOS ESCEOMMOS

1.-Oeterminar la expresion de los genes chr en B. xenovorans en diferentes medios de

cultivo.

2.-[eterminar el papel del sulfato y del cromato sobre la expresion de los genes chr en

B. xenovorans.
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OOTESCRODECD M EDCERMMENDU L DENERC

[Burkholderia xenovorans LB400]

[ Clonar los genes chrINCa 'y 1

chrdlllen E. coli

) L

( Ensayos de induccion ]

[ Caldo nutritivo }

s 3 . N
Medio minimo con 2

mM de sulfato
N\ J

( . )
En presencia y ausencia

[

Medio minimo con 0.04
mM de sulfato

de cromato

I
Extraer RNA total

A J

e - ™
Evaluar la expresion por

J/

RT-PCR
N J
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Anllisis de la ex[resil n de los [lenes chr de B. xenovorans

OOITMOCERIDCES [ MOOC OIS

(IR CEETIIT O C CE I 0 CO

Los medios de cultivo o sus componentes se adquirieron de los laboratorios Bioxon de
Meéxico S. A., Merc+México S.A. o Sigma Chemical Corporation.

° Caldo Luria Bertani (CL)[INaCl 101, peptona de caseina 1] y extracto de
levadura 0.017.

° Agar Luria Bertani (AL)[J Al caldo Luria se le agreg6 1.[1] de agar
bacteriologico.

° Caldo nutritivo (CN)[ peptona de gelatina 0.[ 1] y extracto de carne de res 0.[1 .
° Medio minimo M9 sales minerales M9 (Sigma), glucosa 20 mM, CaCl,-2H, [

0.1 mM y MgST4-[H,[1 2 mM (Sambrool ly col. 19119)

IO COCH ] Cmee

Para este trabajo se usoé la cepal

B Burkholderia xenovorans LB400 (Goris y col. 2004).
Esta cepa fue donada por el [r. lesls Caballero Mellado® del Centro de Ciencias
Genomicas de la [INAM en Cuernavaca, Morelos.
Las cepas de E. coli empleadas como receptoras en la transformacion fueron las
siguientes/’]
> M101. sulE, [hi-1 A (lacroAB) [F’, #all[6, [roAB, la 19%ZAM15] (Yanisch-
Perron y col. 190171)
[ g CIL1-Blue. end Al, [1T¥A96, hi-1, hsdR1[]sulE44 recAl lac [F’ [roAB lal 14

ZAM15 Tnl10 (Tc)] (Stratagene).

»> [ T110. 7, Terd, DerB in (rrn#rnE) (Hayashi y col. 2006).
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(IO TOCe G e

e plET 1.2 ([ermentas), para la recuperacion de los productos de PCR, con un

n[Inero de copias de (00 a [00.

e plICP20. Contiene un gen de resistencia a ampicilina y origenes de replicacion
para E. coli 'y [l aerulinosa ([Jest 'y col. 1994). En E. coli presenta un n[mero

de copias de alrededor de 00 y en [l aerulinosa, 20 copias.

e pACTICI[4. Esun vector de clonacion de E. coli, con alrededor de 1[]copias por
célula y genes de resistencia a cloranfenicol y tetraciclina (Sambroolly col.

1990).

CIOE 0 0 R I O O (0 0 G T OCH OO R D0 e rmoo

(I
Se realizo la blsqueda de las secuencias de los homologos chrINCTy chrA1en la base
de datos del NCB[]para disefiar los oligonucledtidos que se utilizaron para la
amplificacion de ambos genes. Los oligonucleotidos se disefiaron siguiendo los
siguientes criterios/ un nlimero de nucledtidos entre 20-2[1,se eligié una region de baja
homologia a secuencias de otros genes chr de B. xenovorans, un porcentaje de GC muy
cercano entre el oligonucleétido directo y reverso y que hubiera siempre una G o C en
los extremos de los oligonucle6tidos disefiados. Se analiz6 que no formaran estructuras
secundarias en la misma secuencias de los oligonucledtidos. Para el disefio se utiliz6 el

programa [ligoAnalizer [11. En la T[T T [se muestran los oligonucleo6tidos disefados.

CITDOCCTIIIT T OO ON G O
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Anllisis de la ex[resil n de los [lenes chr de B. xenovorans

O T ligonucledtidos para la amplificacion de los homologos chrINCa 'y chrA17]

Cligonucleotido® Secuencia ((13L1)° Enzima de restriccion
Bxe[ISCHR1a CCGTCALLJLIIIGACCATTTC BalH[]
BxeRSCHRI1a GTCGACLUIIIIGGGCACCAG Cind 11
Bxe[ILCHRI1b | CLLLONICGGCCCAATTTCAGTCAC BallH[I
BxeRLCHRI1b CTCCLLLLTICAAGGTGGGTAAAC all

a. Se indica el nombre abreviado del organismo, la orientaciondirecto (), reverso (R),
y la subfamilia a la que pertenece la proteina CHR. b. Se indica en negritas y subrayado

el sitio de restriccion para utilizarse en la subclonacion.
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Para el aislamiento de ['NA total se us6 una modificacion del método de Ausubel y col.
(19911).Se recuperd la pastilla celular de un cultivo crecido toda la noche, se centrifugd
(Tris-HCl y ELITA) 11020 y se resuspendio. Se agregaron 20 [ de lisozima (20 mg(ml),
se vortexed y se incubd [0 min a [TIC. Se adicionaron 2[7[1 de pronasa (pronasa E o
proteinasa [ 20 mgl), se vortexed y se incubo 17 min a [TTC. Se agregaron [0 [ de
SIS (dodecilsulfato de sodio) al 1077, se vortexed e incubd 1 Imin a [TTIC. Se dejo la
solucion de CTAB (bromuro de hexadeciltrimetilamonio) NaCl a 6 1C. Se adicionaron
100 1 de NaCl "M, se mezcld vigorosamente en vortex y se incubd a 6[1C por [
minutos. Se agregaron [0 [1 de solucion CTABNaCl y se mezcld, se incub6 10 min a
671C. Se adicion6 00 ml de cloroformolalcohol isoamilico (2411), se homogenizo y se
centrifugd ['min a 10000 rpm. Se transfirio la fase acuosa y se agregé [00 1 de fenol
saturado(dloroformoldlcohol isoamilico (24124(1), se agitdo y centrifugd [ min. Se
transfirio la fase acuosa a otro tubo y se agregd 1 ml de etanol absoluto. Se incubo 1
hora a -207C o 20 minutos a -[J0C. Se centrifug6 a 12000 rpm durante 1 Jmin. Se lavo
la pastilla [T veces con etanol al [071. Se seco la pastilla y se resuspendié en 4171 de
agua HPLC o buffer TE, se agregaron [[ 1 de RNasa y se incubo a [T1C por 1[min. Se

inactivo la RNasa a 6[TC durante 10 min. Se corrieron 2-[1 Ten un gel de agarosa (1[1).

CIC) C CIOm i CE O0R

Para la amplificacion por PCR de los genes homologos chrINCa y chrA1 se utilizd
[INA total de B. xenovorans como molde. Se usaron las siguientes condiciones de PCRT
971C 2 min (desnaturalizacion inicial), 97TC [0 seg (desnaturalizacion), [T+1[{T170 seg
(alineamiento), (2[C 1.[1min (extension) [2[C[Imin (extension final). La muestra se

sometio a [0 ciclos.

0O [ MO OO OND O (i
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O MO e
El aislamiento de [/NA plasmidico se realizd6 empleando el método de lisis alcalina

(Adaptado de Birnboim y [oly, 1919( Ish-Horol lics y Burl e, 1901).

CITE (I m OO OO T

El [INA aislado se sometid a un corrimiento electroforético. Para ello se prepar6 un gel
de agarosa (Sigma) al 171 (pv) en amortiguador TAE [Tris-acetato 0.04 M y E[ITA
(acido etilendiaminotetraacético) 0.001 Ml El gel se depositd en una camara de
electroforesis horizontal, con el mismo amortiguador. ['na muestra del TINA se mezcld
con 2 1 de amortiguador de carga [azul de bromofenol al 0.0(T], E['TA 0.1 M pH (10,
SIS 0.117, sacarosa 4001 [ ly se descargd en los orificios del gel. La camara se conectd a
una fuente de poder (E-C Apparatus Corporation modelo EC42) y se sometioé a un
voltaje constante de 120 voltios durante 1 h. Posteriormente el gel se tifio6 con una
solucion de bromuro de etidio al 0.0177 durante 10 min. Las bandas de [TNA tefiidas se
observaron en un transiluminador de luz [/[J de onda corta (][ J-Products nc.). Como
marcador de tamafio molecular de [INA lineal se utilizdo el [INA del fago lambda

digerido con las endonucleasas Ecol[lylo [lind[TI

CITC CE] O DO ON O 00 o0 T
Para purificar el [TNA empleado en las reacciones de ligacion se emple6 el it comercial
“Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System” de Promega de acuerdo a las

instrucciones del provedor.

(OO CETEE (OO A AT OO ON O

(TR CEMTITIT S CE COCC O I T
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Los [INA plasmidicos se digirieron con endonucleasas empleando una unidad de
enzima de restriccion (Promega o [nvitrogen) por microgramo de [/NA e incubando a
[J[Clpor un minimo de 4 h o toda la noche. [lespués de este tiempo las muestras se
sometieron a un corrimiento electroforético en un gel de agarosa al 107 para determinar

el tamafo de los fragmentos obtenidos.

(0 DT
[lespués de la recuperacion y purificacion de los fragmentos de [ INA del gel de agarosa
fueron ligados utilizando la enzima [INA ligasa del fago T4 (Promega). Las ligaciones
se dejaron toda la noche a 4[C y las proporciones inserto-vector variaron seglh el
experimento realizado. Se emplearon de 5 pl de la mezcla de ligacion en la

transformacion.

(MO O (00 COE. coli OO CH I O LTI

(OO LT OO CE OO T O

[e un cultivo de la cepa de E. coli 101 crecido en caldo LB durante toda la noche se
tomaron 4 ml para inocular 20 ml de CL contenidos en un matraz de 1L y se incub6
durante [h a [T1C con agitacion constante hasta obtener una absorbencia de 0.6 a [90
nm. Posteriormente se dejo el cultivo en hielo durante 20 min y se distribuyeron
alicuotas en tubos para centrifugar durante 10 min a 9[100rpm a 4[C. La pastilla se lavd
dos veces por resuspension con agua estéril fria y se centrifugd entre cada lavado con
las condiciones antes descritas. [Nespués del [1timo lavado la pastilla se resuspendi6 en
agua estéril mas glicerol al 20[]. Posteriormente se distribuy6 en alicuotas de 0.2 ml en
tubos de microcentrifuga de 1.[1ml. Estas células se utilizaron para la transformacion o

bien fueron almacenadas a —[10(C.
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(0 OO T (1T
Se utilizaron de [+[1[1 de una mezcla de ligacion de [INA, la cual se adicion6 a 100 1
de células competentes. La mezcla se transfiri6 a una celda de electroporacion
previamente enfriada en hielo para después ser colocada en un electroporador 210 de
Eppendorf al cual se le dio un pulso de 2.4 77, Mmediatamente después se le adiciond
2 ml de LB precalentado y se incub6 durante 1 h a [TIC con agitacion constante. Se
tomaron 100 [ de la mezcla previamente concentrada y se distribuy6 en cajas de AL

con ampicilina (100 pgml).

(T OO0 OO o] O CE T (10

Se prepararon tubos con 4 ml de CN o M9 con concentraciones variables de cromato de
potasio (Mercl). A cada tubo se le agregaron 40 [l de un cultivo crecido durante 20 h a
[J[Clcon agitacion constante. Como control de crecimiento bacteriano se incluyd un
tubo que no contenia cromato. Los tubos inoculados se incubaron por un periodo de 20
h a [TTC con agitacion constante. La susceptibilidad se midio directamente en funcion
de la absorbencia de los cultivos (crecimiento celular) a 0 nm en un

espectrofotometro Genesys 20.

CLOC Ty CIO O LT T O L) LI

Se crecio un cultivo de B. xenovorans 11h a [0[C con agitacion constante en CN o M9,
posteriormente se distribuyd en tres tubos con medio de cultivo frescollControl de
crecimiento sin adiciones, inducido con cromato al tiempo cero y no inducido. Se
incubaron a [0'C con agitacion constante. A las 2 h de incubacion se agregd la
concentracion toxica de cromato. Se determind el crecimiento bacteriano a intervalos

mediante la absorbencia a [90 nm.

CTTCT C] (I O RN
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El cultivo se resuspendio en 1 ml de reactivo TRI(Ambion), se centrifugd a 12000 rpm
por 10 min a 4/C y se transfirié el sobrenadante a un tubo nuevo. Se adicionaron 100 [1
de cloroformo, se mezcld bien y se centrifugd a 12000 rpm por 10 min a 4[C, entonces
se transfiri6 la fase acuosa a un tubo nuevo. Se adicionaron (00 [l de isopropanol, se
agitd y se centrifugd a 12000 rpm por "Imin. Se descart6 el sobrenadante, se adicion6 1
ml de etanol al [TT] por ml y se centrifugd a [1T00 rpm por [min. Se removio el etanol
y se secO la pastilla de RNA. Se disolvio la pastilla en [0 [1 de agua ['PC

(dietilpirocarbonato).

(O CET (OO0 COCTT CIIT T N L

El RNA total fue tratado con R[11 RNase-[tee [1Nase (Promega) utilizando una unidad
por [g de RNA. La reaccion se llevo a cabo a [T1C durante 10 min. Posteriormente se
adiciond 1 [ de solucidon de paro y se procedié a incubar a 6[TC durante [Imin para
inactivar la [TNasa. Las muestras se almacenaron a -'0C o fueron sometidas a

corrimiento electroforético en geles de agarosa al 1.[1].

CIC) CICCTICE T CITT T OR ROMICR

El RT-PCR fue realizado con el RNA total aislado y con el [ it RevertAid™ H Minus
Cirst Strand c[INA Synthesis ("ermentas) de dos pasos, siguiendo las instrucciones del
proveedor.
[T R

El ¢c[INA generado se utilizd como molde para la amplificacion de los genes chr de B.
xenovorans. En la [[TTT [1se muestran los oligonucledtidos disefiados para evaluar la
expresion de los genes homologos chr de B. xenovorans. Se utilizaron las siguientes
condiciones de PCR. 9010 min (desnaturalizacion inicial), 9[ICTI0 seg

(desnaturalizacion), [4-[TICT0 eg (alineamiento), [2[CI1 min (extension) [2[CIImin
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O T T ligonucledtidos para evaluar la expresion de los homoélogos chr

O [ OO ST MTE3Y) Tamaiio del fragmento
amplificado (pb)
BxeDLCHRI CTGTCGGATGCGAACTCGCTTC
BxeRLCHR1 CGGTAGAACGACGCAAACAGCTCG 283
BxeDLCHR2 GTCAGCACCTGGAAGCTCTCTAC
BxeRLCHR2 GTACTCCTTGACCACTCCGC 348
BxeDLCHRG6 GCTCAATCACTTCAGCGTGGTGCTG
BxeRLCHRG6 GAATAGCGTCTTGAGCACCGGC 397
BxeDSCHR1b CCGACAAATTCACCGACCTGCTG
BxeRSCHR1b CACGGCCATCGAGATCAACAG 260
BxeDSCHR1a GTGGTGACGCAAAGAGGCTG
BxeRSCHR1a GAAAGCCCACCGAAGCGGTCATG 289
BxeDLCHR1b CTGAAGCTGGTTGCCGTTACTGTC
BxeRLCHR1b GAGTGCACCCGAGCGATAAAAG 375
Bxeno-F’ TCCGGAAAGAAATCCTCTGCC
Bxeno-R" TCCACCTCTCAGCAGACTTCC 580

*. Se indica el nombre abreviado del organismo, la orientacion: directo (D), reverso (R)

y la subfamilia a la que pertenece la proteina CHR.

b, Oligo para el rRNA 168S.

[aurino [una [una
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(el tension final), las muestras se sometieron a [ [ Iciclos.

[n todos los ensayos se utililaron los oligonucledtidos para amplificar un fragmento del
gen rRNA 16S que se el presa de manera constitutiva y que se utililé como control
positivo de epresion (7] ong(Tlillarreal y col. [TTT) (Tabla 4). Como control negativo

se proces6 una muestra de [CR utilifando como molde RNA total tratado con DNasa.
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[IROSTULTADOS
1= [ndlkciln de la reliltencia a cromato de B. xenovorans
[ara determinar si una el posicion previa a cromato de B. xenovorans 1111 linduce su
resistencia a cromato, se realilaron ensayos de induccion de cultivos en CN y en [0 ]
[ara esto se crecieron los cultivos por 177y se distribuyeron en tres tubos con medio
fresco: Control sin adiciones(] inducido al tiempo cero con una concentracion
subinibitoria de [1[T1T] (CN) o (1[I ([ [) de cromato y no inducido. Se incubaron y a
las [17a los cultivos inducidos y no inducidos se les adiciond la concentracion tolica [
m[] (CN) o 60007 ([17) de cromato. Se encontrd que los cultivos inducidos aunque
mostraron cierta inlibicién, tuvieron un crecimiento similar al control sin adiciones,
mientras que los cultivos no inducidos mostraron una inlibicién clara tanto en CN
(Figl'ra 5A) como en [1[] (Figira 5B). Se concluyd que una elposicion previa a

cromato de B. xenovorans induce su resistencia a cromato en ambos medios de cultivo.

21l Amplificaci[n por [ICR de logene 'chriNCa [chrAlb
Cara evaluar si los seis Tomologos chr de B. xenovorams conferian resistencia a
cromato, los genes chrlNlla y chrAlT1lque no se [abian analilado previamente, se
clonaron y transfirieron a [1 coli. [tililando DNA total de B. xenovorans como molde,
estos genes se amplificaron por [ CR y los productos de amplificacion se corrieron en
un gel de agarosa. [ara ambos genes se obtuvieron fragmentos del tamal o esperado de
[11.6 Ob(Figlra 6). [or este procedimiento se logrdé amplificar los genes chr[Nla y

chrAl 1]

3- Clonacil n de lo"genel chrlNCa [ichrAlb en p[ /T 112
Costerior a su amplificacion por ['CR, los genes chr[IN[la y chrA[1]se clonaron en

p[T71.00 quees un vector para recuperar productos de "CR. [os plsmidos recombil’

Maurino Luna Luna L]
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== No inducido

o 2 4 6 8
Tiempo (h)

] 1-

analing, 03-

£

c

L=

4 60 uM Cr

O 0.1-

S !

0 5 10 15
Tiempo (h)

Figlra STmdcci'n de reliltencia a cromato de B. xenovorans LB400  Cultivos de
B. xenovorans se crecieron en CN (A) o en [1[J([]) a [IIC con agitacion constante
durante 1011y se distribuyeron en tres tubos con medio de cultivo fresco. Control, sin
adiciones[linducidos al tiempo cero con [T1[1] (A) o con (1] ([J) de cromato y no
inducido con cromato. Se incubaron a [ [ IC y a las [ /[ oras se agregaron concentraciones
télicas de cromato: TIm[] (A) y 6(1C7] ([J). Se midi6 el crecimiento a intervalos. "as

barras muestran la desviacion estlhdar de la media (n[T).
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M P

kb

3.0

1.5 « chriNCa

1.0 (1.6)

L]

3.0—

15, «—ChrAlb
(1.6)

1.0—

Figlra 6. Amplificaciin por [ICR de lo[l Com[logo[ chriNCa [] chrAlb de B.
xenovorans( T otografias de los geles de agarosa donde se corrieron los productos de
amplificacion de chr"NTa (A) y chrATTI(11). [0, marcador de tamalo molecular (10b).
[} producto de [CR. A la ilquierda se indican las bandas del marcador utililadas como

referencia y a la derecla la posicion del fragmento amplificado.
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nantes se transfirieron a cllulas electrocompetentes de [. coli [I[l[blue y a las
transformantes obtenidas se les realil6 aislamiento de DNA plasmidico el cual se
digiri6 con las enlimas Bal Hlly [lind[1lpara chr! N la 'y [lal y [indlIlpara chrA[ 1]
[os plsmidos recombinantes p[Tilchr[N[a y plTI chrA[T] presentaron el patron de
digestion esperado: una banda que corresponde al gen de inter(s (1.6 ['b) y una al vector
(1.0 b) (datos no mostrados).

4- SCbclonaciin de chriNCa [ chrAlb en lol| [ectore[| pACIC184 []

plICIr20
Cara estudiar la funcion de los genes chr’NTla y chrAT1se subclonaron en un vector de
balo nlimero de copias (pACIICITT) y en un vector de alto nlmero de copias
(pUICLIT). [ara ello se digirieron los plismidos p[TI ichr[ Nlalcon las enlimas Bal JH[]
y Uind!T1)y p[TIilchrA[Tlcon [lal y [ind[1l Con las mismas enlimas se digirieron los
vectores plIC[ 11y pACIIC1[T] los productos de digestion se ligaron y se obtuvieron
los plfsmidos recombinantes pllc[T1NCa, pllcltAlb, pAcltINCa y pAcltAlb los
cuales se digirieron con las enlimas correspondientes. [n la Figira 7 se muestran
fotografias de los productos de digestion de plic[t1NCa y plic[tAlb. [los fragmentos
obtenidos fueron del tamalo esperado: de [1[1[b perteneciente al vector y de 1.6 [b de

los genes chr.

S5 lr[eballde [1/¢ceptibilidad a cromato

[ara determinar si los genes chrNa y chrA[T] confieren resistencia a cromato, a las
transformantes se les reali’aron pruebas de susceptibilidad a cromato en CN y en [ []
[a cepa que contiene el pll$mido pAcltINCa presentd un crecimiento similar a la cepa
que contiene el vector pACIIC1[1 (control sensible) en ambos medios de cultivo

(Figlra 8). Se concluy6 que los genes chr N[ la no confieren resistencia a cromato clo!]

Maurino Luna Luna L]



Andlisis de la expresion de los Genes chr de B. xenovorans

A
kb M R
«— pUCPZO
3.0 (4.0)
2.0
«— ChriNCa
1.5 (1.6)
1.0
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[]
«— pUCP20
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15 <« chrAlb
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Figlra 70 /Dige'tiln de lol/pl Imido | recombinante ! pllc[¥1[/Ca [I pllcrAlb.
[btografias de los geles de agarosa donde se corrieron los productos de restriccion de
plclTINCa (A) y p[lc[TA1b ([). R, Restriccion con las enlimas BaTHy [ind [T para

chrlNlay [llal y Uind[l'para chrA 1] [, marcador de tamal 0 molecular (1[b).
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Fig[ ra 8. S( I ¢eptibilidad a cromato de E. coli [13110 (pAclr1[Ca)[ os cultivos se
crecieron en caldo nutritivo (A) o medio minimo ([7) con las concentraciones de
cromato indicadas por [1][Ja [TIC y con agitacion constante. [ ranscurrido el tiempo se
midi6 la absorbencia a [T1Inm. ["as barras muestran la desviacion est[ndar de la media.

(nD).
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nado en un vector de balo n[mero de copias en ambos medios de cultivo. [br otra
parte, la cepa que contiene el pllsmido p[ic[t1NCa presenté un comportamiento similar
a la cepa que contiene solo el vector p[/CLI ] (control sensible) en CN (Figlra 9A),
mientras que en medio minimo mostr6 un nivel de resistencia a cromato
moderadamente mayor comparado con el control sensible (Figlra 9B). [stos resultados
sugieren que los genes chr[[N[a se el presan balo condiciones de cultivo especificas, es
decir, solo cuando se clonaron en un vector de alto nl'mero de copias (p[IC[ 1) y las

pruebas se realifaron en medio minimo.

[a cepa que contiene el plismido pTlcTA1b presentd un nivel de resistencia similar al
control sensible tanto en CN como en [ (Figlra 10)[Ide igual manera la cepa que
contiene el pl'smido pAcltAlb mostré un comportamiento similar al control sensible
(Figlra 11A)[5in embargo, esta misma cepa presentd un nivel de resistencia a cromato
claramente mayor con respecto al control sensible cuando los cultivos se crecieron en
07 (Figlra 11B). Tor lo tanto, de estos resultados se dedulo que el gen chrAlT]
probablemente se e presa solo cuando se [alla clonado en un vector de balo nlinero de

copias (pACTI1[T) y las pruebas de susceptibilidad se realilaron en medio minimo.

6-/An(lili(/de exprelin de lo["om[logo chr de B. xenovorans LB400

[ara evaluar los niveles de el presion de los genes chr de B. xenovorans se llevaron a
cabo ensayos de RICITICR a partir de RNA eltraido de cultivos crecidos en diferentes
condiciones. [ara ello el RNA se utili[6 para generar cDNA el cual se us6 como molde
para llevar a cabo ensayos de [ICR y los productos amplificados se corrieron en geles de
agarosa. [In los resultados s6lo se muestra una parte del gel donde se observan las
bandas correspondientes a los genes chr asi como su localilacion (replicon) en el

genoma de B. xenovorans. [ 1 gen 16S se usé como control de carga de los el perimentos
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Figlra 9. S{ I ¢eptibilidad a cromato de E. coli (13110 (p[lc[r1[ICa)[l os cultivos se
crecieron en caldo nutritivo (A) o medio minimo ([) con las concentraciones de
cromato indicadas por [T1[]a [TTC y con agitacion constante. [ranscurrido el tiempo se

midio la absorbencia a nm. [as barras muestran la desviacion est[hdar de la media.

(nlD).
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Figl ra 10 S[ I ceptibilidad a cromato de E. coli (13110 (p[lc[rAlb)[ I os cultivos se
crecieron en caldo nutritivo (A) o medio minimo ([) con las concentraciones de
cromato indicadas por [T][a [TIC y con agitacion constante. [ranscurrido el tiempo se

midi6 la absorbencia a [ [ Inm. [as barras muestran la desviacion est[hdar de la media.

(nCD).
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Fig[ra 11 ST ¢ceptibilidad a cromato de E. coli (13110 (pAclrAlb)[los cultivos se
crecieron en caldo nutritivo (A) o medio minimo ([7) con las concentraciones de
cromato indicadas por [T1[a [TTC y con agitacion constante. [ranscurrido el tiempo se

midio6 la absorbencia a [ 11 /nm. [as barras muestran la desviacion est hdar de la media.
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A las bandas de los geles se les realilé un anllisis densitomlfrico y los datos se

graficaron en unidades de e presion relativa en relacion a la e[presion del 16S.

a) Aillamiento de R[JA total

Chra el aislamiento de RNA total se crecieron los cultivos en diferentes condiciones. Se
utilif6 el procedimiento mencionado en [1ateriales y [1todos y el RNA se corrid en
geles de agarosa al 1.[77]. ['n la Figlra 12 se muestra una fotografia representativa de
un gel donde se observa el RNA total aislado. Se concluyé que el RNA estaba integro
debido a que se observaron sel ales definidas del RNA de las subunidades ribosomales
CIS16S y [S por lo que se considerd de buena calidad para llevar a cabo los ensayos
de RTITCR.
b) RT-[ICR

e A partir de c[1tilo[de B. xenovorans crecido( en caldo n! tritil o

[ara determinar la elpresion de los genes chr de B. xenovorans inicialmente se
realilaron ensayos de RIITCR a partir de RNA total de cultivos de B. xenovorans en
CN en presencia y ausencia cromato. [ n ausencia de cromato se encontrd que los genes
chrATly chrATTprlcticamente no se el presaron, los genes chrdAla, chrlNCa'y chrAT
dieron una selal bala, mientras que el gen chr"N[[Ise e[presd en un nivel moderado
con relacion al 16S, empleado como control de el presion (Figlra 13 barraligrilel).
De estos resultados se dedulo que los genes chr de B. xenovorans se elpresan en
diferentes niveles en cllulas crecidas en CN. Cuando los cultivos se e[ pusieron a [ T[]
de cromato se encontrd que, a e[ tepcion de chrAllque no se el presod, y chrNla que
mostré una selal disminuida, todos los genes restantes presentaron un nivel de
el presion ml$ alta con respecto a la mostrada en ausencia de cromato (Figlra 137

barranegral). Sin embargo, los genes chrATTy chrArespondieron de manera m[$

Maurino Luna Luna L]
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Figlra 12 Ailamiento del R[JA total. Se crecié un cultivo de B. xenovorans en ][]
por [J[1[] a [TIC con agitacion constante. Se aislo el RNA total utilifando el
procedimiento descrito en []ateriales y [ [fodos. Se muestra la fotografia de un gel de
agarosa (1.[T7) donde se observan las bandas del RNA de las subunidades ribosomales
[JS16S y [S. [ambiln se indica como referencia el marcador de tamal 0 molecular

(\lind Ty (1),
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Cromgsoma 1 Cromoqoma 2 Plélsmido
chrAla  chrA6 chriNCa 'chrA1b chriNCbh' 'chrA2 ' 16S

mCN
B CN + 50 uM cromato
Ala A6 NCa Alb NCb A2 165
Homologos chr

Figlra 131 xprelin de lo[J[om(logolchr de B. xenovorans LB400 a partir de
c Iti"olIcrecido( len caldo n(tritil o[ Se crecieron los cultivos en CN por 1[1[1a [TIC
con agitacion constante. Se aislo el RNA total, se gener6 cDNA y se realifaron TCRs
como se indica en [][todos. A. [ocalilacion de los genes chr en el genoma de B.
xenovorans!|_se muestra solo parte del gel de agarosa con las bandas correspondientes a
los genes chr y del gen RNAr 16S, que se us6 como unidad de el presion relativa (1.0).
[l. Anllisis densitom(trico de las bandas en (A) realilado con el programa [mage!.
[arras grises, el presion en ausencia de cromatol barras negras el presion en presencia

de [TI1T1 de cromato (representativo de nl1).
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clara a cromato (Figl ra 13). [or lo tanto, en cultivos en CN la mayoria de los genes chr

de B. xenovorans se inducen por la e[posicion a cromato.

e A partir de c[1tilo[de B. xenovorans crecido len [19 con 2 m[| de [T1fato
> Fale logar(tmica de crecimiento

[ara determinar como influye el medio de cultivo en la e[presion de los genes chr de B.
xenovorans se realifaron RIOMCR a partir de cultivos crecidos Tasta la fase e[ ponencial
de crecimiento (177 [) en medio minimo [1[] con [ m[] de sulfato, que es la
concentracion est nhdar de este ion en el medio. ['n ausencia de cromato se encontrd que
los genes chrAlly chrAllprlcticamente no dieron selal, chr N[ [ Imostr6 una el presion
bala, los genes chrdla y chrNCla se e presaron de manera moderada, mientras que
chrAlT] se elpresd en un nivel parecido al 16S (Figlra 14 Tbarral’ grilel) en las
siguientes graficas no se presenta la e presion del control 16S. Al igual que en CN, los
genes chr mostraron diferentes niveles de el presion. Cuando se realilaron RIUIMICR de
cultivos tratados con [ 11| de cromato, se observd que todos los genes chr presentaron
un nivel de elpresion mls alto que en ausencia de cromato (Figlra 14[barralnegral).
Sin embargo, los genes chrA[T, chrINTy chrAlse elpresaron de forma muco ml$
pronunciada, incluso por arriba del nivel del 16S. Se puede concluir que en estas
condiciones de crecimiento todos los genes chr de B. xenovorans responden a la

e posicion de cromato.

k Fale eltacionaria de crecimiento

Cara determinar el efecto que tiene la fase de crecimiento sobre la elpresion de los
genes chr se realifaron ensayos de RIOMCR con RNA aislado a partir de cultivos de B.
xenovorans crecidos por [1][](fase estacionaria) al igual que el inciso anterior en [ []

con [Jm[] de sulfato, en ausencia y presencia de cromato. Sin cromato se encontr6 que
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Cromosoma 1 Cromosoma 2 Plasmldo

: chrA1a chrAS chriNCa' chrAib chriNCh 'ChrAD

B M9 2 mM sulfato
B M9 2 mM sulfato+ 5 uM cromato

a,i‘JJ

Ala A6 NCa Alb NCb AZ
Homalogos chr

Fig[ra 14 TIxpreli‘n de lo[ /[ om logoIchr de c[1tifo[de B. xenovorans LB400 en
[19 (2 m[] de Tlfato) en fale logar(tmical Se crecieron los cultivos por 171 a [TTC
con agitacion constante. Se aislo el RNA total, se generé cDNA vy se realilaron [ CRs
como se indica en mltodos. A. [ocalilacion de los genes chr en el genoma de B.
xenovoransse muestra sélo parte del gel de agarosa con las bandas correspondientes a
los genes chr. ['a elpresion del gen 16S se us6 como unidad de e presion relativa (1.0).
. Anflisis densitom(trico de las bandas en (A) realifado con el programa age/
Carras grises, indican el presion en ausencia de cromatol barras negras el presion en

presencia de [117] de cromato (representativo n(1).
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los genes chrA[1]y chr N[l mostraron el presion casi nula, los genes chrAl][IchrA!]
dieron selal bald, mientras que chrAla y chriNlla se el presaron de manera moderada
en relacion al 16S (Figlra 15[ barraligrile’). Al igual que en fase logaritmica, los
genes chr presentaron un patron de elpresion diferencial. m presencia de 1 [] de
cromato se encontré que, a eltepcion del gen chr[Nla cuyo nivel de elpresion
disminuyo6 ligeramente, los dem’$ genes mostraron un aumento en la elpresion con
respecto a los ensayos en ausencia de cromato (Figlra 15[ 'barrall negral). [s
importante notar que los genes chrA[T] chr[INTI[y chrA[presentaron el aumento m[s
claro en la el[presion, incluso chrA Ty chrATdieron una selal por encima del valor del
16S. [os resultados indican que la fase de crecimiento no afecta considerablemente el
patron de el presion de la mayoria de los genes chr en los cultivos crecidos en [ [con [

ml ] de sulfato.

e A partir de c[1tiCo[de B. xenovorans crecido‘en (19 con 004 m[] de [Tlfato
» Fale logar/tmica de crecimiento

Se [a demostrado que la e[presion de otros genes chr puede estar influenciada por la
concentracion de sulfato en el medio de cultivo (whle y col. [TTT). [Cor ello se
realifaron ensayos de RITTCR con RNA de cultivos crecidos en [ [Jcon balo sulfato
([1.0m[7), una concentracion [ veces menor que el medio [1 [Testindar, que fue la
concentracion minima a la cual se encontré que B. xenovorans aln crece normalmente
(resultado no mostrado). Sin cromato, se encontrd que el gen chrAlIno se el presd, los
genes chrATa y chrCIN[J[ldieron una se"al moderada y los genes chr[N[a, chrATTy
chrAmostraron niveles incluso superiores al 16S (Figra 1677 brralgrilel). [alo esta
condicion, la mayoria de los genes mostraron niveles de el presion altos comparados a

los ensayos en [Im[] de sulfato (Figlra114 [115). Cuando los cultivos se e[pusieron a
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Cromosoma 1 Cromosoma 2 Plésmido

'chrA1a chrAG chriNCa'"chrA1b chr1NCb chrAZ
- B s d 8 .- -

m M9 2 mM sulfato

B M9 2 mM sulfato+ 5 uM cromato

'JiJJ

Ala A6 Ca Alb A2
Homélogos chr

Figlra 157 xpre(i’n de lo[/Tom logolIchr de c[ltiCo/de B. xenovorans en (19 (2
m(| de [Tlfato) en fale eltacionarialSe crecieron los cultivos [T] [1a [TIC con
agitacion constante. Se aislo el RNA total, se gener6 cDNA y se realilaron [CRs como
se indica en mltodos. A. Tocalilacion de los genes chr en el genoma de B. xenovorans[’
se muestra so6lo parte del gel de agarosa con las bandas correspondientes a los genes chr.
[a elpresion del gen 16S se us6é como unidad de e presion relativa (1.7). . Anfllisis
densitom trico de las bandas en (A) reali’ado con el programa (magel. [ arras grises,
indican el presion en ausencia de cromato( barras negras el presion en presencia de [

(1] de cromato.
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Cromosoma 1 Cromosoma 2 Plasmido
! [ A { [ A 1
‘chrA1a  chrA6 chriNCa chrA1b chriNCb chrA2
B M9 0.04 mM sulfato
S ]2 ® M9 0.04 mM sulfato+ 0.5 uM cromato
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Ala A6 NCa Alb NCb A2
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Figlra 16 1 xpre(i’n de lol/[om[logo Ichr de c[1tiro 'de B. xenovorans en [19
(0C704m[] de [T1fato) en fale logar(tmical Se crecieron los cultivos por 1[1[1a [TIC
con agitacion constante. Se aislé el RNA total, se generé cDNA y se realifaron TCRs
como se indica en mltodos. A. [ocalilacion de los genes chr en el genoma de B.
xenovorans|_se muestra solo parte del gel de agarosa con las bandas correspondientes a
los genes chr. [a e[ presion del gen 16S se us6 como unidad de el presion relativa (1.0).
[l. Anllisis densitom(trico de las bandas en (A) realilado con el programa [mage!.
Carras grises, indican el presion en ausencia de cromatol barras negras el presion en

presencia de [1]7] de cromato (representativo de n[1).
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(.00 de cromato, a elcepcion del gen chrAl | que nuevamente no se el preso, los
genes chrAlal chr'Nla, chr N[} chrA[ 1]y chrAImostraron cambios en su el presion
nulos 0 moderados con respecto a los ensayos en ausencia de cromato (Fig/ ral116[]
barraInegral). [br lo tanto la e[presion de los genes chr no responde de manera

notoria a cromato.

k= Fale eltacionaria de crecimiento

De igual manera se determind el efecto que tiene la fase de crecimiento sobre la
el presion de los genes chr en [ 1con [I[1Jm[] de sulfato. [ara ello se realil aron
ensayos de RIOMCR creciendo los cultivos por [T1](fase estacionaria). [n ausencia de
cromato se encontrd que el gen chr4Inuevamente no se e[ presod, los genes chrINTTly
chrAJmostraron una sel al moderada con respecto al 16S y los genes chrAla, chr'Nlla
y chrA Tlpresentaron niveles de e[ presion similares al 16S (Figlra 17 barralgrilel).
Del mismo modo que en fase de crecimiento logaritmica (Figl ra 16), a el cepcion de
chrAT] que no se elpreso, el resto de los genes mostraron niveles de elpresion de
moderada a alta. Con cromato se encontré que, a el tepcion de chrAl que siguid sin
e[ presarse, los genes chrATT] [ chrAl] mostraron elpresion similar al ensayo sin
cromato, mientras que el resto de los genes presentd un aumento en su el presion con
relacion a en ausencia de cromato (Figl ra 170 barral negral). [or lo tanto, a e[ cepcion
de chrIN[[Tlque respondi6 moderadamente a cromato el resto de los genes no
mostraron cambios notorios. [n el caso de los genes chrATa, chrTNa y chrTIN[1T]1a
el presion con cromato fue incluso por arriba del 16S. Se concluyd que la fase de
crecimiento no afecta el patron de el presion de la mayoria de los genes chr en los

cultivos en [] [Jcon [I[TIm[] de sulfato.
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Figlra 17010 xpre(i’n de lo[/[om[logoichr de c[1tiro 'de B. xenovorans en [19
(0C704m ) de [Tlfato) en fale eltacionarial Se crecieron los cultivos por [T1[7a [TIC
con agitacion constante. Se aislé el RNA total, se generé cDNA y se realifaron TCRs
como se indica en mltodos. A. [ocalilacion de los genes chr en el genoma de B.
xenovorans|_se muestra solo parte del gel de agarosa con las bandas correspondientes a
los genes chr. [Ta elpresion del gen 16S se us6 como unidad de el presion relativa (1.0).
[l. Anllisis densitom(trico de las bandas en (A) realilado con el programa [mage!.
Carras grises, indican el presion en ausencia de cromatol barras negras el presion en

presencia de [1]7] de cromato (representativo de n[1).
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LIDSCLSITI
[a proteina C[tA es el determinante de resistencia a cromato ml[$ ampliamente
estudiado. Se [a determinado que las proteinas ChrA de la ylproteobacteria [1
aerulinosa codificada en el plismido plI[][TT] (Cervantes y col. 1990) y la B[
proteobacteria . Telallidurans codificada en el pl'smido p[JO[TTI(Nies y col. 11TT)
confieren resistencia a cromato. [ stas proteinas se agrupan en las subfamilias [CHR [y
CCHRI[lde la superfamilia CHR, respectivamente. Recientemente se determind que las
ChrA de la alproteobacteria [chrolacull WiliciTcodificada en el transposon [ ]TAr
(Branco y col. 2008), y la yproteobacteria ["hé anella sp. ANAITI, codificada en el
plismido 1 (Aguilar(Tlaralds y col. [T1T), tambiln confieren resistencia a cromato.
Ambas proteinas estn ubicadas en la subfamilia "CHR[]
[n un anllisis filogenltico (Dialllltel]y col. [TT1) se encontraron bacterias que
contienen en sus genomas varios [omologos CHR (Tabla 1). Entre éstas esta la B[
proteobacteria B. xenovorans [I1[11] la cual contiene cuatro [omologos [CHR
ubicados en la subfamilias [ICHR1 (dos Tomologos, denominados CtAla y C[TAlb),
CCHRI[ly [ICHRG6. [Jambiln presenta dos "omoélogos SCHR (denominados C[11NCa y
CITINCDb), ambos ubicados en la subfamilia SCHRI.
Como no se [abia determinado si los [Tonmblogos agrupados en subfamilias diferentes a
[ICHR[Ty CHRI] confieren resistencia a cromato, resultaba interesante conocer si la
funcidn de las proteinas de la superfamilia CHR es generali’ada. Debido a esto se llevo
a cabo un anllisis de los fomodlogos TICHR de B. xenovorans ([eon(T] 'tquelly col.
000 0%e clonaron los genes Ichr, se transfirieron a [l coli y se encontrd que el
fondlogo CltAla confiere resistencia a cromato en medio minimo cuando se el presa

en [l coli, clonado en el vector de balo n[‘mero de copias pACIICI[T] [ fomologo
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CLrAllconfirio resistencia a cromato en [l coli cuando se clond en un vector de alto
nlInero de copias (p[IC[IT) y las pruebas se realilaron en caldo nutritivo o medio
minimo. [or otra parte, C[ tA6 confirid un fenotipo resistente en [ . coli cuando se clond
en plICLI Iy se crecieron los cultivos en caldo nutritivo ([eon( [fquelly col. [TTT)
(Tabla 2). [stos resultados de que los genes chr confieren resistencia a cromato balo
diferentes condiciones de cultivo sugirieron que los lomo6logos CHR probablemente se
e presan de manera diferencial en el [l $ped [eterdlogo.

Cambilh se llevd a cabo el an(lisis del Tomdlogo de B. xenovorans de la familia SCHR
(CITINCD) y se encontrd que confiere resistencia a cromato cuando se e presa en [1
coli y se clono en los vectores pACIIC1T]o plIC T Tlcreciendo los cultivos en medio
minimo (DialTll agalay col. [TTT) (Tabla 2).

De estos ensayos se pudo concluir que conferir resistencia a cromato es una funcion
generalilada dentro de la superfamilia CHR, ya que se encontraron proteinas de las
subfamilias [ICHR1, ['CHR6, ['ICHR[] de la familia de proteinas grandes (CCHR) y
SCHR1 y SCHRIde la familia de proteinas pequelas (SCHR) que llevan a cabo esta
funcion.

[os resultados de que los [omodlogos chr de B. xenovorans confieren resistencia a
cromato bald diferentes condiciones de cultivo no son sorprendentes dado que B.
xenovorans [1][11]es un microorganismo que [abita m[ltiples nicl0s ecoldgicos, lo
cual probablemente se relaciona con el [ecl0 de que tiene un genoma relativamente
grande ([1.[0[T1pb) (Clain y col. [TT6). [or tanto, es probable que los genes chr se
e presen dependiendo de las condiciones ambientales o de cambios nutricionales a las

cuales esta bacteria se e[pone, confirirndole venta’as adaptativasiles decir, tal vellla
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el presion diferencial de los genes chr le permite a B. xenovorans sobrevivir en sitios
contaminados con cromato.

[1 [eclo de que B. xenovorans [ 111 1tiene mlItiples [bmologos chr que se el presan
balo diferentes condiciones Tacia pensar que una elposicion previa a cromato era
probablemente capall de inducir su resistencia al olianion. [ara determinarlo se
realifaron ensayos de induccion en CN y en [1[]y se encontr6 que una el posicion
previa a cromato en efecto induce la resistencia a cromato en ambos medios de cultivo
(Figlra 5). [s probable que el aumento en la resistencia a cromato se deba a que la
epresion de los genes chr se induce por la e[posicion al o[ianion. [In elémplo similar
es el reportado en la dproteobacteria M xococcus xanlhusque tiene dos etapas en su
ciclo de vida, una fase crecimiento vegetativo y una de desarrollo donde la clula forma
cuerpos fructiferos debido a la deficiencia de nutrientes. Se encontrd que las cllulas en
crecimiento presentaban un mayor nivel de resistencia a cobre con respecto a las cllulas
en desarrollo, sin embargo, cuando las cllulas en desarrollo se e pusieron previamente a
cobre mostraron un nivel de resistencia similar al observado en las cllulas en
crecimiento (SChclelTSutil y col. [TT1). Se dedulo que la el posicion previa a cobre
posiblemente induce mecanismos de tolerancia a cobre, entre estos probablemente los
genes parllogos que codifican las ol[idasas de cobre (CuoA, Cuol1y CuoC).

Dado que al inicio de este trabalo solo se [abian analilado cuatro de los seis [omodlogos
chr de B. xenovorans, uno de los oblétivos iniciales fue determinar la participacion de
los Tomologos restantes, chr[Nlla y chrA[T] en la resistencia a cromato en [l coli. Se
diselaron oligonucledtidos especificos para la amplificacion de cada uno de los genes,
incluyendo los posibles promotores y terminadores transcripcionales. [os fragmentos se

amplificaron por [ICR, se clonaron en un vector para clonar fragmentos de [CR y

Maurino Luna Luna L]



Andlisis de la expresion de los Genes chr de B. xenovorans

enseguida se subclonaron en los vectores de el presion pACIIC1 [Ty plJCIIT] Se siguid
la estrategia utililada por Aguilar(Tlaldaras y col. (LI 11) que, al estudiar el gen chr4 del
plismido 1 de [1he lanella sp. ANAIL],encontrd que [ste confiere resistencia a cromato
a [l coli cuando fue clonado en pACTIC1Tly a [l aerulinosa cuando fue clonado en el
vector pJCITT] cuando las pruebas se reali’aron en medio minimo. Como no se sabia
balo qull condicién se observaria el fenotipo conferido por los genes chr de B.
xenovorans [ 111} [stos se clonaron en ambos vectores. [0s pll$midos recombinantes
se transfirieron a [l coli y las pruebas de susceptibilidad se realilaron tanto en caldo

nutritivo como en medio minimo.

[os resultados mostraron que chrNTa confiere resistencia moderada a cromato en [1
coli cuando se clon6 en el vector de alto n[imero de copias p[JC[ Ty las pruebas de
susceptibilidad se realifaron en (][] (Figlra 9A)(no fue asi cuando se clon6 en el
vector de baldo nlmero de copias pACIIC1[1] donde se observd un comportamiento
similar al control sensible (Figira 8). ['ste dato fue diferente del resultado obtenido
para el [omodlogo chr[N[I[1de la misma subfamilia, el cual confirid resistencia a
cromato en [l coli cuando se cloné en pACIICI[I]y plIC[IT]y las pruebas se
realilaron en medio minimo (Dial1llagala y col. [TTT). Al parecer, para que los genes
chrlNlla confieran resistencia a cromato se necesita que las proteinas que codifican se
epresen en una cantidad mayor y esto s6lo se consigue cuando los genes estln

clonados en el vector p[IC[ 11y no en pACIIC1[T]

Cambiln se encontrd que chrA[T]confiere resistencia a cromato en [l coli cuando se
clond en pACIIC1 11y las pruebas se realilaron en medio minimo (Figlra 11B). [ste
es un resultado similar al obtenido para el fomologo chrAla de la misma subfamilia

que tambiln confirid resistencia a cromato en [l coli clonado en pACIIC1[1]en medio
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minimo ([edn[T) [rquelly col. [T11). Sin embargo, cuando chrA[1se clon6 en plICI 1]
no confirid resistencia a cromato ni en CN ni en [][](Figlira 10). Se sabe que el
aumento del nlmero de copias de un plismido no necesariamente causa un aumento
proporcional de los niveles de elpresion de las proteinas codificadas (Carrier y col.
1000 Hay elémplos en que los promotores de los genes son fuertes y con ellos se logra
una el presion m[s eficiente cuando se utilifa un vector de moderado o de balo nlimero
de copias ([Tergullao y col. [TTT), lo que podria ser el caso de chrA[T] [lambiln se
sabe que cuando [ay sobree[presion de proteinas de membrana [stas se pueden
precipitar y formar agregados con lo cual pierden su funcion (L] agner y col. [T1T). [sto
es lo que tal vellocurra con la proteina codificada por gen chrA[T]cuando es clonado en
un vector de alto nlmero de copias como plJCLIT] Se puede deducir que se necesita
una cantidad pequel a de proteina C[tAlb para llevar a cabo su funcion, probablemente
porque en cantidades mayores [sta precipita y no es funcional, aunque no se tiene
evidencia al respecto.

[l medio de cultivo en el que se crecen los microorganismos en estudio tambiln
proporciona una condicion fisiologica especifica en la que el gen se elpresa y la
proteina funciona. Cuando las cllulas bacterianas se crecen en un medio minimo,
aumenta la el[presion de genes relacionados con varios tipos de estr($, incluyendo el
estrls nutricional ([Jergullao y col. [TTT). [ que se [aya observado que los genes
chrlNUla y chrA 1] confieren resistencia a cromato en [. coli cuando las pruebas se
realifaron en medio minimo probablemente se debe a que el estr[s dado por la

deficiencia de nutrientes en el medio promueve su el presion.

(1 [eclo de que los genes chr confieren resistencia a cromato balo condiciones

especificas cuando se elpresan en [l coli sugiere que estos genes probablemente
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tambi n se el presan balo diferentes condiciones de cultivo en B. xenovorans [ 1[11]
[sto no resulta sorprendente dado que es un microorganismo que tiene un genoma muy
grande ([I[1][1pb) y presenta a la fecl a el porcentaé m's alto de redundancia g/ nica
(177.67), siendo el promedio 1677 en bacterias de vida libre (Clain y col. [T16). Se
conoce que eliste una correlacion entre el tamalo del genoma y la redundancia glnica:
genomas grandes contienen un nlimero mayor de genes redundantes ([ordan y col.
[ITT1A la fecla no se sabe el actamente cull podria ser la ventald que les proporciona
a microorganismos con genomas relativamente grandes, como B. xenovorans imantener
m[ltiples copias de genes [omologos. Se [a propuesto que en bacterias que [abitan en
ambientes [Jogiles (el salinidad o temperatura elevadas), sus genes podrian no
e presarse en todas las condiciones fisicoquimicas del medio, por lo que para contender
con este problema las bacterias tienen dos o m's copias de genes cuya el presion es
modulada por las condiciones ambientales, cada uno realilando la misma funcién balo
diferentes circunstancias (STnclelTTIte[] y col. TTT). Hay elémplos de genes
redundantes que se e presan balo diferentes condiciones de crecimiento. ['no de estos
es el mostrado por los genes "omodlogos [ox[1y [oxM de la ruta catabolica de benlbato
de la bacteria de nuestro estudio, B. xenovorans [1[TT] [stos genes son codificados en
el cromosoma 1 y el megaplsmido, respectivamente. [ gen Jox] se e[presa cuando
los cultivos se crecen sobre bifenilo y [1ox se el presa durante la fase de transicion a la
fase estacionaria y cuando los cultivos se crecen en benlbato (Denef y col. [T1T1). Se
dedulo que los genes [bx se elpresan de manera diferencial y que son capaces de
catabolilar benloato. [sto le permite a B. xenovorans [abitar sitios contaminados con

compuestos recalcitrantes como el ben!oato.
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Otro caso interesante son los ya mencionados genes [omodlogos que codifican las

olidasas de cobre (CuoA, Cuolly CuoC) de la mil bbacteria M. xanlhus (S[ncl el TSutil
y col. [111). Se encontrd que el gen cuoA se el presa solo en respuesta a cobre a las [
O[Ty cuoB tambilh dio selal en presencia de cobre pero a las [17] mientras que el gen

cuoll se elpresa de manera constitutiva durante la etapa de crecimiento de M. xanlis.

['n la etapa de desarrollo de M. xanlhus se encontrd que cuoA y cuoB se el presaron solo

en presencia de cobre, pero a diferencia de la etapa de crecimiento el gen cuoB se

mostro selal [asta las [0 [ gen cuoll se e[presd en condiciones de deficiencia de

nutrientes (SnclelTSutil y col. [TTT). De este trabalo se concluyd que los tres genes

Condlogos que codifican las olidasas redundantes de cobre de M. xanlhus[se regulan
de manera diferencial.

[br tanto, es probable que B. xenovorans al tener varias copias de genes [omoélogos chr
[$tos se el presen balo condiciones de crecimiento especificas. Sin embargo, a la fecla

no se [an determinado los patrones de elpresion de los genes chr en B. xenovorans

LT

Cara evaluar los patrones de elpresion de los genes antes mencionados se realilaron

inicialmente ensayos de RTIMTICR a partir de cultivos de B. xenovorans crecidos en un

medio rico en nutrientes (caldo nutritivo). [n ausencia de cromato se encontrd que

algunos genes prlc¢ticamente no se el presaron (chrAlly chrA[1), otros genes dieron una
selal bald de el presion (chrdla, chrlINla 'y chrAl) y el gen chrl N[ Ise el preso en un

nivel moderado en relacion al 16S (Figlra 13). [ Ceclo de que los genes chr de B.

xenovorans [ayan mostrado diferentes niveles de e[presion en esta condicion, puede ser
una ventald porque probablemente proporcionan un respaldo uno al otro, manteniendo

un fenotipo estable de resistencia a cromato, es decir, cualquier gen chr probablemente
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puede llevar a cabo la funcion del otro. [ In elemplo de genes aparentemente redundantes
lo proporciona la superfamilia de tiorredolinas en [l coli. Se encontr6 que las
tiorredol inas citoplismicas y las glutarredo/inas son redundantes y proporcionan
respaldo una a la otra, de tal forma que las mutantes en los genes que codifican a una
proteina o a la otra son viables bao condiciones est'ndar de laboratorio ([Tin[ly col.
1000 Pe [eclo, en estas condiciones, so6lo cuando se mutaron los genes que codifican
las enlimas m[s eficientes se observd un fenotipo letal, por lo que aparentemente
cualquier proteina del grupo podia llevar a cabo la funcion de respaldo.

Cuando los cultivos de B. xenovorans en CN se epusieron a [T]1[] de cromato, la
mollcula probablemente inductora de los genes chrlise encontré que a eltepcion de
chrAlTque no se el preso, y chr[ N[ lal‘que mostré una el presion disminuida, todos los
genes presentaron un nivel de e[presion m[s alto con respecto a la mostrada en ausencia
de cromato (Figlra 13). [or lo tanto, la mayoria de los genes chr de B. xenovorans
respondieron a la eposicion a cromato. [l [ecl0 de que algunos genes chr se [ayan
inducido por cromato no es sorprendente dado que los [omodlogos chr son genes
adaptativos que responden a condiciones de estr[s, en este caso la e[posicion a cromato.
Como se menciono anteriormente, el medio de cultivo en el que se crecen las cllulas
bacterianas ega un papel importante para que los genes se e presen y la proteina lleve
a cabo su funcion ([Tergullao y col. [TTT). [or tanto, para determinar como afecta el
medio de cultivo en la elpresion de los genes chr de B. xenovorans!se realilaron
ensayos de RIMCR de cultivos en un medio de cultivo minimo (7 ) con [Iml] de
sulfato, que es la concentracion estfndar del medio, crecidos Tasta fase logaritmica. [n
ausencia de cromato se encontrd que algunos genes prlcticamente no dieron selal de

e presion (chrAlly chrAT), otros genes se e/ presaron de manera moderada (chrAlu y
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chrlNTla) y el gen chrA[T]que se e[ presd en un nivel parecido al 16S (Figlra 14). Al
igual que en los ensayos en CN, los genes chr en [ [Icon [Im[] de sulfato mostraron
diferentes niveles de el presion. [stos datos confirman que los genes chr posiblemente
proporcionan respaldo uno a otro en diferentes condiciones de cultivo. Cuando se
realilaron ensayos de R[CTCR de cultivos elpuestos a cromato se observo que todos los
genes chr presentaron un nivel de elpresion mls alto que en ausencia de cromato
(Figlra 14). Se puede concluir que en esta condicion de cultivo la mayoria de los genes
chr de B. xenovorans responden a la e[ posicion de cromato, como era de esperarse para
estos genes adaptativos que codifican sistemas de e[ pulsion del i6n téTico.

Resultados similares fueron reportados para los genes chr de [. [leldallidurans. Se
encontrd que chrA] codificado en el plismido p[1OLIT] y chrAl] codificado en el
cromosoma, se induléron por cromato en un medio minimo con [1m[] de sulfato
(lulnle y col. [TTT). [ara el caso del gen chrd6 que a diferencia de CN (Figl ra 13)
balo esta condicion si mostrd elpresion, aunque a un nivel muy balo (Figira 14), es
probable que el medio de cultivo proporciono las condiciones fisioldgicas para dicla
e presion. al vel] al igual que para los genes chr de [. [lelallidurans la concentracion
de sulfato que contiene el medio de cultivo favorecio su el presion, aunque no se conoce

de qul forma.

Dado que estlJampliamente reportado que la fase de crecimiento afecta la e[presion de
algunos genes adaptativos (TJamanala y col. 1[TT] Denef y col. [TT6, SihclelTSutil y
col. [TTT), se determind el efecto que tiene la fase de crecimiento sobre la el presion de
los genes chr. Se realilaron ensayos de RIITICR de cultivos de B. xenovorans tambiln
en [1[lcon [Im[] de sulfato pero crecidos [asta fase estacionaria ([11[) en lugar de

logaritmica (177 ). Al igual que en fase logaritmica de crecimiento, sin cromato, los
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genes mostraron diferentes niveles de el presion (Figl ra 15) y no [ubo una variacion
notable en la e[ presion en ambas fases de crecimiento. [In resultado contrario se reportd
para los [omologos cuo de M. xan'hus! donde se encontrd que el gen cuoA se el presa
solo en fase estacionaria ([TTT1[T), cuoB so6lo en fase logaritmica ((y (1) y cuoll a lo
largo del ciclo de vida de M. xanThus (SThelelTSutil y col. [TTT). ['n presencia de (1
de cromato se encontr6 que el nivel de elpresion del gen chrINlla disminuyo
ligeramente, mientras que el resto de los genes mostraron un aumento en su el presion
con respecto a los ensayos en ausencia de cromato[incluso los genes chrA[Tly chrAllse
el presaron por encima del nivel del 16S, lo cual indica que [ubo una sobreel presion de
estos genes, dado que el 16S es un gen cuya elpresion de por si es alta ya que es un

componente de los ribosomas y su funcion es indispensable para la sintesis de proteinas.

[ara comparar el efecto que tiene el cromato sobre la el presion de los genes chr en [11]
con [Im[] de sulfato en las distintas fases de crecimiento, se tomaron los datos de las
Figlrar14 (115 y se calcul6 el n(imero de veces que la e[presion de los genes chr se
indulo por cromato (Tabla 5). [ara considerar que ubo induccién se tomo6 un valor
arbitrario de aumento de la elpresion >2. En fase logaritmica de crecimiento se
encontr6 que, a el cepcion de los genes chrl Nl altodos los genes chr se induléron por el
cromato, con los genes chr NI 1[ly chrAl imostrando la inducciéon m's clara (de 1[7a [
veces) (Tabla 5). ['n fase estacionaria de crecimiento, se encontré que a e[tepcion de
los genes chrATa y chrTNUa que no se induléron, el resto de los genes respondieron a
cromato y los genes chrA[ 1} chr[ N[y chrAlllo [icieron de forma m[$ eficiente ( de
1Ja [Tlveces) (Tabla 5). [or lo tanto, se puede concluir que el cromato indulo la
el presion de la mayoria de los genes chr a partir de cultivos de B. xenovorans crecidos

en [ Ccon [Om[] de sulfato, independientemente de la fase de crecimiento.
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Tabla 5. [fecto del cromato sobre la epresion de los genes chr de B. xenovorans

crecida en [ [Jcon [Im[] de sulfato

Cxpreliln relati[a®

Gene!] Fale logaritmica | Fale e tacionaria

chrAla 206 13

chrA6 33 215
chriNCa 16 08
chrAlb 210 5500
chriNCb 118 3000

chrA2 2510 1510

*. Se tomaron los datos de las figuras 10y 1]y se dividio el valor de el[presion de los
genes en presencia de cromato entre la el presion en ausencia de cromato. [0s nlimeros
indican el cociente resultante. Se consideré que hubo induccién con un valor >2. En

n[Ineros rolos se muestran los genes inducidos y en negros los no inducidos.

Maurino Luna Luna L]



Andlisis de la expresion de los Genes chr de B. xenovorans

Sin embargo, se encontraron algunas diferencias como para el gen chrdla que en fase
logaritmica se indulo ligeramente por cromato, mientras que en fase estacionaria no se
indulo. [lambilh se encontrd que chrA[ 1 en fase logaritmica apenas se indulo ([ Jveces),
mientras que en estacionaria se indulo de manera considerable ([Tlveces) (Tabla 5). Se
sabe que las cllulas bacterianas estn sometidas a diferentes tipos de estr($ en las
distintas etapas de su crecimiento. [n fase logaritmica el metabolismo es m[s activo y
[ay sintesis de numerosos componentes celulares. [n cambio, en fase estacionaria [ay
escase[/de nutrientes y acumulacion de compuestos télicos ([rools y col. 1[TT). [as
diferencias en el presion de los genes chr probablemente se deban a los cambios en las
condiciones fisioldgicas proporcionadas por las distintas fases de crecimiento.

s importante mencionar que los genes chrA[ 1]y chr N[ Tubicados en el cromosoma
[1, asi como el gen chrAlTllocalifado en el megapllsmido de B. xenovoransl’
respondieron a cromato de manera mucl 0 m(s eficiente en comparacion con los genes
chrATa, chrATy chrTNTJlocalifados en el cromosoma 1(Tabla 5). Cste resultado no
es sorprendente, dado que se sabe que el cromosoma [y el megapllsmido contienen
principalmente genes adaptativos, como los genes de filacion de nitrogeno nillque le
permiten a B. xenovorans [abitar la rifosfera (Clain y col. [T16). [n cambio, el
cromosoma 1 contiene principalmente genes de metabolismo central (e[l maquinaria
traduccional, replicacion del DNA, divisién celular y metabolismo de nucleétidos)
(Cllan y col. [T16)[quilTla esto se deba la bald respuesta a cromato de los genes chr

localilados en este replicon.

Se conoce que la concentracion de sulfato influye en la el presion de algunos genes chrl]
como los ya citados de [. [lelallidurans. [‘os genes chrAlly chrAllse inducen por

cromato de forma clara en alto sulfato, mientras que en balo sulfato su induccion es
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menor ((u'hl ey col. [IT1). [ara evaluar el papel que tiene el sulfato en la el presion de
los genes chr de B. xenovorans, se realilaron ensayos de RIITCR creciendo
inicialmente los cultivos [asta fase logaritmica en [ ][ con balo sulfato ([1[1'm[]). [n
ausencia de cromato se encontrd que el gen chrA no se elpreso, los genes chrAlu 'y
chrUNTIT] dieron una selal moderada en relacion al 16S, mientras que los genes
chrlINla, chrA[11y chrAl]incluso mostraron niveles superiores al 16S (Figlra 16).
[stos resultados de el presion moderada a alta de la mayoria de los genes chr y los
mostrados en las Figira’114 (115 ([ Ccon [Iml] de sulfato) sugieren que el sulfato
reprime la e presion de la mayoria de los genes chr (chrATa, chrTINTa, chrTINTy
chrAl). [sto debido a que la elpresion de los genes antes mencionados fue bala en [
ml ! de sulfato con respecto a la mostrada en [ TIm[] de sulfato (Comparar figl ral]
14 [116). [ste es un resultado contrario al obtenido por [in[ley col. ([TTT), quienes
demostraron que los genes chrAlly chrAllde [ [lelallidurans no se el presaron en
medio minimo con balo sulfato (C1TTIm[7). Cuando los cultivos se e[pusieron a [1[1[ ]

de cromato, a elcepcion del gen chrAll que nuevamente no se el preso, el resto de los
genes mostraron incrementos nulos o moderados en su elpresion (Figlrall16). [1
[eclb que el cromato no Taya provocado un aumento importante en la e[presion de los
genes chr en estas condiciones de cultivo probablemente se debe a que la e[presion
mostrada en ausencia de cromato fue de por si alta, posiblemente debido a que los genes
chr estln desrreprimidos por la deficiencia de sulfato en el medio de cultivo (Fig/ ra

16).

Cambilh se determind el efecto que tiene la fase de crecimiento sobre la el presion de
los genes chr de B. xenovorans, al ora creciendo los cultivos en [1[Icon [I[TIm[] de

sulfato Tasta fase estacionaria. [m ausencia de cromato se encontrd un gen que no se
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elpresd (chrAl), genes que mostraron una selal moderada con respecto al 16S
(chrlIN[Tly chrAl) y genes que presentaron niveles altos de el presion, similares al 16S
(chrdAla, chriNllay chrAl1) (Figlra 17). Del mismo modo que en fase de crecimiento
logaritmica a elcepcion de chrAT]que no se elpreso, el resto de los genes mostraron
niveles de e[presion de moderada a alta. Aguilar(Tlaralds y col. ([T17) demostraron que
los genes chr de [l aerulinosa, [1hélanella sp. ANATTy [Thechococcus elonlalis no

transportan sulfato al interior de la cllulal’sin embargo, es probable que algunos genes
chr de B. xenovorans lleven a cabo una funcion dual, es decir, transporten sulfato al
interior celular en condiciones de deficiencia del oianion, mientras que en alto sulfato
e[pulsen cromato. [sto debido a que el nivel de elpresion es alto en deficiencia de
sulfato, Teclb que se relaciona con la elpresion de los genes que codifican los
transportadores de sulfato cuyo nivel de elpresion es alto en deficiencia de sulfato
(Dreyfuss, 1116[1)Con cromato se encontré que, a el cepcion de chrAl que siguid sin
el presarse, los genes chrAl1] [ chrAl] mostraron elpresion similar al ensayo sin
cromato, el resto de los genes presentaron un aumento en su e[ presion con relacion a los
ensayos en ausencia de cromato (Figlra 17). ['n el caso de los genes chrAlu, chrNla
y chrTNTI[la e[presion con cromato fue incluso por arriba del 16S. Al igual que en fase
de crecimiento logaritmica, se puede concluir que la mayoria de los genes chr no
mostraron cambios notorios en su el presion con respecto a los ensayos en ausencia de

cromato.

Cara establecer el efecto cuantitativo que tiene el cromato sobre la e presion en [] [Jcon
(1.0 de sulfato, se calculo el n[mero de veces que los genes chr se induléron por
cromato en esta condicion (Tabla 6). A eclcepcion de los genes chrl NI que

presentaron un valor de induccion de [l len la fase de crecimiento estacionaria, ning/ h
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Tabla 6. [fecto del cromato sobre la elpresion de los genes chr de B. xenovorans

crecida en [ [Jcon [1[1m[! de sulfato

Cxpreliln relatila®

Gene! Fal¢ logar tmica | Fale eltacionaria

chrAla 14 15

chrA6 1D 1D

chrlNCa 11 13

chrAlb 14 09

chrlNCb 10 210

chrA2 12 11

*. Se tomaron los datos de las figuras 16 y 1y se dividio el valor de e[presion de los
genes con cromato entre la el[presion sin cromato. [os nlimeros indican el cociente
resultante. Se considerd que hubo induccidon con un valor >2. En niimeros rojos se

muestran los genes inducidos y en negros los no inducidos.
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gen chr se indulo por cromato en ninguna de las fases de crecimiento (Tabla 6). [stos
resultados indican que el cromato no indu/o la e presion de la mayoria de los genes chr

y esto probablemente es debido a que los genes estn desreprimidos en balo sulfato.

De igual manera que en [ m[l de sulfato, la fase de crecimiento no afectd
considerablemente el patréon de elpresion de la mayoria de los genes chr de B.
xenovorans. Sin embargo, se encontraron algunas diferencias en la el presion de genes
chr entre fases de crecimiento. [os genes chAr N[ 1se induléron por cromato en fase
estacionaria mientras que en logaritmica no lo [icieron. Adem[s$ el gen chrAl] se
epres6 en menor nivel en fase estacionaria con respecto a la fase logaritmica. [stas
diferencias probablemente se deban a las condiciones fisiologicas proporcionadas en

las distintas fases de crecimiento analiladas.

[lambiln se estableci6 el efecto que tiene el sulfato sobre la el presion de los genes chr
de B. xenovorans en las diferentes fases de crecimiento, se tomaron los datos de las
Figlrarl14 116 (Case logaritmica) y las Figlra115 117 (Case estacionaria) y se
calculd si la elpresion de los genes chr se reprime por sulfato (Tabla 7). ara
considerar que [ubo represion se tomd un valor arbitrario de disminucion de la
expresion <0.5. En fase logaritmica de crecimiento se encontrdé que, a excepcion de
chrAlT]1que no se reprimid, todos los genes chr se reprimieron por sulfato, con el gen
chrAT] presentando la represion ml$ notoria (Tabla 7). 'n fase estacionaria de
crecimiento, se encontr6 que a el cepcion de chrAla que no se reprimid, el resto de los
genes chr se reprimieron por sulfato y los genes chrAl 11y chr[ NIl mostraron los
valores de represion m[$ clara (Tabla 7). De esta manera, se puede concluir que el
sulfato reprime la elpresion de la mayoria de los genes chr de B. xenovorans

independientemente de la fase de crecimiento.
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Tabla 7. [fecto del sulfato sobre la e[presion de los genes chr de B. xenovorans

Cxpreliln relatila®

Genel| Fale logar tmica” | Fale e tacionaria

chrAla 040 080

chrA6 D 1D

chriNCa 024 0140

chrAlb 070 0002

chriNCb 0120 0(03

chrA2 005 024

*. Se tomaron los datos de las figuras 1[ 1y 16° y las figuras 101y 1y se dividi6 el valor
de elpresion de los genes con [Im[] de sulfato entre la e presion con [T ml] de
sulfato. [los nlmeros indican el cociente resultante. Se consider6 que [ubo represion
con un valor <[1[].['n n[ieros verdes se muestran los genes reprimidos y en negros los

no reprimidos.
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A partir de los resultados obtenidos se propone un modelo [ipotltico de regulacion de
los genes chr de B. xenovorans (Figl ra 18). [n concentraciones elevadas ((Iml]) de
sulfato, la cantidad de olianidon que ingresa a las cllulas es suficiente para actuar como
un correpresor que active a un represor que se encuentra en su forma inactiva (Figlra
18 A). [ represor activo se une a la region promotor/operador de algunos genes chr
impidiendo su el presion (Figira 18B). Cuando la cllula se e[pone a cromato, [Ste i6n
reconoce al represor que se encuentra unido al DNA provocando que se inactive y
permitiendo la e[presion de los genes chr (Figlra 18C). Cuando la concentracion de
sulfato es baf@ (CIITJml7), la cantidad de este i6n que ingresa no es suficiente para
actuar como un correpresor, de tal manera que el represor se mantiene en forma inactiva
(Figlra 18D). [l represor inactivo no se une a la region promotoroperador por lo que
los genes se el presan. Cuando las cllulas se e[ ponen a cromato, [Ste ingresa y no elérce
un efecto inductor debido a que el represor no est[] unido a la secuencia

promotoridperador. De esta manera, los genes chr se e[presan (Figlra 187).
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Figl ra 18711 odelo [ipot/tico de reg/ laci[n de lojgene chr de B. xenovorans/ I n la
parte superior se indica el transporte de sulfato/cromato en condiciones de alto sulfato
(COmf7). A. Activacion del represor por la union del correpresor, el cual reconoce al
promotor/dperador manteniendo a chrAllreprimido. [ . mduccion de la el presion por
cromato mediante el desplafamiento del represor unido al promotorioperador. C.
Muncionamiento de CtAen condiciones de induccion o represion. [n la parte inferior
se muestra el transporte de sulfatolcromato en condiciones de bao sulfato (CI[TIm(7).
D. [ represor permanece inactivo debido a la ausencia de correpresor por lo que no [ay
reconocimiento del promotor(operador y la elpresion de chrAl] se lleva a cabo. [

[uncionamiento de C[tAl en estado desrreprimido.
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OMCHOCLOSII IS

e [n el presente trabalo se demostrd que los genes chr de B.
xenovorans se elpresan de manera diferencial en las
condiciones de cultivo analil adas.

e [ sulfato reprime la el presion de la mayoria de los genes
chr de B. xenovorans.

e [l cromato induce la el presion de la mayoria de los genes

chr de B. xenovorans.
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