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RESUMEN

La presencia de altas concentraciones de cromato en el ambiente ha dado lugar a la
seleccion de variantes bacterianas resistentes a este idn. El determinante de resistencia a
cromato mdas ampliamente estudiado es la proteina de membrana ChrA. A la fecha se han
estudiado las proteinas ChrA codificadas en los plasmidos pUM505 de Pseudomonas
aeruginosa, pMOL28 de Cupriavidus metallidurans, el plasmido 1 de Shewanella sp y la
ChrA presente en el transposdn TnOtChr de Ochrobactrum tritici. ChrA es una proteina
hidrofébica que expulsa cromato en forma dependiente del potencial de membrana. En
un analisis filogenético reciente se identificaron 135 secuencias homélogas de ChrA de los
tres dominios de la vida. Estas proteinas se agruparon en la superfamilia de
transportadores CHR. Las proteinas CHR se clasificaron de acuerdo a su tamafio en
proteinas LCHR (345-495 aa) y en proteinas SCHR (123—-234 aa). Las proteinas LCHR
bacterianas fueron, a su vez, agrupadas en seis subfamilias (LCHR1-LCHR6). Las [-
proteobacterias Burkholderia xenovorans y Burkholderia vietnamiensis son los organismos
gue presentan un mayor numero de genes que codifican proteinas LCHR; de manera
conjunta presentan nueve proteinas LCHR de cuatro subfamilias distintas. Ademas de las
ChrAs mencionadas, que se ubican en las subfamilias LCHR2 y LCHR5, no existe evidencia
de que otros miembros de las familias LCHR confieran resistencia a cromato, por lo que el
objetivo del presente trabajo es determinar si las proteinas LCHR de B. xenovorans y B.
vietnamiensis confieren resistencia a cromato. Se eligié un gen de cada subfamilia y se
amplificaron por PCR, luego se clonaron en un vector de recuperacién para
posteriormente subclonarse en los vectores pUCP20 Y pACYC184, de alto y bajo numero
de copias, respectivamente. Con los plasmidos recombinantes que se obtuvieron se
transformé a E. coli W3110 y a P. aeruginosa PAO1l y se realizaron pruebas de
susceptibilidad a cromato a las transformantes tanto en un medio rico (caldo nutritivo)
como en un medio minimo (M9). El gen Ichrl de B. xenovorans confirié resistencia a
cromato sélo a E. coli, clonado en el vector pACYC184 y cuando las pruebas se realizaron
en M9; el gen Ichr2 de B. xenovorans confirid resistencia a cromato tanto a E. coli como a
P. aeruginosa clonado en el vector pUCP20 en CN y M9; el gen Ichr5 de B. vietnamiensis
confirid resistencia a cromato a E. coli, clonado en el vector pACYC184 cuando las pruebas
de susceptibilidad se realizaron en M9 y el gen Ichr6 de B. xenovorans confirid resistencia
a cromato a E. coli clonado en pUCP20 sélo en CN. De estos resultados se concluye que
las proteinas LCHR analizadas de B. xenovorans y B. vietnamiensis confieren resistencia a

cromato, pero cada una en condiciones de crecimiento especificas.
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l. INTRODUCCION

1. Generalidades del cromo

El cromo fue identificado por primera vez en 1797 por el quimico francés Vauquelin,
quien lo aislé de la crocoita, un mineral también llamado “plomo rojo siberiano”. El
cromo es el séptimo elemento mas abundante sobre la corteza terrestre, su nombre
proviene del griego chroma, que significa color y le fue dado por los muchos colores de
sus compuestos: el dicromato de potasio (K2Cr207) es rojo, el cromato de potasio
(K2CrO4) es amarillo, y el tricloruro de cromo (CrCls) es verde (Shupak, 1991). El
elemento se encuentra en forma combinada principalmente como el mineral cromita
(FeCrOa). Se encuentra también en minerales menos abundantes como la crocoita, del
que fue aislado (PbCrOas), el cromo ocre (Cr203) y se pueden encontrar cantidades
trazas de cromo en los rubies y las esmeraldas. Los principales depdsitos se encuentran
en Sudafrica, con el 96% de las reservas conocidas. El cromo se encuentra de forma
natural en rocas, animales, plantas, suelos y en las cenizas y gases volcanicos. Sus
compuestos no tienen olor ni sabor. El cromo no se degrada o destruye por
combustién, sino que recircula entre el suelo, la atmdsfera y las aguas de la superficie

y del subsuelo (Ohio EPA, 2002).

En su forma metalica, el cromo es un metal blanco, duro, quebradizo y lustroso, que
funde a 1903 + 10 °C. Se disuelve facilmente en dcidos minerales no oxidantes. No se
disuelve en 4cido nitrico (concentrado o diluido) o agua regia fria, debido
posiblemente a un evento de pasivacion (de aqui, el gran uso del metal como
protector e inhibidor de la corrosién). El cromo tiene un gran nimero de usos en la
industria. Quiza el mas conocido es el plateado decorativo, protector y brillante sobre

los metales. El cromo también es un componente importante en la aleacion del acero
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inoxidable porque lo hace mas fuerte y mas resistente a la corrosién. Su uso en los
pigmentos de las pinturas constituye mas de la tercera parte del uso del cromo cada
afo. Otros usos comprenden pigmentos, el curtido de pieles, quimicos textiles, rubies
sintéticos para laser, esmeraldas sintéticas, en la preservacién de la madera, como
catalizador, en acero inoxidable, en cintas magnéticas de diéxido de cromo, en el

etiquetado de gldbulos rojos y como fungicida (Shupak, 1991).

2. Quimica del cromo

La quimica del cromo no es sélo rica en la variedad de colores de sus compuestos,
también lo es en la variedad de estados de oxidacion y las geometrias de éstos. Los
estados de oxidacién del cromo van de -2 a +6, pero los mas abundantes son el Cr(VI) y

el Cr(ll).
a. Cromo hexavalente

El Cr(VI) es un oxidante fuerte, lo que limita el nimero de los compuestos que puede
formar debido a que la mayoria de sus posibles ligandos seran oxidados con la
consecuente reduccion del metal a estados de oxidacion menores. Como resultado, el
Cr(VI) esta presente, casi exclusivamente, en compuestos con haluros y oxigeno como
ligandos. El trioxido de cromo (CrOs), cloruro de cromilo (CrO2Cl2), y varios cromatos
son los compuestos de Cr(Vl) mas cominmente encontrados. Dependiendo del pH y
de las concentraciones del metal en solucion, el Cr(VI) puede existir como cromato
(CrO42), hidroxicromato (HCrO4) o dicromato (Cr2072). El cromato es la principal
forma anidnica a pH neutro (alrededor del 75%), y el bajar el pH a 6 lleva a la presencia
predominante del HCrO4. En soluciones acidas con Cr(VI), concentraciones por arriba

de 10mM de HCrO4 forman el dimero Cr207% A pH fisiolégico y niveles tipicos de
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exposicién a Cr(Vl), la formaciéon de iones dicromato es insignificante (Zhitkovich,

2005).

El arreglo tetraédrico de los oxigenos del cromato lo hace estructuralmente similar al
sulfato, y esto le permite entrar facilmente a las células via los transportadores activos
de sulfato (Ballatori, 2002) (Fig.1). Una vez dentro de la célula, el Cr(VI) es
rapidamente reducido a Cr(lll) (Fig.2), el cual forma complejos estables con proteinas y
DNA y esto lleva a concentraciones intracelulares muy altas del metal (Zhitkovich,

2005).

El Cr(VI) es termodindmicamente estable en un amplio rango de valores de pH cuando
es disuelto en agua pura. Sin embargo, es facilmente reducido en soluciones acidas
gue contienen cualquier molécula orgdnica con grupos oxidantes, incluyendo el DNA y
las proteinas. A pH neutro, el Cr(VIl) es mucho mas dificil de reducir, y sélo se han
encontrado algunas moléculas orgdnicas capaces de reducirlo de manera significativa.
La fuerte capacidad oxidante del Cr(VI) a pH bajo es debida a sus altos valores positivos
de Eo en estas condiciones, lo que permite reacciones de transferencia de electrones
de un amplio rango de donadores orgdnicos. Incluso para agentes que son capaces de
reducir al Cr(VI) a pH 7 como el glutatidn, la tasa de reduccién crece a medida que el
pH disminuye, lo que refleja una formacién mas favorable de ésteres entre el reductor

y el HCrOa4™ (Zhitkovich, 2005).

b. Cromo trivalente

El Cr(lll) es termodindmicamente muy estable, forma compuestos hexacoordinados
con el H2S y muchas otras moléculas que contienen dtomos de O, N o S. El Cr(lll) actla

como un acido fuerte de Lewis y prefiere coordinarse con grupos de oxigeno

I1IQB-UMSNH Pagina 3



“Clonacién y expresion funcional de proteinas de la familia LCHR”
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Fig. 1. Ingreso del cromato al citoplasma bacteriano. El cromato ingresa a la célula
por los transportadores de sulfato debido a que estos dos oxianiones son
estructuralmente muy parecidos. En el esquema se muestra la comparacién de los
didmetros de enlace (en picometros) y la estructura tetraédrica del sulfato y el
cromato.
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cargados negativamente. Todos los complejos de Cr(lll) tienen ligandos con arreglos

octaédricos (Zhitkovich, 2005).

La falta de toxicidad del Cr(lll) se atribuye generalmente a la incapacidad de los
compuestos que lo contienen de entrar a las células, aunque actualmente hay
informacién de estudios in vivo que demuestran el ingreso del Cr(lll) a la célula. La
capacidad de ciertos compuestos de Cr(lll) de entrar en las células no necesariamente
significa que los efectos toxicos pudieran derivarse de este hecho, ya que la
coordinacion con ligandos multidentados hace que el Cr(ll) no sea reactivo

(Zhitkovich, 2005).

3. Mecanismos de toxicidad del cromo

El metabolismo reductor del Cr(VI) dentro de la célula o in vitro, siempre conlleva al
Cr(Ill) como la forma final de oxidacién. Se cree que los tioles de bajo peso molecular
(glutatién y cisteina) son los responsables primarios de la reduccion intracelular del
Cr(VI). La capacidad de formar compuestos estables con varios ligandos y la presencia
de seis estados de coordinacién, le proporciona al Cr(lll) la oportunidad de generar
mas de un enlace cruzado con el DNA y otras moléculas (aductos ternarios)
(Zhitkovich, 2005). Los enlaces cruzados de glutation, cisteina, ascorbato con el DNA,
mediados por el Cr(lll) representan la clase mas importante de modificaciones de DNA.
En cultivos celulares se determind que los enlaces cruzados Cisteina-Cr(ll1)-DNA y
glutatién-Cr(II1)-DNA son las lesiones mas abundantes, y de manera colectiva aportan
cerca del 80% de todos los aductos ternarios Cr-DNA formados (Quievryn y col., 2003).
Se ha observado que la reduccién in vitro del Cr(VI) también genera aductos binarios

Cr(I11)-DNA, pero se desconoce si su produccidn es significativa en las células. Todos los
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aductos Cr(l11)-DNA ternarios, y la mayoria de los binarios se forman por el ataque de
los complejos de Cr(lll) al DNA. EI Cr(lll) también puede formar enlaces cruzados con el
DNA - proteinas, y entre hebras del DNA, pero el mecanismo por el que se forman no
ha sido determinado aun. Se ha encontrado que los potenciales genotdxico y
mutagénico de los aductos Cr-DNA estd relacionado con el volumen del ligando unido,
los mas grandes generaron una tasa mayor de mutantes. En un estudio in vivo donde
se redujo al Cr(VI) con cisteina y ascorbato se encontré que los aductos Cr-DNA son los
principales responsables del dafio mutagénico y del bloqueo de la replicacion

(Zhitkovich., 2005).

La mayoria de los estudios que se han realizado a la fecha sobre los efectos toxicos del
Cr(VI) en la célula, apuntan a que los aductos Cr-DNA son las lesiones genéticas claves
que contribuyen a la induccién de los efectos bioldgicos principales de Cr(VI), tales
como mutagénesis, inhibicion de la replicacion y muerte celular. Se ha propuesto,
incluso, que la formacién de aductos ternarios Cr-DNA genotodxicos es independiente
de la capacidad de reduccion de la célula y debe exhibir una dosis dependencia lineal

con respecto al Cr(VI) intracelular (Zhitkovich, 2005).

Adem3ds de la formacién de aductos, en algunos organismos como Saccharomyces
cerevisiage se ha encontrado que el dafio oxidativo a las proteinas es el principal

mecanismo de toxicidad del Cr (Sumner y col., 2002).

4. Mecanismos bacterianos de resistencia a cromato

La presencia de altas concentraciones de cromato en el ambiente ha originado la
seleccidon de variantes bacterianas resistentes a este idn. Existen varios reportes de

especies bacterianas resistentes a cromato. Esta resistencia puede estar codificada ya
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sea en plasmidos o en el cromosoma (Cervantes y Silver, 1992). Generalmente los
genes localizados en plasmidos codifican transportadores de membrana, los cuales
median directamente la expulsion de iones cromato del citoplasma celular. Los
sistemas codificados en el cromosoma bacteriano tienen que ver con la reduccion
inespecifica del Cr(VI), actividades de destoxificacion de radicales libres, reparacién del
dafo del DNA y procesos asociados con la homedstasis del azufre y el hierro
(Cervantes y Campos-Garcia, 2007) (Fig. 2). La expulsion del cromato es uno de los

mecanismos mas ampliamente caracterizados y es el que se describira a continuacion.

- Expulsion de cromato

La expulsion de cromato es un mecanismo de resistencia conferido por la proteina
ChrA. Esta proteina estd codificada en el plasmido pUM505 de Pseudomonas
aeruginosa (Cervantes y col. 1990) y en el pldsmido pMOL28 de Cupriavidus
metallidurans (Nies y col. 1990). La ChrA de P. aeruginosa, de 416 aminodcidos (aa),
presenta una topologia de 13 segmentos transmembranales (STM) (Jiménez-Mejia y
col., 2006). ChrA funciona como una bomba quimiosmética que expulsa cromato del
citoplasma de forma dependiente del potencial de membrana (Alvarez y col., 1999,
Pimentel y col., 2002). La expulsidon de cromato es inhibida por sulfato, lo que sugiere
gue este analogo podria unirse también a ChrA. De hecho, se ha propuesto que ChrA
podria funcionar como un antiportador cromato/sulfato (Nies y col., 1998), aungque no
se ha demostrado el transporte de sulfato por ChrA. La mutagénesis al azar de la ChrA
de P. aeruginosa mostré que los aminoacidos esenciales se localizan en el dominio

amino terminal de ChrA (Aguileray col., 2004). Esto ultimo fue confirmado por el
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REDUCCION RADIC'ALES4_I
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DANO AL DNA

Dario al |

Fig. 2. Mecanismos de resistencia bacteriana a cromato. Los efectos tdxicos del cromato se
deben a que una vez dentro de la célula el Cr(VI) es reducido a Cr(lll) que es la especie toxica
porque es capaz de unirse al DNA y las proteinas. Durante el proceso de reduccién se generan
ademas radicales libres. A. En los plasmidos se pueden codificar sistemas de expulsién de
cromato, como la proteina ChrA y sistemas de destoxificacién, como ChrC, que es una
superoxido dismutasa (SOD). B. En el cromosoma se pueden codificar sistemas de resistencia
relacionados con mecanismos de destoxificacion para contrarrestar el dafio ocasionado por los
radicales libres y sistemas de reparacion de dafios al DNA (Modificado de Ramirez-Diaz y col.,
2008).
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analisis filogenético de los homdlogos de ChrA, el cual reveld que las mitades amino
estdn mas conservadas que las mitades carboxilo (Diaz-Pérez y col., 2007). Esto
sugiere que las dos mitades de ChrA llevan a cabo diferentes funciones en el

transporte de cromato.

La proteina ChrA de C. metallidurans, de 401 aa, presenta una topologia diferente de
10 STM y muestra un porcentaje de identidad de 29% con respecto a la ChrA de P.
aeruginosa. El mecanismo de resistencia, sin embargo, parece ser la expulsién de los
iones cromato, igual que la ChrA codificada en pUM505. En el plasmido pMOL28 de
Cupriavidus se encontré también el gen chrB, localizado rio arriba de chrA que codifica

la proteina ChrB, probable regulador transcripcional (Nies y col., 1989).

Ademas de chrA y chrB, pMOL28 contiene al menos cuatro genes mas que podrian

estar involucrados en la resistencia a cromato:

o Rio abajo de chrA se encuentra el gen chrC, que codifica una proteina de 197
aminodcidos (aa), que tiene homologia con superdxido dismutasas de hierro y

manganeso.

o Directamente rio abajo de chrC, hay dos ORFs mas que codifican proteinas
putativas de 113 y 140 aa. Estos genes fueron designados chrE vy chrF,
respectivamente. A ChrE se le asigné la funcién de regulador transcripcional y a ChrF

funcién de rodanasa (Juhnke y col., 2002).

° Rio arriba de chrB, en orientacidon opuesta a su transcripcién, estd otro ORF
denominado chrl que codifica una proteina de 164 aa. A Chrl también se le asigné una

funcién de regulador transcripcional.
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Las ChrA de C. metallidurans y P. aeruginosa sdlo presentaron funcién cuando fueron
expresados en sus propios huéspedes, y no cuando fueron expresados en E. coli
(Cervantes y col., 1990; Nies y col., 1990). En el plasmido 1 de Shewanella sp. ANA-3 se
encontraron también genes chrBAC, los cuales fueron transferidos a E. coli (Aguilar-
Barajas y col., 2008). La expresidon solamente del gen chrA en un vector de alto o bajo
numero de copias, aumentd la resistencia a cromato de la cepa. Por el contrario, la
expresion del operén chrBAC completo no resulté en un aumento significativo de la
resistencia, aunque la expresiéon en un vector de bajo niumero de copias aumento la
resistencia de las cepas a cromato 10 veces madas. El gen chrA también confirid
resistencia cuando fue expresado en P. aeruginosa, pero en este caso el gen chrR fue
necesario para una completa resistencia a cromato. Ensayos de transporte de cromato
mostraron una disminucién de la entrada de este ién a la célula, lo que sugieren que
igual que para las ChrAs de C. metallidurans y P. aeruginosa, la resistencia a cromato
conferida por la CrhA de Shewanella sp. es debida a la expulsién del idon (Aguilar-

Barajas y col., 2008).

Branco y colaboradores (2008) identificaron un transposén TnOtChr (Fig. 9) en la
bacteria Ochrobactrum tritici 5bv11, capaz de sobrevivir a concentraciones mayores a
50 mM de cromato. El transposén TnOtChr, de 7,189 pb, agrupa los genes de
resistencia a cromato chrB, chrA, chrC y chrF, localizados entre genes de una
transposasa y una resolvasa. En sus experimentos, los genes chrBy chrA resultaron ser
esenciales para la resistencia a cromato, no asi chrF y chrC. El promotor chr fue
fuertemente inducido por cromato o dicromato, pero el Cr(lll), agentes oxidantes,
sulfato u otros oxianiones no provocaron ninguna respuesta. La proteina ChrB se

identific6 como un sensor de cromato, regulador de la expresién del operdn,
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suprimiendo la acumulacién celular de cromato a través de la actividad de una bomba
expulsora de cromato codificada por chrA. La expresién de chrB, chrC o chrF en E. coli
con las dobles mutaciones en los genes sodA y sodB, restaurd su crecimiento aerdbico
y le confirié resistencia a agentes generadores de superéxido como la menadiona y el
paraquat, lo que sugiere que estos tres genes participan en la resistencia a cromato
contrarrestando el estrés oxidativo generado durante la reduccion del Cr(VI) a Cr(lll).
La tincion de nitroazul de tetrazolio en geles nativos mostrd que ChrC posee actividad

de superdxido dismutasa (Branco y col., 2008).

5. Andlisis filogenético de ChrA

El aumento en el nimero de genomas completos secuenciados, permitid identificar
varios homodlogos putativos de ChrA, llamados en un principio la familia de
transportadores del idn cromato (CHR) (Nies y col., 1998). En un analisis filogenético
exhaustivo se identificaron 135 secuencias no redundantes homélogas de ChrA, de las
cuales 128 fueron bacterianas, seis de hongos y una de arqueas. Estas proteinas se

agruparon formando la superfamilia de transportadores CHR (Diaz-Pérez y col., 2007).

Las proteinas CHR fueron clasificadas de acuerdo a su tamafio en proteinas bacterianas
bidominio o LCHR (345 — 495 aa) y en proteinas bacterianas monodominio o SCHR
(123 — 234 aa). Las proteinas LCHR bacterianas fueron, a su vez, agrupadas en seis
subfamilias (LCHR1 — LCHR6) (Fig. 3). Cada subfamilia posee un contexto gendmico
caracteristico y la identidad y la similitud entre dos miembros son mucho mayores
entre ellos que cuando se les compara con uno de otra subfamilia (Diaz Pérez y col.,

2007).
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LCHR2

LCHR3

LCHRS

LCHR4

LCHRS

F-LCHR

LCHR1

Fig. 3. Arbol filogenético de las proteinas LCHR. Las proteinas de esta familia se
agrupan en seis subfamilias bacterianas y una de hongos. Con flechas rojas se sefialan
las ChrA de pUMS505 y de pMOL28, que se ubican en las subfamilias 2 y 5
respectivamente, y son las Unicas cuya funcién ha sido extensamente estudiada. La
Unica proteina de las arqueas, sefialada con una punta de flecha negra y remarcada en
verde se ubica en la subfamilia 4. La subfamilia de hongos agrupa a seis proteinas de
cinco organismos distintos (Diaz-Pérez y col., 2007).
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La comparacién del contexto gendmico de las proteinas de las diferentes subfamilias,
usando como referencia el bien caracterizado contexto de la ChrA de pMOL28, arrojé
gue las proteinas de la subfamilia LCHR2 estan generalmente asociadas con genes chrB
(en el 78% de los casos) y con genes chrF (en el 67%). Con respecto a las proteinas
LCHRS5, éstas se asocian con genes chrB, chrC y chrF, pero esta asociaciéon es menos
frecuente con sélo el 19, 19 y 31%, respectivamente. Las proteinas LCHR1, LCHRS3,
LCHR5 y LCHR6 no se asocian con ningln gen que tenga relacion con la resistencia a

cromato (Fig. 4).

Con respecto a la distribucion de las proteinas LCHR en los diferentes taxones
bacterianos, se encontré que las f—proteobacterias son el grupo taxondémico con el
mayor numero de homdlogos de ChrA, presentando proteinas de cinco subfamilias

diferentes, cuatro de éstas LCHR (Fig. 5).

6. El género Burkholderia

El género Burkholderia fue creado por Yabuuchi y col., en 1992 para acomodar el
anterior grupo rRNA Il de Pseudomonadas, excluyendo a P. picketii y P. solanacearum,
gue fueron transferidas al género Ralstonia. Este género fue nombrado en honor al
bacteriélogo norteamericano W.H. Burkholder, que fue el descubridor del agente
etioldgico de la piel agria de la cebolla y el primero en relacionar a las bacterias con
enfermedades de las plantas (Burkholder, 1948). Es un grupo de organismos
filogenéticamente bien definido que agrupa especies que habitan diversos nichos
ecolégicos. Las mds de 40 especies descritas a la fecha habitan nichos

extraordinariamente diversos, comprenden bacterias del sueloy la rizésfera, asi como
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Fig. 4. Contexto gendmico de las proteinas LCHR. Con flechas rojas se indican los genes chrA,

con amarillas chrB, con verdes chrC, con naranjas chrF, con azules, chrE y con gris chrl.
(Tomado de Diaz-Pérezy col., 2007).
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Familia Subfamilia

4 (" Fungal Ascomycota
LCHR & Basidiomycota
related Bactercidetes
¥ proteobacteria
o protecbacteria
LCHR1 Firmicutes
Actinobacteria
Chloroflexi
Deinaccoccus-Thermus
o LCHR2 Cyanocbacteria
5 < Bacteroidetes
|

Cyanobacteria
8 proteobacteria

{ Cyanobacteria

LCHR3

LCHR4 3 proteobacteria

Euryarchaeota
{ ¢ proteobacteria

Superfamilia CHR <

LCHR5

3 proteobacteria

-~
UL l o protecbacteria

Firmicutes
T Spirochaetes
5 < SCHR2 Y Bacteroidetes
@ Fusabacteria
SCHR3 Firmicutes
&related 1 Spirochaetes
N\ ~ Thermotogae

Fig.5. Distribucidn taxondmica de la superfamilia CHR. A la derecha se indican los
grupos taxondémicos a los que pertenecen los microorganismos que presentan
proteinas CHR. Las P-proteobacterias (en recuadro verde) presentan proteinas de

cuatro subfamilias LCHR, ademas de la subfamilias SCHR1 (Modificado de Diaz-Pérez y
col., 2007).
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patégenos de planta, patégenos de humanos y patégenos oportunistas de humanos

(Payne y col., 2005).

Las bacterias pertenecientes al género Burkholderia son bacilos rectos gram-negativos,
no fermentadores, con uno o varios flagelos polares. Una sola especie del género, B.
mallei, es atrica y no movil. Producen catalasa y la actividad de oxidasa varia entre las
especies. Los acidos grasos celulares estan caracterizados por la presencia de 3-hidroxi
Cie:0. Las cepas tipo de varias especies se caracterizan por la presencia de dos tipos de
lipidos de ornitina. La mayoria de las especies crecen a 40°C. Todas las especies
pueden crecer con los siguientes sustratos como fuente Unica de carbono: glucosa,
glicerol, inositol, galactosa, sorbitol y manitol. Algunas especies son patdgenas para
humanos, animales o plantas. Se pueden aislar de plantas, suelo o muestras clinicas.
Pueden ser reconocidas en base a la secuencia del rRNA 16S. La mayoria de las cepas
acumulan polihidroxibutirato como material de reserva y son capaces de efectuar la
ruptura orto del protocatecuato. El contenido de G+C es de 59.0 a 69.5 mol%. La

especie tipo es Burkholderia cepacia (Gillis y col., 1995).

Tradicionalmente las especies de Burkholderia son conocidas como patégenos de
plantas y como bacterias de suelo, con dos excepciones importantes, B. mallei y B.
pseudomallei, las cuales son primariamente patégenos de humanos y animales. El
conocimiento actual sobre la diversidad de los miembros de este género, indica que el
rango de interacciones entre estas bacterias y su hospedero es mas complejo, diverso
y frecuentemente contradictorio. Las interacciones de algunas especies parecen estar
restringidas a un tipo de hospedero, mientras que otras tienen un rango mucho mas
amplio de hospederos. El principal tipo de interacciones puede ser de patdgenos, pero

también puede ser simbidtico, o ambos. La mayoria de las especies de Burkholderia,
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sin embargo, se sabe que son bacterias de suelo, las cuales exhiben diferentes tipos de

interacciones no-patégenas con plantas (Coenye y Vandamme, 2003).

- Complejo Burkholderia cepacia (BCC)

El complejo de Bukholderia cepacia consiste de varias especies de bacterias gram-
negativas muy relacionadas entre si y extremadamente versatiles que se encuentran
de manera natural en el suelo, el agua vy la rizésfera de las plantas. Las cepas del BCC
han sido utilizadas en el control biolégico de enfermedades de plantas y en la
biorremediacidon, mientras que algunas cepas son patdgenos de plantas o patdgenos
oportunistas en humanos con fibrosis quistica (Mahenthiralingam y col., 2000). La
versatilidad ecoldgica de estas bacterias ha sido atribuida a que poseen un
multirreplicon relativamente grande (4 — 9 Mb), rico en secuencias de insercién y
genomas sumamente plasticos, que contienen genes para el metabolismo de un gran
numero de compuestos organicos y para la produccién de antibidticos (Lessie y col.,
1996). Los miembros del BCC poseen un potencial biotecnoldgico considerable como

agentes para la biorremediacidn y el control biolégico (Coenye y col., 2001).

A. Burkholderia xenovorans LB400

Varias cepas de Burkholderia han ganado interés debido a su capacidad de degradar
compuestos xenobidticos, tales como halogenados aromaticos. Uno de los ejemplos
mejor estudiados es B. xenovorans LB400 (anteriormente Pseudomonas sp. LB40O,
Burkholderia sp. LB400, B. fungorum LB400) una cepa aislada de un suelo contaminado
con PCB en Moreau, Nueva York, EEUU por ingenieros de la compafiia General Electric

(Bedard y col., 1986). Esta cepa es capaz de oxidar mas de 20 congéneres de los PCB
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(bifenilos policlorados) con mas de seis sustituciones cloruro en el anillo bifenilo

(Coenye y col., 2001).

- Descripcion de Burkholderia xenovorans

Burkholderia xenovorans (del griego adj. XENOS extranjero; L. part. pres. VORANS
devorar, digerir; N. L. part. adj. XENOVORANS que digiere compuestos extrafios). Son
células gram-negativas, moviles, no esporuladas, bacilos rectos (1-2 um de largo y 0.5
pm de ancho). Las cepas crecen en agar nutritivo a 28°C pero no a 42°C (Goris y col.,

2004).

a. Descripcion del genoma de Burkholderia xenovorans

El genoma de B. xenovorans LB400 tiene un tamafio de 9.73 megapares de bases
(Mpb), y posee alrededor de 9000 secuencias codificantes distribuidas a lo largo de
tres replicones, los cuales fueron designados cromosoma 1 (4.90 Mpb), cromosoma 2
(3.36 Mpb) y cromosoma 3 (1.47 Mpb) (Chain y col., 2006). El cromosoma mas grande
concentra las funciones celulares mas importantes, por ejemplo, las maquinarias
traduccional, de replicacion de DNA, de divisién celular y el metabolismo de
nucledtidos y pueden ser considerado como el cromosoma medular. Los otros dos
cromosomas tienen funciones enfocadas al metabolismo energético, metabolismo
secundario, transporte y metabolismo de iones inorgdnicos y metabolismo y

transporte de aminodcidos (Chain y col., 2006).

La redundancia de genes y de funciones parece ser un tema importante en los
genomas bacterianos grandes. En el genoma de B. xenovorans, 1581 de los 9000

genes (17%) tuvieron el mejor apareamiento dentro del mismo genoma de la bacteria
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en lugar de la base de datos con los cientos de genomas completos. Este porcentaje es
el mas grande a la fecha de potencial redundancia de genes y de funciones entre
todos los genomas de bacterias de vida libre, entre las que el promedio es de 7.6%
(x4.0%) de sus genes. La lista de paralogos en el genoma de B. xenovorans estd
enriquecida con genes relacionados con el transporte (230 pardlogos), transduccién de
sefiales (164), elementos moviles (112), proteinas de membrana (66) y metabolismo
secundario, incluyendo 120 deshidrogenasas, 32 di-oxigenasas y 13 mono-oxigenasas.
Estos 1581 pardlogos estan distribuidos numéricamente de manera mds o menos
uniforme entre los tres replicones (aproximadamente 500 genes por replicén). El alto
numero de pardlogos entre las proteinas de transporte se correlaciona con la gran
fraccion de los genes de B. xenovorans (aproximadamente 1400 codificando mas o
menos 610 sistemas de transporte). Presenta aproximadamente 180 sistemas de
expulsién, que incluyen 89 bombas de expulsién de drogas, 18 sistemas de secrecién
de proteinas, 21 bombas de expulsiéon de metales pesados y 18 bombas de expulsidn
de aminoacidos y de aminodacido-lactonas. Los otros 430 sistemas estan involucrados
en el ingreso de compuestos organicos, cationes inorganicos esenciales y varios

aniones (Chain y col., 2006).

La segunda clase de proteinas para los que se observa un gran nimero de paralogos es
la transduccion de sefiales. Se ha visto anteriormente que el nimero de redes de
transduccion de sefiales aumenta desproporcionadamente con el tamaio del genoma.
El 9% del genoma de B. xenovorans esta dedicado a la transducciéon de sefiales y utiliza
casi el espectro entero de dominios sensores y reguladores encontrados en la
transduccién de sefiales en procariotas. Proteinas de transduccién de sefiales de un

componente y un maédulo regulatorio son el mecanismo dominante de transduccién de
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sefiales en esta bacteria; la mayoria de éstos son sistemas citoplasmaticos solubles lo
que indica que detecta la mayoria de las sefiales ambientales intracelularmente,
después de que han sido transportadas a la célula. Los sistemas de transducciéon de
sefiales de dos componentes son menos abundantes (Chain y col.,, 2006). La
extraordinaria capacidad de sensado de esta bacteria se enfatiza por el hecho de que
Rhodococcus sp., un organismo con un nicho y un tamafio de genomas similares, posee
25% menos de sistemas de transporte y menos de la mitad de sistemas de

transduccion de sefiales (McLeod y col., 2006).

B. Burkholderia vietnamiensis

El nombre de Burkholderia vietnamiensis hace referencia a Vietnam, el pais donde se
aislaron las cepas provenientes del arroz. Son células méviles de 0.8 a 2 um de largo y
de 0.3 a 0.8 um de ancho. El contenido de G+C varia de 66.9 a 68.1%. Han sido
aisladas de suelos donde se cultiva arroz y de muestras clinicas. La cepa tipo es B.

vietnamiensis TVV75 (Contenido de G+C = 67.9%) (Gillis y col., 1995).

La cepa de B. vietnamiensis G4 fue aislada de una poza de retencién en una planta de
tratamiento de desperdicios industriales de la Estacion Aérea Naval (NAS) en una zona
con historial de contaminacién por compuestos organoclorados en Pensacola, Florida,
EEUU. Fue la primera cepa capaz de degradar tricloroetilenos (TCE), con CO2 y
compuestos no volatiles como productos finales de la degradacién (Nelson y col.,
1986), por esta razon se le estudia principalmente con fines de utilizarla en la
biorremediacion de suelos contaminados con compuestos organoclorados (Yeager y

col., 2001).
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- Burkholderia vietnamiensis TVVV75

En 1988 Tran Van aislé varias cepas capaces de fijar nitrégeno atmosférico, asociadas
con raices de plantas de arroz en campos de Vietnam, a las que llamé cepas TVV. Estas
cepas fueron caracterizadas posteriormente y mostraron ser fenotipicamente muy

similares a Burkholderia cepacia (Tran Van, 1988).

En 1995, Gillis y col.,, propusieron que estas cepas eran una nueva especie de
Burkholderia, las primeras capaces de fijar nitrégeno atmosférico y las llamaron
Burkholderia vietnamiensis, siendo la TVV75 la cepa tipo. A esta cepa se le estudia
principalmente con fines de utilizarla como promotora del crecimiento de las plantas

(Tréan Van y col., 2000; Govindarajan y col., 2006).

Il. JUSTIFICACION

Debido a la gran cantidad de secuencias de proteinas LCHR que se han identificado, y
gue se siguen identificando a medida que aumenta el numero de genomas
secuenciados, y debido a que sélo se han estudiado proteinas de dos de las seis
subfamilias LCHR, es de nuestro interés saber si existen homdlogos funcionales en

subfamilias que no han sido estudiadas.

Para ello se utilizaron como fuente de homdlogos a las P-proteobacterias B.
xenovorans LMG 21463 (LB400) y B. vietnamiensis TVV75, que presentan un gran

numero de proteinas LCHR de distintas subfamilias.

Il HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS: Las proteinas de la familia LCHR de Burkholderia xenovorans y Burkholderia

vietnamiensis confieren resistencia a cromato.
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OBJETIVO GENERAL: Determinar si proteinas LCHR de Burkholderia xenovorans y

Burkholderia vietnamiensis confieren resistencia a cromato

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

* Realizar andlisis bioinformdticos a las secuencias de proteinas LCHR

seleccionadas

* Transferir los genes de B. xenovorans y B. vietnamiensis que codifican proteinas

de distintas subfamilias LCHR a cepas huésped

* Determinar si los genes clonados confieren resistencia a cromato

V. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

La estrategia completa que se diseiid para cumplir los objetivos propuestos se muestra en la

figura 6.

Obtener DNA
gendémico
Seleccionar genes que
codifiquen proteinas Disefiar oligos para ;
LCHRde B. jp| amnplificar los genes Amplificar por
xenovoransy B. lehr PCR
vietnamiensis ‘

| Clonar los fragmentos
Subclonar amplificados enun

vector de recuperacion

Transformar cepas

receptoras

!

Medir susceptibilidad a

cromato

Fig. 6. Estrategia experimental.
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V.

MATERIALES Y METODOS

REACTIVOS Y MEDIOS DE CULTIVO

Los medios de cultivo o sus componentes de los laboratorios Bioxon de México S. A,,

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

CEPAS

K2CrOa4 de los laboratorios Merck.

Caldo Luria Bertani (CL): NaCl 1%, peptona de caseina 1% y extracto de
levadura 0.5%. Se empled para crecimiento de bacterias, para preindculos en
las pruebas de susceptibilidad al cromo y para aislamiento de DNA.

Agar Luria Bertani (AL): Al caldo Luria se le agregd 1.5% de agar bacterioldgico.
Se utiliz6 para crecer las bacterias luego de la transformacidon y para
resembrarlas.

Caldo nutritivo (CN): Extracto de carne 3.0 g, peptona de carne 5.0 g y agua
destilada cbp 1 litro. Se utilizé para crecimiento de bacterias y para realizar
pruebas de susceptibilidad a cromato en medio liquido.

Agar nutritivo: La misma preparacién del caldo y se le agregan 15 g/I de agar
bacterioldgico. Se utilizd para el crecimiento de las cepas de Burkholderia.
Medio minimo M9: Sales M9 (Sigma), sulfato de magnesio 2 mM, glucosa 20
mM, cloruro de calcio 0.1 mM. Se utilizdé para realizar pruebas de

susceptiblidad a cromato.

Escherichia coli JM101. supE thi-1A(lac-proAB)[F’ traA36 proAB lacl® AAM15]
(Yanish-Perron y col., 1985). Se utilizd para transformar con los plasmidos

recombinantes derivados de pGEMT.
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Escherichia coli TOP-10. F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢$80lacZAM15 AlacX74
nupG recAl araD139 A(ara-leu)7697 galE15 galK16 rpsL(Str") endA1 A" (Durfee y
col., 2008). Se utilizé para transformar con los plasmidos recombinantes
derivados de pJET 1.2.

Escherichia coli W3110. F A" rph-1 INV(rrnD, rrnE) (Bachman, 1972). Esta cepa
fue receptora de los plasmidos recombinantes y se utilizd para realizar las
pruebas de susceptibilidad a cromato.

Pseudomonas aeruginosa PAO1 (Holloway, 1969). Esta cepa fue receptora de
los plasmidos recombinantes derivados de pUCP20.

Burkholderia vietnamiensis TVV75 (Gillis y col., 1995).

Burkholderia xenovorans LMG21463 (LB400) (Goris y col., 2004).

Las cepas de Burkholderia fueron donadas por el Dr. Jesus Caballero Mellado del

Centro de Ciencias Gendmicas de la UNAM en Cuernavaca, Morelos.

VECTORES

Los vectores que se utilizaron son los siguientes:

PGEM-T (Promega), para la recuperacion de productos de PCR, con un nimero
de copias de 300 a 700 por célula, tiene un gen de resistencia a amplicilina
(Summertony col., 1983).

pJET 1.2 (Fermentas), para la recuperacion de productos de PCR, con un
numero de copias de 500 a 700.

pUCP20. Este vector contiene un gen de resistencia a ampicilina y origenes de
replicacion para E. coli y Pseudomonas (West y col., 1994). En E. coli presenta

un nimero de copias de alrededor de 500 y en P. aeruginosa, 20 copias.
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e pACYC 184. Es un vector de clonaciéon de E. coli, con alrededor de 15 copias por
célula y genes de resistencia a cloramfenicol y tetraciclina (Sambrook y col.,

1995).

METODOS

1. Reaccion en cadena de la polimerasa

Como muestra de DNA para la amplificacion se usaron de 200 a 400 ng del DNA total
de los organismos a probar. Se adicionaron de 10 a 20 picomoles (pm) de oligos directo
y reverso (Tabla 1) y 12.5 ul de la mezcla de reaccidn Super Mix Il que contiene la
enzima Taq polimerasa, anticuerpos anti-Taq (inhiben la actividad de la enzima a
temperatura ambiente y proveen a la enzima de un “hot start”), una proteina
AccuPrime termoestable (mejora la hibridacion oligo-molde), magnesio y dNTPs a
concentraciones optimizadas. La mezcla se sometidé a 25—-35 ciclos con las siguientes
condiciones 95°C/ 30-40 s (desnaturalizacion), 46—60°C/40-60 s (alineamiento), 72°C/2
min (polimerizacién) y a un ciclo final de polimerizacidon de 72°C/5 min. Lo anterior en

un termociclador Perkin ElImer modelo Gene Amp PCR System 2400.

2. Electroforesis en geles de agarosa

Se prepararon geles de agarosa a una concentracion de 1% (p/v) en amortiguador TAE
(Tris-acetato 0.04 M y EDTA 0.001 M). Los geles se depositaron en una camara de
electroforesis horizontal, las cuales contenian el mismo amortiguador. Las muestras
de DNA se mezclaron con 2 pl de la solucién colorante (azul de bromofenol al 0.05%,
EDTA 0.1 M pH 8.0, SDS 5%, sacarosa 40%) y se descargaron en los pozos del gel. La

camara se conectd a una fuente de poder y se sometié a un voltaje constante por un
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Tabla 1. Oligonucleédtidos disefiados para amplificar los genes Ichr.

OLIGO ? SECUENCIA® ENZIMA DE RESTRICCION®
Bfu_LCHR6_470 D 5 GATCCGTCGTCTGAAGCTTATC 3’ Hind IlI
Bfu_LCHR6_470 R 5 GTTCGTTCATCCAGGGAATTCC 3’ Eco R
Bfu_LCHR1_449 D 5 GGGTAGTCGGAAGCTTTCATG 3’ Hindlll
Bfu_LCHR1_449 R 5 CCTCICTAGAAAGGTGGCAACC 3’ Xbal
Bvi_LCHRS5_474_D 5" GTTCTCGCTCTAGACATGTAC 3 Xbal
Bvi_LCHRS5_474_R 5" GATCGATCGAAGCTTTCAC 3’ Hind Il
Bxe_LCHR2_402_D 5" CGAATAGCATCTAGACGCTTG 3’ Xbal
Bxe_LCHR2_402_R 5" GGACGATCGAATTCTCTCGC 3° EcoRI

Bxe_FCA2B_D 5" GTCCATCTAGAAGGAGGTAAGC 3 Xbal
Bxe_FCA2B_R 5" CAGTTGCGTGAAGCTTCGAC 3’ Hind IlI

a. El nombre del oligo indica el nombre abreviado del organismo, la subfamilia a la que
pertenece la proteina LCHR, el tamafio (aa) y la orientacion: directo (D), reverso (R). b. Se
indica en negritas y subrayado el sitio de restriccién adicionado para usarse porteriormente en
la subclonacién. c. Se indican las enzimas empleadas.
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periodo adecuado de tiempo. Luego del corrimiento los geles se tifieron con una
solucién de bromuro de etidio al 0.01% durante 5 min. Las bandas tefidas se

observaron en un transiluminador de luz UV y posteriormente se fotografiaron.

3. Purificacion de plasmidos

Por lisis alcalina, por el método de Birnboim y Doly, 1979 e Ish-Horowics y Burke, 1989,

descrito a continuacion:

Se centrifugaron 4 ml de un cultivo bacteriano crecido toda la noche durante 2 min a
12 000 rpm a temperatura ambiente. Luego se decantd el sobrenadante y se
resuspendio la pastilla en 100 ul de la solucidn STE (sacarosa 50 mM, Tris-HCI 25 mM,
pH 8 y EDTA 10 mM). Luego se le adicionaron 20 ul de una solucién de lisozima (20
mg/ml), se mezclé ligeramente y se incub6 a 37°C durante 5 min. Se agregaron 300 pl
de la solucidn de lisis recién preparada compuesta por NaOH 0.2N y SDS 1% se agito
suavemente y se incubé durante 10 min en hielo. Luego se adicionaron 200 pl de una
solucion de acetato de potasio 5M (acetato de potasio 5M y acido acético glacial pH
4.8), se mezcld ligeramente y se incubd 10 min en hielo. Se centrifugd durante 5 min a
12000 rpm. Se transfirio el sobrenadante a otro tubo (o con un palillo estéril se
retiraron los restos celulares). Al sobrenadante se le adicionaron 500 pl de la mezcla
fenol/cloroformo/alcohol isoamilico 24:24:1, se mezcld6 moderadamente y se
centrifugdé durante 5 min a 12 000 rpm. Luego se transfirié el sobrenadante a otro
tubo y se le agregaron 500 pl de cloroformo/alcohol isoamilico 24:1, se mezcl6
suavemente y se centrifugd durante 3 min a 12 000 rpm. Se deseché el sobrenadante,
se lavd dos veces con 500 pl de etanol al 70% centrifugando durante 3 min entre cada

lavado. Se seco la pastilla a 65°C y se resuspendié en 50 ul de agua desionizada estéril
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0 agua HPLC. Se agregaron 5 ul de RNasa y se incubo a 37°C durante 30 min, luego de
este tiempo se inactivo la enzima a 65°C/15 min. El DNA obtenido se corrid en un gel

de agarosa o bien se almacend a -20°C.

4. Transformacion por electroporacion

a. Preparacion de células competentes

Se crecid la cepa receptora de los plasmidos en 4 ml de CL a 37°C con agitacion
constante por 14 h. Luego de este tiempo se transfirieron los 4 ml del cultivo a 250 ml
de CL precalentado a 37°C y se incubd a esta temperatura con agitacion constante
hasta alcanzar una densidad éptica de 0.6 a 590 nm. Una vez que alcanzd esta
densidad éptica se colocd el matraz en hielo por 15 min. Posteriormente se centrifugd
el cultivo en tubos de 40 ml por 10 min a 6 000 rpm. A continuacién, se lavaron las
células dos veces con 20 ml de agua desionizada, estéril y fria, centrifugando 10 min a
8 000 rpm en cada ocasién. Por ultimo, las células se resuspendieron en 2 ml de

glicerol al 10% y se almacenaron a -80°C.

b. Transformacion

A 100 pl de células competentes se les adicionaron 2 ul de DNA y la muestra se colocé
entre los electrodos de una celda en la cdmara de electroporacién del Electroporador
215 (Eppendorf), la mezcla se sometid a un pulso eléctrico e inmediatamente después
se paso la suspension a un tubo con 2 ml de CLy se incubd por 1 h a 37°C con agitacion
constante. Posteriormente, se distribuyeron 100 pl en placas de agar con medio
selectivo para la obtencién de transformantes y se incubd de 24 — 48 h a 37°C. Las
colonias obtenidas se inocularon en 4 ml de CL con el antibidtico adecuado y se les

realizé aislamiento de DNA.
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5. Tratamiento enzimatico de las moléculas de DNA

a. Restriccidon con endonucleasas

Los DNAs purificados se digirieron utilizando 1 unidad de la enzima correspondiente
por cada ug de DNA, y se incubd a 37°C por 12 — 18 h. Posteriormente se hizo el
corrimiento electroforético de la mezcla de restriccién en geles de agarosa para

verificar el tamano de los fragmentos obtenidos.

b. Ligacién

Los fragmentos de DNA, purificados a partir del gel de agarosa, se ligaron manteniendo
una proporcién 3:1 (inserto:vector). Se usaron aproximadamente 30 ng del DNA de
vector y 100 ng de inserto empleando la ligasa del fago T4, incubando a 4°C toda la

noche.

6. Pruebas de susceptibilidad a cromato

Por el método descrito a continuacion:

Se prepararon tubos con 4 ml de CN o medio minimo M9 y con diferentes
concentraciones de cromato. A cada tubo se le agregaron 40 ul de cultivo crecido en
CN durante 18-20 h a 37°C con agitacion constante. Como control de crecimiento
bacteriano se incluyé un tubo sin cromato. Los tubos inoculados se incubaron por un
periodo de 18-20 h a 37°C con agitacion constante. La susceptibilidad se midié en

funcidén de la absorbencia de los cultivos a 590 nm en un espectrofotdmetro.
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VI. RESULTADOS

1. Proteinas LCHR seleccionadas

Una subfamilia proteica agrupa a proteinas idealmente ortélogas que llevan a cabo la
misma funcion (Riveros-Rosas y col., 2003). Debido a la redundancia de genes Ichr que
presentan B. xenovorans y B. vietnamiensis en sus genomas, se compararon la
identidad y la similitud de las proteinas de cada subfamilia LCHR, tanto entre ellas
mismas como con las ChrA de pUM505 de la subfamilia LCHR5 y de pMOL28 de la
subfamilia LCHR2, para determinar si existian diferencias significativas entre los
miembros de cada subfamilia y las proteinas cuya funcién estd ampliamente
demostrada. Los alineamientos por parejas se hicieron en BioEdit, utilizando la opcién

de alineamiento global éptimo. Los resultados se muestran en la figura 7.

Las proteinas LCHR1 de B. xenovorans (430 aa) y B. vietnamiensis (405 aa) presentaron
porcentajes de identidad parecidos con respecto a las ChrAs de pUM505 y pMOL28,
de alrededor de 35%. La proteina LCHR2 de B. xenovorans (398 aa) y las proteinas de B.
vietnamiensis (395 y 392 aa) presentaron porcentajes de identidad de alrededor del
38% con respecto a la ChrA de pUMS505 y de 72% con respecto a la ChrA de pMOL28,
gue también pertenece a esta subfamilia. La proteina LCHR5 de B. vietnamiensis (474
aa) presentd un porcentaje de identidad de 37% con respecto a la ChrA de pUM505,
que pertenece a su misma subfamilia, y de 34% con respecto a la ChrA de pMOL28.
Las proteinas LCHR6 de B. xenovorans y B. vietnamiensis (402 aa) presentaron un
porcentaje de identidad de 34% con respecto a la ChrA de pUM505 y de 33% con

respecto a la ChrA de pMOL28 (Fig. 7).
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LCHR1
ChrApMOL28 | ChrA pUMS05 | Bxe_LCHR1_430 | Bvi_LCHR1_405
Bxe LCHR1 430 | 328 | 362 | 359 | 417 - - 53.6 | 585
Bvi_LCHR1_405 354 | 383 | 366 | 399 | 536 | 585 - -
LCHR2
ChrA pMOL28 | ChrA pUMS505 | Bxe_LCHR2_402 | Bvi_LCHR2_392 | Bvi_LCHR2_395
Bxe LCHR2 398 | 68.8 | 755 | 36.1 | 40.4 - - 665 | 755 | 66.4 | 748
Bvi_LCHR2_ 392 | 74.9 | 828 | 38.0 | 423 | 665 | 755 - - 84.1 | 89.7
Bvi LCHR2 395 | 742 | 832 | 399 | 427 | 664 | 748 | 841 | 89.7 - -
LCHRS5
ChrA pMOL28 | ChrA pUM505
Bvi_LCHRS_474 [34.9 |40.1 [37.2 | 42.2
LCHR6
ChrA pMOL28 | ChrA pUM505 | Bxe LCHR6_402 | Bvi_LCHR6_402
Bxe_LCHR6_402 | 33.7 | 386 | 340 | 372 - - 624 | 69.2
Bvi LCHR6 402 | 33.2 | 36.1 | 345 | 39.1 | 624 | 69.2 - -

Fig. 7. Comparacién de la

Identidad y similitud de las proteinas LCHR de B. xenovorans y B.

vietnamiensis. En cada tabla se comparan los porcentajes de identidad (sombreado) y similitud de
las proteinas de la primera columna con las proteinas a la derecha. El nombre de las proteinas
indica la abreviatura del organismo de que proceden, la subfamilia LCHR y el nimero de

aminodacidos.

utilizando el programa BioEdit.

Los valores se obtuvieron alineando por parejas las secuencias de las proteinas
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Con estos resultados de identidad y similitud entre los miembros de la misma
subfamilia se decidié estudiar la funcién de una proteina de cada subfamilia diferente

de B. xenovorans o de B. vietnamiensis.

Las proteinas seleccionadas fueron las siguientes:

- De la subfamilia LCHR1, se eligi6 la proteina de 430 aa de B. xenovorans codificada
en el cromosoma 1. El gen que codifica a esta proteina LCHR1 (Bxe_A1857) esta
flanqueado por genes que codifican a una proteina hipotética y una posible
proteina antigénica de reaccién cruzada con la miosina (MCRA), que
probablemente no estan relacionados con la resistencia a cromato (Fig. 8A).

- De la subfamilia LCHR2 se eligié a la proteina de 398 aa de B. xenovorans.
Aledafios al gen Bxe_C1206 que codifica a la proteina LCHR2, se encuentran genes
que codifican proteinas homoélogas a ChrB, ChrC y ChrF del pldsmido pMOL28 de
C. metallidurans y del transposén TnOtChr de O. tritici (Fig. 8B). Las proteinas
codificadas por el posible operén ChrBA2FC presentan una alta identidad y
similitud con las proteinas codificadas en el transposén TnOtChr, de igual forma
que las transposasas y las resolvasas que los flanquean, ademds de que los genes
que codifican estas proteinas presentan el mismo arreglo (Fig. 9).

- De la subfamilia LCHRS5 la proteina a estudiar fue la de 474 aa de B. vietnamiensis.
Esta proteina esta dentro de un operdn putativo, que ademas de tener genes
aledafios que codifican a homdlogos de ChrB, ChrC y ChrF, tiene cerca genes que
codifican proteinas ChrA2 y ChrF. Este operén esta formado por nueve genes, de
los cuales siete estan relacionados con la resistencia a cromato (Fig. 8C).

- De la subfamilia LCHR6 se eligio a la proteina de 402 aa de B. xenovorans. Esta

proteina estd codificada en el cromosoma 1 y tiene aledaios genes que codifican
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una proteina hipotética y una posible diaguanilato ciclasa/fosfodiesterasa (DGC),

probablemente no relacionadas con la resistencia a cromato (Fig. 8D).

1.1 Comparacion de los dominios amino y carboxilo de las proteinas LCHR

seleccionadas

Las proteinas LCHR presentan dos dominios que se han denominado los dominios
amino y carboxilo y se sabe que el dominio amino se encuentra mejor conservado que
el dominio carboxilo (Diaz-Pérez y col., 2007). Para la ChrA de pUM505 se encontré un
mayor nimero de aminodcidos esenciales para la funcién en el dominio amino que en
el dominio carboxilo, esto sugiere que cada uno de los dominios podria Ilevar a cabo
una funcién diferente en la expulsién de cromato (Aguilera y col., 2004). Para saber si
esto se presenta en todos los miembros de las subfamilias de las proteinas de estudio
se compararon los grados de conservacion de los dominios amino y carboxilo por

separado de cada subfamilia.

Para determinar la variacion del nivel de identidad y similitud de los dominios por
separado entre las diferentes subfamilias, las secuencias de proteinas se dividieron por
la regidn interdominio, se compararon con varios miembros de la misma subfamilia y

se alinearon utilizando el programa CLUSTAL W (Thompson y col., 2002) (Fig. 10).

En el caso de la subfamilia LCHR1, en el dominio amino alrededor del 17% de los
aminoacidos son idénticos entre los miembros de la subfamilia (Fig. 10A), mientras
que en el dominio carboxilo este porcentaje sube hasta 25% (Fig. 11A), por lo que el
dominio carboxilo estd mas conservado que en el amino. Para la subfamilia LCHR5 se
observa el caso contrario, en el dominio amino se observa que el 16% de los

aminoacidos son idénticos entre los miembros de la subfamilia (Fig.10C) y en el
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LCHR1
Bxe_LCHR1_430

A -\ MCRA :}

Bxe A1858  Bxe A1857  Bxe A1856

Cromosoma 1

LCHR2
Bxe_LCHR2_398

B <unn < e €A

Bxe_C1205 Bxe_C1206 Bxe_C1207 Bxe_C1208

Megaplasmido

LCHR5
Bvi_LCHR5_474

c o )>mmmp vy >EDp

Bcep1808_7479 Bcep1808_7480 Bcep1808_7481

Cromosoma 3 y plasmido pBVIEO3

LCHR6
Bxe_LCHR6_402

D [ vec - <M< e

Bxe A3337  Bxe A3336  Bxe A3335

Cromosoma 1

Fig. 8. Contexto gendmico de los genes Ichr de Burkholderia seleccionados. En el nombre, a la
izquierda, se indica la especie de Burkholderia, la subfamilia a la que pertenece la proteina que
codifica el gen y el tamafio (aa). Las flechas que representan los genes indican el sentido de la
transcripcion. Debajo de cada flecha se indica la etiqueta del gen y su localizacién en los distintos
replicones del genoma. P.H. corresponde a un gen que codifica una proteina hipotética. Los datos
fueron tomados del NCBI.
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TnOtChr
7189 pb

chrP

< tnpA | chrC

34.8 82.2 43.9

e nl fopEras

Operdn FCA2B de B. xenovorans

Fig.9. Comparacion de las secuencias del transposén TnOtChr de O. tritici con el operdn
putativo chrFCA2B de B. xenovorans. Las flechas que representan los genes indican el sentido
de la transcripcion. Los genes homdlogos se representan con el mismo color en ambos
arreglos. chrP indica la ubicacién del promotor identificado en el transposoén y la flecha seiiala
la direccion de la transcripcion. En azul se indica la identidad en porcentaje. P.H. Indica un gen

que codifica una proteina hipotética.
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dominio carboxilo sélo el 12% de los aminodcidos se conservan (Fig. 11C). En la
subfamilia LCHR2 el porcentaje de aminoacidos conservados en el dominio amino es
de alrededor del 36% (Fig. 10B) y 45% en el carboxilo (Fig. 11B), en esta subfamilia el
dominio carboxilo esta mas conservado que el amino. En la subfamilia LCHR6, los
porcentajes de aminodacidos conservados son muy altos: el dominio amino presenta un
51% de aminodcidos idénticos entre los tres miembros de la subfamilia (Fig. 10D) y el
dominio carboxilo presenta un 62% (Fig. 11D), por lo que, al igual que en las
subfamilias LCHR1 y LCHR2, el dominio carboxilo parece estar mas conservado que el

dominio amino.

1.2 Perfil hidropatico de las proteinas seleccionadas

La arquitectura de las proteinas de membrana se refleja en el perfil hidropatico de su
secuencia de aminodcidos (Degli-Esposti y col., 1990). Los elementos de las
estructuras secundaria y terciaria determinan el perfil, y dado que la estructura
proteica estd mejor conservada que la secuencia de aminodcidos, el perfil hidropatico
puede detectar relaciones evolutivas mas distantes de lo que lo hace la estructura

primaria (Lolkelma y Slotboom, 1998).

Para determinar si las proteinas seleccionadas presentaban una topologia membranal
similar a la topologia reportada de las proteinas funcionales se compararon sus perfiles
hidropaticos y los posibles STM. Se uso el programa BioEdit para comparar los perfiles
hidropaticos de las proteinas LCHR seleccionadas con el de las proteinas ChrA de P.
aeruginosa y ChrA de pMOL28 (Figs. 12-15). Debido a la diferencia de tamafo entre
las secuencias, se realizd un alineamiento entre cada pareja comparada, se cortaron

los aminoacidos dispares alinicio y al final del alineamiento y luego se graficaron los
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“Clonacién y expresion funcional de proteinas de la familia LCHR”

perfiles hidropaticos. Utilizando el programa TopPred (Claros y col., 1994), se predijo el

numero de STM y su posible orientacidon en la membrana.

Los resultados de la comparacion entre las ChrAs de pUMS505, pMOL28 vy la proteina
LCHR1 muestran que los perfiles son muy parecidos al inicio, en la parte que
corresponde al dominio amino (Fig. 12); la mayor variacién se presenta a la mitad de la
grafica en ambos casos y se observa la misma cantidad de picos, aunque de diferente
tamafio en lo que corresponde al dominio carboxilo. Los resultados del analisis en
TopPred predicen 11 STM para la proteina LCHR1, utilizando los mismos pardmetros
con que predicen 13 STM para la ChrA de pUM505 y 12 para la ChrA de pMOL28. Los
resultados del andlisis del perfil hidropatico corresponden a las predicciones en
TopPred ya que es a partir de la mitad de la secuencia donde se presentan las
variaciones en el nimero y posicion de los STM. Los STM presentan la misma

orientacién en la membrana, ambas iniciando en el citoplasma (Fig. 12).

Con respecto a la proteina LCHR2, las principales diferencias de su perfil hidropatico y
el de la proteina ChrA de pUMS505 se presentan al final de la secuencia (Fig. 13),
mientras que con respecto a la ChrA de PMOL28 (también de la subfamilia LCHR2) son
practicamente iguales y fue en el Unico caso en el que no se tuvo que hacer un
alineamiento para graficar el perfil, tanto al inicio como al final son muy parecidos y
sélo difieren en el tamafio de uno de los picos, a la mitad de la gréfica. Los resultados
de TopPred sefialan que la proteina LCHR2 posiblemente presenta 12 STM y una
orientacidn opuesta a la que presentan la ChrAs de pUM505 y pMOL28, iniciando en la

region extracelular y no en el citoplasma (Fig. 13).
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“Clonacién y expresion funcional de proteinas de la familia LCHR”

Para las comparaciones con la proteina LCHR5 no se hicieron cortes en la secuencia,
puesto que las diferencias se ubican a la mitad de la secuencia. El perfil hidropatico de
la proteina LCHR5 es parecido al inicio al de las ChrAs de pUMS505, que pertenece a la
misma subfamilia y también a la de pMOL28 de la subfamilia LCHR2 (Fig. 14), y difiere
notablemente a partir de la mitad de las graficas, donde el de la proteina de B.
vietnamiensis muestra una region altamente hidrofilica y las otras no. La proteina de B.
vietnamiensis, de acuerdo a TopPred presenta 11 STM con una orientaciéon opuesta a

la ChrAs de pUM505 y pMOL28 (Fig. 14).

El perfil de la proteina LCHR6 de B. xenovorans es muy similar al de las ChrA de
pUMS505 y de pMOL28 (Fig. 15), la mayor diferencia se presenta a la mitad de la
secuencia, donde el perfil de la ChrA de pUM505 presenta un pico que podria
corresponder a un STM que no presenta la de B. xenovorans, lo que se refleja también
en los resultados arrojados por TopPred, segln los cuales la proteina LCHR6 presenta

12 STM, con la misma orientacién que las de pUM505 y PMOL28 (Fig. 15).

1.3 Anadlisis de segmentos transmembranales de las proteinas seleccionadas

Los dominios amino y carboxilo de la proteina ChrA de pUMS505 tienen una orientacion
opuesta con respecto a su orientacidén en la membrana (Jiménez-Mejia y col., 2006).
Un analisis bioinformatico de la topologia de la familia de proteinas pequefias (SCHR)
mostré que las secuencias correspondientes al dominio amino y al dominio carboxilo
también muestran una orientacion opuesta (Diaz-Pérez y col., 2007). Esta orientacién
podria ser necesaria para la funciéon de la proteina, por lo que se hizo un anlisis
bioinformatico para determinar si se conserva en las subfamilias de las proteinas LCHR

seleccionadas.

IIQB-UMSNH Pagina 40



‘UOIdBIUBLIO BWSIW B] UD D A N SOWRUIXd SO| Uod ‘(eydaJap e e) 8Z10Nd A GOSINNG 3p svayd se| ap INLS TT A €T so| uod sopesedwod ‘(epiainbzi el e) TYHI]
eujaloud e| eded |A1S TT uadipasd as “ewse|duad |9ap Jouajul B] UD A ewse|dold [9p uoidisod e| eaipul 3s Joladns alied | ua ‘sese se| Jod sopiun ueisa A |A[LS SO| uejuasaidal Sopul|Id SO| ‘eueiquiaw
e| ejuasaldal epeasquios elieq e "odue|q ua ejuasald so| soalzeInd sojuaw8as so| A (sola1d) sopeauquios eyuasald so| ewesdoud |9 ‘©za1490 B}|E UOD SOJUBWSSS SO "BUBIGWSW B| U3 UOIDBIUSIIO
ns A seujajoud se| ap |NLS sO| 221paJd anb ‘paiddo] ewesdoud |9 ud SePUINIIS SB| UOJIS[NPOJIUI BS ‘g SP BUBJUDA 9P OUeWE]} UN opuezi|izn A 9)111j00Q 13 91AY ap owilio3|e |9 uod ‘yp3jolg ewesdoad
|® opuezijiin sodnedouply sojiyiad so| uosedlyesd as o3an| A ejpuandas e| ap |euly [e A odiul [e saedsip SOploeOUIWE SO| UOJELI0D 3S A uoJeaul|e as seujaload ap efaled | ap SeIDUBNIAS SBT "SUDJOAOUIX
‘g 9p TYHD1 euraloud e| uod gz 10N ap VYD e ap IALS A soonedoupiy sajiyuad soj ap uodesedwo) g "subJjorouax g ap TYHDT eulao4d e] uod 5OSIANG 3p 4y e ap INLS A soonedoupiy ssjiyiad
so| 9p uopesedwo) *y ‘supionouax ‘g ap TYHI1 08ojowoy [2 uod gZ10INd A SOSINNG 9p V4yD ap S9jeuedquiawsuel) soluawdas sajqisod so| A soonedoupiy sajiyuad so| ap uoesedwo) g1 *Si4

VINSV1dId3d YINSY1dId3d YINSY1dId43d
— - @ @\V/ @ - > N —y .n. _..,\ N \A|y
VIANSY1dOlID VINSVY1dOlLID VINSY1dOlID
8710 d Vayd 0EY” TYHDT oxg S0SNd vayd

i by
S Ohv DAD DO WD 090 OS0 OW0 OO0 SD G40 OO0 06T OOF OIF DT 05T ST OCC OED OOT SO 086 ONU QUL 064 S Ob0 OO0 OFF OO0 0L 0 OF U D0 S O X oW B8 060 DOC Q0 080 060 O GOL DO S0 OO0 067 DOI 04T 952 OST OS¢l OCT GIT OND OO 06k DO G5 DOU S0 4%l OCK BN O OO O0f DR & O N B¢ 2 B2 WM D
_ 0Ey TUHOT oxd ‘mmm 0tv TUROT °¥d
I e I .
mI & _I "
' gzIomdviug | i s0smnd vaud e L

{, AT Y (Y i

i Aot I SRS OO0 % B inﬁ:;?ﬂﬂis_{ﬁiﬁ;x

144



‘sauoloesedw ol sequie U selsando SaUoIDeIUSLIo U0 ) A N SOWLJIXd SO| U0 ‘(eydauap e| e) SOSIANNG ap w4y e| eded €T A gZ10IANd ap eujaioud e| esed anb owsiw o] ‘(eydalap e| e) ZYyHI1
eujazoid e esed IS T uadipald oS -ewse|diiad |ap Joriajul el us A ewse|dold [ap uoldisod e| ealpul 9s Joliadns ayued e| ua ‘sese se| Jod sopiun ueisa A |A|LS SO| uejuasaidal SoJpul|Id SO| ‘eueiquIBW
e| eU3saJdal epealquios elleq e "0due|q ua ejuasald so| soalreind sojusawsas so| A (soa1d) sopealquos eiuasaid so| ewesSoud |9 ‘eza34ad B)B UOD SOIUBWSES SO "BUBICLUSW B| UD UQIDBIUSIIO
ns A seuialoud se| ap |NLS SO| @21paud anb ‘paiddo] ewesSoud |9 us SEIDUDNIDS SE| UOJBNPOJIUL S g 9P BUBIUDA 9P Ouewe)} un opuezl|iin A 9)331j00Q 3 91AY ap owto3e |2 uod yip3jolg ewessoud
|2 opuezijiin sodnedouply sa|iy4ad so| uosediyesd as o8an| A elousndas e| ap |euly [e A od1ul [e saJedsip SOpIoBOUIWE SO| U0JeLI0D 3S A uoJeaul|e as seujaloud ap efaued e| ap SeIOUSNISS SBT "SUDJOAOUIX
‘g 9p TYHD1 eulaioad ] uod 870N 3p V4YD el ap INLS A sodizedoupiy sajiydad so| ap ugpesedwo) g "SUDJOAOUIX ‘g 3P TYHDT eulaiosd e uod SOSIANG ap VYD el ap INLS A sooinedoupiy sajiyiad
SO| 9p uoeJedwWO) 'Y "SUDJOAOUIX ‘g 9P ZYHDT 03ojowoy |9 uod 8z10Nd A SOSINNG 9p Y4y ap S9jeuesquiawsuel) soyuawdas sajqisod so| A soonedouply ssjiyad so| ap uoesedwo) €T *Si4

VNSYIdId VINSY1dI¥3d VINSY1dI¥3d
W06 80009 (OB oMmIO U
VWSY1dOLD VINSY1dOLID o : <_>_.m<io:u.... .
8CZ10Wd vayd 86€ ¢YHOT oxg S0SIAING VaYD
d A

|l

B S6¢ cuHdT o
_ _ .
- T 8210d V140 . i "

S0SmNnd yayo i

i W L& W UPWYT

o FTTW MDA TG = ST MDA T
kg Raowgondondy ues s mmon] ¥ i iy A3 QORI Ay e RO B S

[44



"GYHD1 eulaloud e| ap so| e sesando SaUOIIBIUSIO U0 ) A N SOWDIIXd SO| U0D ‘@ludweAl}dadsal INLS ZT A €T
uadipaud s (eydauap el e) soSINNG ap “v4yd e| eded A gz10Nd ap euja10.d e| eled ‘S014310 0W0I $O||9 ap OT ‘(eyda.49p e| e) GYHDT eularoad e| esed |ALS T uadipasd as -ewse|diiad |ap Jouajul el ua A
ewse|doyd |ap uoiisod e| ealpul 3s Joltadns axled e ua ‘sese se| Jod soplun ueisa A |ALS SO| ueluasaidal So4pul|Id SO| ‘eUBIqUIDW B| BIUISIIdDI BPEIIGUIOS BIIBQ BT "0dUB|] U BIUSAId SO| SoAleInd
s0juawW8as so| A (s01a10) sopeasquios eluasasd so| ewesSoud |9 ‘ezo1u9d Bje UOD SOJUBWSIS SOT ‘BUBIqUSW B[ U UOIDRIUSIIO NS A seujaloud se| ap |AILS SO| @21paud anb ‘paiddo] ewesdoud |
Ud SBIDUANIAS Se| UoJalnpPOoJIUl BS '8 9P BUBIUIA Sp OUBWE)} UN OpUEZI|IAN A 3]3H[00Q 8 21AY ap owloS|e |2 uod ‘Up3jolg ewesdoud |3 opue

11130 uoJedyyesd as sodnedouply sajiyad SO “SISUIIWDUIIIN
‘g 9p SYHD eujatoud e| uod 8Z10Nd ap Vayd B| ap INLS A sodnedouply sajiiad soj ap uolesedwo) g “SIsUalwpulaiA g ap SYHDT eularoad e] uod soSINNG ap vayd e ap INLS A sodnedouply sajiyiad
SO| 9p uoIdeIRdWO) Y "SISUSIWDLUIBIA *g 3P SYHDT 08ojowoy |3 uod 8Z10INd A SOSIANNG 9p V4YD 9p S9jeuesquuawsuel) soauawdas sa|qisod so| A sodnnedodpiy sajiyuad so| ap uopesedwo) HT 814

VINSY1dId3d VSYId¥3d VIASY1dI¥3d
VINSY1dOLD VINSY1dOLID VINSY1dOLID
8710 VYD ZAZ [T R A S0SINNG YaYD
iy O 5y O ‘an-Wn‘n_-3&!*QPavﬂni&En:gﬁs-?h!vah“m‘yuﬁ?qsﬂg.s—f_u?ﬁ—unuﬁ—wm_ufs_s*lnvmuwnnﬂu-o_n iy O 5y O ‘an-Wn‘n_-3&!*QPavﬂni&En:gﬁs-guzzﬂmkmmuﬁ?qsﬂg‘s—u:u?ﬁ—unuﬁ—wm_ufs_s*lnvmuwnnﬂu-o_n
[ ] VI¥ SUHOT Ihd I VIV SUAOT hg "

e 8210Wd v1u9

B soswndvaud

il e

B = S MO _.aum £ = B Mo _.aum
i) Ao Ul g Ly s moa(] ¥ Sty i) Ay MO A gy e ool ¥ Sty

1514



'9yHD1 eulaloid e| 3p so| e se3sando SaUOIIBIUBLIO U0 ) A N SOWSIIXS SO| UOD ‘BjudwieA}dadsal NIS €T
A 2T uadipaud as (eydasap e| e) GOSIANG ap "vayd e| esed A gzT0Nd op eujaioud e| esed ‘s014a12 OWOI SO(|9 ap TT ‘(eYdaJ9p e| &) SYHDT eulaloud e| esed |\ LS ¢T uadipaid a5 ‘ewse|diiad |ap Jolajul
e| ua A ewse|doyd |ap uolisod e| ealpul ds Joladns ayied e ua ‘sese se| Jod sopiun ueIsa A |AILS SO| UBUSSaIdaL SOIPUL|ID SO| ‘BuBIqUISW B| BIUSSDIdD BPERIGUIOS BIIB( BT "0dUB|] UD BIUdS3Id SO|
soAneInd sojuawdas so| A (S014310) sopeasquios ejuasald so| ewelsoud [ ‘©za14ad B}e UOD SOJUBWSS SO "eUBIqUIBW B| US UOIDRIUSLIO NS A seulaloud se| ap |ALS SO| ddIpaJd anb ‘paiddo] ewesdoud
|2 UD SeIPUINIAS Se| uoJalnposiul 9S ‘g 9P BUBIUDA 3P OUBWE] UN Opuezljizn A 3)111j00Q 3 91AY ap owiioSje |2 uod ‘yup3jolg ewesdoid |9 opuezljizn jusweldallp uolediyess as 810N ap e uod
uoesedwod e| esed ‘e]oUaNI3S B[ 9P OIDIUI B S3JedsIp ee SO| UOJe10D 35S A UOJe3U||e 3S SBIDUaNIAS Se| SOSIAING ap eulalosd e uod uopesedwod el esedesd as sodzedolply sa|i44ad SO "SUDJONOUIX
‘g 9p 9YHD1 eujaroud ] uod 8z 10INd 3p V4D el ap INLS A sodinedoupiy sajiydad so| ap uoesedwo) g ‘supJoAouax ‘g ap 9YHDT eulaiosd e uod SOSIAING 3p V4yd el ap INLS A soonedoupiy sajiyiad
SO| 9p uopelsedwo) Y ‘SUbJoAOUSX ‘g 3P 9YHD] 08ojowoy |3 uod 8Z10INd A GOSINNG Bp V4yD 9p S9jeuelquuawisued) soluswdas sajqisod so| A soonnedoupiy saiydad so| ap uopesedwo) "ST Si4

4%

VIASY1dI¥3d VINSYIdIN3d
VINSV1dOLD VINSY1dOLID VINSY1dOLID
8710Nd Viyd T0v 94HD1 oxg SOSIAING v4yYd
Dl O B0 OB BB OFh B0 G5 DI 030 M W W M B v B T B . 00F OO0 OO0 QX MO0 360 o0 OOC OO0 O4C OO0 087 Q07 Q47 950 05D 06T 0T 8T Q—MQQMN 061 CF Sa0 SO0 250 Obh OO OFL C40 906 0B 8 W 0 K 00 X @ oW o8
. m [ BRI
| | |
_ I 8z10Wd v “ s _ [ soswnd viyo
i \ ! ! e _ i _ r =
_ I _ ) _ L | . __ ;

” _ \ | _ o | _ | “
I ! il | ; ! I ! | i
I Mk A | A ! ~_ f #t ] i T
I 1 r | _.. My | Ji! i _~. \ ( __
(i i | it | 1 1 3 I ot § i
ANE AR 3{1 _ A _ﬁ I
I ] ._‘_. 1N I F
I | I
I g |
1 I

B 2 ST MO TG
SR R b Ui S 000 ¥ by

B = ST MOHAM TS
i) AYHOOUTUEIA Ty e SROOC]




“Clonacién y expresion funcional de proteinas de la familia LCHR”

Se utilizd el programa TopPred para determinar la distribucion de los STM de los
dominios amino y carboxilo por separado de cinco miembros de cada subfamilia LCHR.
Se cuantificaron los residuos con carga positiva (lisina y arginina) de las asas para tratar
de determinar su posicién con respecto a la membrana citoplasmica, de acuerdo a la
regla del positivo adentro que establece que las asas con un gran numero de estos

residuos tienen una localizacion citoplasmatica (von Heijne, 1992).

Se compararon los perfiles hidropdticos de cada dominio con proteinas de la misma
subfamilia (Fig. 16-19). Al principio se observd mucha variacién al sobreponer los
perfiles por la diferencia de tamafio de las proteinas, por lo que se hizo un
alineamiento y se eliminaron los aminodcidos variables al inicio de las secuencias. Se
volvieron a graficar los perfiles hidropdticos y se pudo observar que de esta manera
casi se empalmaban. De esta forma se puede suponer que la topologia membranal es
muy similar entre los miembros de cada subfamilia. Sin embargo, con los resultados
obtenidos, en ninguno de los casos se puede hacer una prediccién sobre la topologia
membranal puesto que no se observan diferencias en el nimero de residuos positivos

de asa a asa que permitan saber la orientacién.

2. Susceptibilidad a cromato de las cepas de Burkholderia utilizadas

En la literatura no existen reportes sobre la resistencia a cromato de las cepas B.
vietnamiensis TVV75 ni B. xenovorans LB400, y dado que éstas son las cepas donadoras
de los genes de resistencia a cromato a estudiar, se les realizaron pruebas de

susceptibilidad a este oxianidn. Las pruebas mostraron que B. xenovorans LMG 21463

(LB400) fue mucho mas resistente a cromato con respecto a las cepas de referencia

(Fig. 20), como se esperaba, ya que en su genoma presenta tres proteinas LCHR y dos
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“Clonacién y expresion funcional de proteinas de la familia LCHR”

pares de proteinas SCHR. Mostraron ademds que B. vietnamiensis resulté incluso mas
sensible a cromato que E. coli W3110, que no presenta genes chr, y que P.
aeruginosa PAO1 (Fig. 20). Este resultado fue inesperado para B. vietnamiensis ya
gue presenta cinco genes para proteinas LCHR diferentes y siete para proteinas LCHR
en total (ademas de dos pares de proteinas SCHR), por lo que se esperaban niveles

altos de resistencia.

3. Diseno de oligonucleédtidos

Para determinar si los genes Ichr seleccionados confieren resistencia a cromato se
eligid la estrategia de clonarlos en un vector de expresion y el primer paso para ello fue
la amplificaciéon por PCR. Para amplificar especificamente los genes Ichr de
Burkholderia se disefiaron oligonucleétidos, de acuerdo al esquema en la figura 21.
Los oligonucledtidos se disefiaron de forma que se amplificaran también las posibles

secuencias promotoras y terminadoras del gen o del conjunto de genes.

Primeramente se utilizé el software BPROM (http://linux1.softberry.com/berry.phtml?
topic=bpromtopic=bprom&group=programs&subgroup=gfindb) y se identificaron los
posibles promotores de los genes Ichrl, Ichr2 y chrB de B. xenovorans y Ichr5 de B.
vietnamiensis; posteriormente, se utilizdé el programa PROMOTER FINDER
(http://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html) para identificar los promotores de

los genes chrF, chrCy Ichré de B. xenovoransy Ichr5 de B. vietnamiensis.

A los oligonucledtidos que se disefiaron se les adicionaron sitios de restriccion para

usarse posteriormente en la subclonacién (Tabla 1).
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=% E. coli W3110

-~ P. aeruginosa PAO1

-#- B. viethamiensis TVV75
-+ B. xenovorans LMG 21463

——
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Fig.20. Susceptibilidad a cromato de las cepas de Burkholderia utilizadas. Los cultivos se
crecieron en CN por 24 h a 30°C y agitacion de 250 rpm y después de ese tiempo se midio la
absorbencia a 590 nm. A la derecha se indican las cepas utilizadas, se incluye a E. coli
W3110 y P. geruginosa PAO1 como cepas de referencia. Se muestra el resultado de un
ensayo por triplicado, representativo de tres ensayos mas con resultados similares.
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LCHR1 y LCHR6

y —
-

B  17-18kpb

LCHR2

Fig.21. Diagrama de la estrategia empleada para la amplificacidn los genes Ichr. Las
flechas que representan los genes indican el sentido de la transcripcidon. Con flechas
verdes se indican los promotores y su orientacién y en recuadros rojos la posible
localizacidon de los terminadores. Con flechas azules pequefias se indica la posicion
del oligo directo y con flechas pequefias rojas la del oligo reverso. Debajo se indica
el tamafio del fragmento (en kilobases) que se amplifica utilizando cada pareja de

oligos.
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4. Amplificacion de los genes Ichr

Para clonar los genes chr y poder estudiar su funcién, fue necesario tener un gran
numero de copias de cada uno. Esto se logré amplificdndolos por PCR, utilizando los
oligonucledtidos que se habian disefiado anteriormente. Debido a que el contenido de
G + C de las regiones a amplificar es mayor al 63%, fue necesario en todos los casos
adicionar DMSO, que facilita el rompimiento de los puentes de hidrégeno y facilita la
separacion de las hebras de DNA. En todos los casos, después del PCR se obtuvo una
banda Unica del tamafio esperado para cada gen: de 1700 pb para el gen Ichrl; de
1650 pb para el gen Ichr2; de 1800 pb para los genes Ichr5 y Ichr6, y de 4000 pb para el

conjunto de genes chrFCA2B (Figs. 22-24).

5. Clonacién en el vector pGEM-T

Posterior a la amplificacion por PCR, los fragmentos con los genes Ichrl y Ichr6 se
clonaron en el vector pGEM-T. Con los plasmidos recombinantes pGTBxe_Ichrl y
pGTBxe_Ichr6 resultantes, se transformaron células competentes de E. coli JM101.
Luego se aisld el DNA plasmidico y se cortd con las enzimas de restriccion Hindlll y Xbal
(plasmido pGTBxe_Ichrl) y con las enzimas EcoRl y Xbal (plasmido pGTBxe_/Ichr6). Los
productos de restricciéon en cada caso fueron dos bandas, una que coincidia con el
tamafio del vector (3.0 kb) y otra con el tamafio del inserto de 1.7 y 1.8 kb,
respectivamente. En la figura 25 se muestra la clonacién del gen Ichrl como ejemplo.

Se realizé el mismo procedimiento para el gen Ichr6 (datos no mostrados).

6. Clonacidn en el vector pJET 1.2

El gen Ichr5 y el conjunto de genes chrFCA2B se clonaron en el vector pJET 1.2, que es

similar al pGEM-T. Se purificaron los pldsmidos recombinantes y se transformaron por
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electroporaciéon células competentes de E. coli TOP-10, posteriormente se
caracterizaron los insertos con las enzimas de restriccion Hindlll y Xbal. Para el
plasmido pJBvi_Ichr5 se obtuvo una banda aproximada del tamafio del vector de 2.8
kb y una banda de 1.8 kb, correspondiente al inserto; para el pldsmido pJBxe_chrFCA2B
se obtuvieron bandas de 2.8 y 4.0 kb correspondientes al vector y al inserto,
respectivamente. En la figura 26 se muestra la clonacion del gen Ichr5. El conjunto de

genes chrFCA2B se clond de la misma forma (resultados no mostrados).

7. Subclonacidn en el vector pUCP20

La funcién de otros genes chr ha sido demostrada en E. coli o en P. aeruginosa, el
vector pUCP20 es un vector binario que se replica en estos dos organismos por lo que
para estudiar la funcion de los genes Ichr en ambos organismos se decidié subclonarlos
en este vector. Para subclonar los genes Ichrl, Ichr5 y el conjunto de genes chrFCA2B
se cortaron con las enzimas de restriccion Hindlll y Xbal tanto los plasmidos
recombinantes pGTBxe_Ichrl, plJBvi_Ichr5 y plBxe_chrFCA2B como pUCP20, los
productos de restriccion se ligaron para dar lugar a los plasmidos recombinantes
pUCBxe_Ichrl, pUCBvi_Ichr5 y pUCBxe_FCA2B, respectivamente. El gen Ichr2 se clond
directamente en pUCP20, para lo cual luego de la amplificacidon por PCR se purificd y se
cortd con las enzimas EcoRl y Xbal, con las mismas enzimas se cortdé pUCP20 vy los
productos de restriccion se sometieron a ligacion para dar lugar al plasmido
pUCBxe_Ichr2. Para la clonacién de la pareja de genes A2B, se cortd el plasmido
pUCBvi_LCHR5 con las enzimas EcoRl y Ncol vy se purificd la banda de 7 kpb y

posterioremente se religd, para obtener el plasmido pUCBxe_A2B.
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Fig.22. Amplificaciéon por PCR de los genes Ichrl, Ichr2 y Ichr6 de B. xenovorans.
Fotografias de los geles de agarosa donde se separaron los productos de PCR. M,
el marcador de tamano molecular (1 kb o A-Hindlll). P, producto de PCR. A la
izquierda se indica el tamafio de banda del marcador utilizada como referencia y

a la derecha se indica el nombre y el tamafio esperado del gen amplificado.
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chrFCA:2B
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Fig. 23. Amplificacidon por PCR del conjunto de genes chrFCA2B de B. xenovorans.
Fotografia del gel de agarosa donde se separd el producto de amplificacion. M,
marcador de tamafio molecular (A-Hindlll); P, producto de PCR. A la izquierda se
indican las bandas del marcador utilizadas como referencia y a la derecha se
indica el producto de amplificacién y su tamafio.
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lehrb

2.0kb Bxe Ichb

(1.8 kb)

Fig.24. Amplificacién por PCR del gen Ichr5 B. vietnamiensis. Fotografia del gel de
agarosa donde se corridé el producto de amplificacion. M, marcador de tamafio
molecular (1 kb); P, producto de PCR. A la izquierda se indica la banda del
marcador utilizada como referencia y a la derecha se indica el nombre del geny el
tamafio esperado.
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Fig.25. Clonacién del gen Ichrl de B. xenovorans en el vector pGEM-T. A. Clonaciéon en el
vector pGEM-T B. Transformaciéon en E. coli JIM101. C. Caracterizacion del plasmido. Se
muestra la fotografia del gel de agarosa donde se observan dos bandas de los tamafios
esperados, una correspondiente al tamafio del vector (3.0 kb) y una del tamafio del inserto
(1.7 kb). M, marcador de tamaifio molecular (A-Hindlll); R, producto de restricciéon. Los
detalles se dan en el texto.
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Fig.26. Clonacion del gen Ichr5 de B. vietnamiensis en el vector pJET 1.2. A. Clonacion en el
vector pJET 1.2. B. Transformacién en E. coli TOP-10. C. Caracterizacién del plasmido. Se
muestra la fotografia del gel de agarosa donde se observan dos bandas de los tamafios
esperados, una correspondiente al tamafio aproximado del vector (3.0 kb) y una del tamafio
del inserto (1.8 kb). M, marcador de tamafio molecular (A-Hindlll); R, producto de
restriccion. Los detalles se dan en el texto.
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Con los plasmidos recombinantes se transformaron por electroporacién células
competentes de P. aeruginosa PAO1 o de E. coli JM101, y el DNA plasmidico de las
transformantes se caracterizd con enzimas de restriccion y se obtuvieron en todos los
casos dos bandas cuyo tamafio correspondié al tamafio del vector, de 3.9 kb y de cada
inserto. En la figura 27 se muestra la clonacién del gen Ichr6. Con los demads genes se

siguié el mismo procedimiento (resultados no mostrados).

8. Subclonacidn en el vector pACYC184

La expresién de proteinas de membrana, como las proteinas LCHR, a partir de un
vector de alto nimero de copias como pUCP20 puede resultar téxica para la célula, o
simplemente puede resultar costoso para las bacterias mantener un plasmido con
muchas copias y esto causar un retraso en el crecimiento. Para tratar de excluir estas
variables, se clonaron los genes Ichr también en el vector para E. coli de bajo nimero
de copias pACYC184. Para clonar los genes Ichrl, Ichr5 y el conjunto de genes chrFCA2B
en este vector, se cortaron con las enzimas de restriccién Hindlll y Xbal los plasmidos
recombinantes pGTBxe_Ichrl, pJBvi_Ichr5 y pJBxe_chrFCA2B para liberar los genes y el
vector pACYC 184, luego se ligaron los productos de restriccién y se obtuvieron los
plasmidos pACBxe_Ichrl, pACBvi_Ichr5 y pACBxe_chrFCA2B, respectivamente. Para
clonar el gen Ichr2, se cortd con la enzima Ncol el pldasmido pJBxe_chrFCA2B vy el vector
PACYC184 vy luego se ligaron los productos de restricciéon, obteniéndose el plasmido
pPACBxe_Ichr2. Para clonar el gen Ichr6, se cortd con las enzimas EcoRl y Ncol tanto el
pldsmido pGTBxe_Ichr6 como pUCP20, los productos de restriccion se ligaron y se
obtuvo el pladsmido pACBxe_Ichr6. Con los plasmidos pAC resultantes se
transformaron por electroporacion células competentes de E. coli W3110 y se

caracterizaron los pldsmidos con las enzimas de restriccion correspondientes. En todos
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Fig.27. Subclonacion del gen Ichr6 de B. xenovorans en el vector pUCP20. A. Clonacién en
pUCP20. B. Transformacidon en P. aeruginosa PAO1 o E. coli W3110. C. Caracterizacion del
plasmido. Se muestra la fotografia del gel de agarosa donde se observan dos bandas de los
tamafios esperados, una correspondiente al tamafio del vector (3.9 kb) y una del tamafio del
inserto (1.8 kb). M, marcador de tamafio molecular (A-Hindlll); R, producto de restriccion. Los
detalles se dan en el texto.
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los casos se obtuvo una banda del tamafio del vector (4.2 kb) y del tamafio de cada
inserto. En la figura 28 se muestra la clonacion del gen Ichrl. Se hizo lo mismo con los

demas genes (resultados no mostrados).

9. Pruebas de susceptibilidad a cromato
A. Cepas con los genes Ichr de Burkholderia xenovorans

1. Genes en Pseudomonas aeruginosa

El género Burkholderia es un grupo fenotipicamente muy parecido al género
Pseudomonas y ambos son relativamente cercanos taxondmicamente. Los genes Ichr
provenientes de B. xenovorans fueron clonados como se indicé antes y en un inicio
expresados en P. aeruginosa para estudiar su funcidon. A las cepas transformantes de
P. aeruginosa PAO1 con los genes Ichrl, Ichr2, Ichr6 y el conjunto de genes chrFCA2B
clonados en el vector pUCP20 se les realizaron pruebas de susceptibilidad a cromato.
Las primeras pruebas se realizaron en caldo nutritivo (CN) y se observé que sélo el gen
Ichr2 y el conjunto de genes chrFCA2B confirieron resistencia a cromato mientras que
con los genes Ichrl y Ichr6 no se observd diferencia con el control sensible (P.

aeruginosa PAO1 transformada solamente con pUCP20) (Fig. 29 A).

El conjunto de genes chrFCA2B, contrario a lo que esperaba, confirié un nivel de
resistencia a cromato menor que el gen Ichr2 solo. Este conjunto de genes, como se
menciond anteriormente, codifica una proteina homodloga a ChrF, que se ha descrito
como un posible regulador transcripcional con efecto sobre ChrB, otro regulador
transcripcional (Juhnke y col., 2002) y se le atribuye también actividad de superéxido

dismutasa (Branco y col., 2008). Para tratar de dilucidar el papel de este gen y de ChrC
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Fig.28. Subclonacién del gen Ichrl de B. xenovorans en el vector pACYC184. A. Clonacién
en pACYC184. B. Transformacion de E. coli W3110. C. Caracterizacion del plasmido. Se
muestra la fotografia del gel de agarosa donde se observan dos bandas de los tamaiios
esperados, una correspondiente al tamafio del vector (4.2 kb) y una del tamafio del
inserto (1.7 kb). M, marcador de tamafio molecular (A-Hindlll); R, producto de restriccion.
Los detalles se dan en el texto.
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Fig. 29. Susceptibilidad a cromato de P. aeruginosa PAO1 transformada con los genes que
codifican a las proteinas LCHR de B. xenovorans en el vector pUCP20. Los cultivos se crecieron
en CN por 18 h (A) y en medio minimo por 20 h (B) a 37°C y con agitaciéon constante a las
concentraciones de cromato indicadas, luego de este tiempo se midid la absorbencia a 590 nm.
PAO1(pUCP20) es el control sensible. Se muestra el resultado de dos ensayos por duplicado,

tanto en CN como en medio minimo.
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en el fenotipo observado en P. aeruginosa se hicieron pruebas de susceptibilidad

comparando el efecto de expresar solamente el gen Ichr2, el gen Ichr2 con el gen chrB

o el conjunto de genes chrFCA2B en un intervalo menor de concentraciones de
cromato. En estos ensayos se observé que a concentraciones de 0 a 0.8 mM de
cromato el conjunto de genes chrFCA2B confiere un nivel de resistencia a similar al
del gen Ichr2 clonado de manera individual, y la pareja de genes chrA2B también es
capaz de conferir resistencia a cromato, pero en un nivel menor que cuando el gen

Ichr2 esta solo o cuando todos los genes estan en conjunto (Fig. 30).

A continuacidn se realizaron pruebas de susceptibilidad en medio minimo M9. Este
medio, al ser mineral por su composicién, proporciona condiciones fisioldgicas
completamente diferentes al medio rico (CN) y puede estimular la expresién de genes
que en otras condiciones no se expresarian. Los resultados de las pruebas de
susceptibilidad en M9 mostraron que en estas condiciones sélo el gen Ichr2 confiere
resistencia a cromato al igual que en las pruebas en CN (Fig. 29 B). Las cepas con los
genes Ichrl y Ichr6 nuevamente no mostraron diferencia con el control. En el medio
M9 la cepa transformada con los genes chrFCA2B resultd ser incluso mads sensible que
el control; cuando se realizaron pruebas en un intervalo menor de cromato se observé
claramente la hipersensibilidad de la cepa de Pseudomonas con los genes chrFCA2B

clonados (Fig.31).

2. Genes expresados en Escherichia coli

a. Genes en el vector pUCP20

El vector pUCP20 permite la expresién de genes tanto en P. aeruginosa como en E.

coli, por lo que se realizaron pruebas de susceptibilidad a cromato también a las cepas
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W3110 de E. coli transformadas con los mismos plasmidos recombinantes pUCP20 con
los que se transformd a P. aeruginosa. Cuando los ensayos se realizaron en CN se
observé que soélo los genes que codifican a las proteinas LCHR2 y LCHR6 confirieron
resistencia a cromato en esta condicidn, y que la proteina LCHR2 confiere un nivel
de resistencia mayor que la proteina LCHR6 (Fig. 32 A). Tanto la cepa de E. coli
transformada con el gen que codifica a la proteina LCHR1 como la cepa transformada
con el conjunto de genes chrFCA2B mostraron un comportamiento casi idéntico al del
control sensible (la cepa W3110 transformada Unicamente con el vector pUCP20) (Fig.
32 A). De igual manera que como se hizo cuando los genes se expresaron en
Pseudomonas, se evaluaron diferentes combinaciones del conjunto de genes chrFCA2B
a concentraciones menores de cromato y se observd que el gen Ichr2 era capaz de
conferir resistencia a cromato en E. coli en CN solamente cuando estd clonado de
manera individual, porque tanto las cepas transformadas con el conjunto de genes
chrFCA2B como con la pareja de genes A2B, presentaron un fenotipo similar al de la

cepa control (Fig. 33 A).

Cuando las pruebas se realizaron en medio minimo, sélo el gen Ichr2 y el conjunto de
genes chrFCA2B confirieron resistencia a cromato, observandose que el primero
confirid una resistencia mucho mayor. Las cepas con los genes Ichrl y Ichr6
presentaron el mismo comportamiento que la cepa control (Fig. 32 B). Estos
resultados se mantuvieron cuando se probd la resistencia a cromato de las cepas
transformadas con diferentes combinaciones de los genes chrFCA2B en un intervalo de
concentraciones menor. El gen Ichr2 confiere el mayor nivel de resistencia, el conjunto
de genes chrFCA2B también confirié resistencia y la cepa transformada con la pareja de

genes chrA2B presenta el mismo comportamiento que el control sensible (Fig. 33 B).
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Fig. 30. Susceptibilidad a cromato de P. aeruginosa PAO1 transformada con los genes chrFCA2B
de B. xenovorans en el vector pUCP20. Los cultivos se crecieron en CN por 18 h a 37°C y
agitacidn constante a las concentraciones de cromato indicadas, luego de este tiempo se midid
la absorbencia a 590 nm. PAO1(pUCP20) es el control sensible. Se muestra el resultado de dos
ensayos por duplicado y triplicado.
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Fig. 31. Susceptibilidad a cromato de P. aeruginosa PAO1 transformada con el conjunto de
genes chrFCA2B de B. xenovorans en el vector pUCP20. Los cultivos se crecieron en medio
minimo M9 por 20 h a 37°C y agitacidn constante a las concentraciones de cromato indicadas,
luego de este tiempo se midié la absorbencia a 590 nm. PAO1(pUCP20) es el control sensible,
PAO1(pUCBxeFCA2B) es la cepa transformada con los genes que codifican a las proteinas ChrF,
ChrC, LCHR2 y ChrB. Se muestran los resultados de dos ensayos por duplicado.
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Fig.32. Susceptibilidad a cromato de E. coli W3110 transformada con los genes que codifican a
las proteinas de B. xenovorans en el vector pUCP20. Los cultivos se crecieron en CN por 18 h (A)
y en medio minimo por 20 h (B) a 37°C y agitacidn constante a las concentraciones de cromato
indicadas, luego de este tiempo se midid la absorbencia a 590 nm. W3110(pUCP20) es el control
sensible. Se muestra el resultado de tres ensayos por duplicado tanto en CN como en medio
minimo.
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Fig. 33. Susceptibilidad a cromato de E. coli W3110 transformada con los genes chrFCA2B de B.
xenovorans en el vector pUCP20. Los cultivos se crecieron en CN por 18 h (A) y en medio minimo
M9 por 20 h (B) a 37°C y agitacién constante a las concentraciones de cromato indicadas, luego de
este tiempo se midié la absorbencia a 590 nm. W3110(pUCP20) es el control sensible Se muestra el
resultado tres ensayos por duplicado en CN y de dos ensayos por duplicado y triplicado en medio

minimo.
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b. Genes en el vector pACYC184

Luego de probar la resistencia a cromato de las cepas con los genes Ichr clonados en el
vector pUCP20, se analizaron los genes clonados en el vector de bajo nimero de
copias pACYC184 para ver si hay un efecto del nimero de copias del vector en el
fenotipo de resistencia a cromato, y sobre todo para determinar si en esta condicién se
podia observar la funcién conferida por el gen Ichrl, ya que no se habia visto en ningun
experimento anterior. En las pruebas en caldo nutritivo se observé que las cepas con
los genes Ichrl y el conjunto de genes chrFCA2B clonados presentaron un
comportamiento similar al del control sensible, mientras que las cepa con los genes
Ichr2 y Ichr6, que clonados en el vector pUCP20 habian mostrado conferir resistencia a
cromato, mostraron ser aun mas sensibles que el control (la cepa de E. coli W3110

transformada con el vector pACYC184) (Fig. 34 A).

Cuando las pruebas de susceptibilidad se realizaron en medio minimo, pudo
observarse claramente que el gen que codifica a la proteina LCHR1 fue el Unico que
confirid resistencia a cromato en estas condiciones. Las cepas con los genes Ichr2, Ichr6
y el conjunto de genes chrFCA2B presentaron un comportamiento idéntico al del

control (Fig. 34 B).

B. Cepas transformadas con el gen Ichr5 de Burkholderia vietnamiensis

En las pruebas de susceptibilidad a cromato realizadas a B. vietnamiensis TVV75 se
observé un fenotipo de aparente hipersensibilidad inesperado (Fig. 28), no obstante el
gran nimero de genes chr que presenta esta bacteria. Aun asi se eligid estudiar la
funcién del gen Ichr5 de B. vietnamiensis en las mismas condiciones en las que se

probaron los genes de B. xenovorans.
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Fig. 34. Susceptibilidad a cromato de E. coli W3110 transformada con los genes que codifican a
las proteinas de B. xenovorans en el vector pACYC184. Los cultivos se crecieron en caldo
nutritivo por 18 h (A) y en medio minimo M9 por 20 h (b) a 37°C y agitacidn constante a las
concentraciones de cromato indicadas, luego de este tiempo se midié la absorbencia a 590 nm.
W3110(pACYC) es el control sensible. Se muestra el resultado de tres ensayos por duplicado

tanto en CN como en medio minimo.
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1. Gen Ichr5 en Pseudomonas aeruginosa

La funcién del gen Ichr5 se analizé primero clonado en el vector pUCP20 y expresado
en P. aeruginosa PAO1. Las pruebas de susceptibilidad realizadas en CN mostraron
gue en estas condiciones, el gen Ichr5 no conferia resistencia a cromato e incluso se
obervéd que la cepa transformada con el este gen era ligeramente mds sensible a
cromato que el control (Fig. 35 A). Este resultado se repitié cuando las pruebas de

susceptibilidad se realizaron en medio minimo (Fig. 35 B).

2. Gen Ichr5 en Escherichia coli

a. Enelvector pUCP20

A continuacion se realizaron pruebas de susceptibilidad a cromato a la cepa de E. coli
W3110 transformada con el mismo plasmido recombinante con el que se transformé
la cepa de Pseudomonas. Cuando las prueba se realizaron en CN se observd que la
cepa transformada con el gen que codifica la proteina LCHR5 de B. vietnamiensis
presentd casi el mismo comportamiento que la cepa control (Fig. 36 A). En medio

minimo se obtuvo el mismo resultado (Fig. 36 B).

b. En el vector pACYC184

Se realizaron a continuacidn pruebas de susceptibilidad a cromato con la cepa de E.
coli W3110 transfomada con el gen Ichr5 pero esta vez clonado en el vector de bajo
numero de copias pACYC184. Cuando las pruebas se realizaron en CN, la cepa con el
gen Ichr5 no presenté un fenotipo de resistencia, se comporté igual a la cepa control
(Fig. 37 A). Sin embargo, cuando las pruebas se realizaron en medio minimo, la cepa
transformada con el gen que codifica a la proteina LCHR5 de B. vietnamiensis fue mas

resistente a cromato que la cepa control. Este gen, igual que el gen Ichrl de B.
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xenovorans solo confirid resistencia a E. coli cuando se clond en el vector pACYC y las

pruebas se realizaron en medio minimo (Fig. 37 B).

-= PAO1(pUCP20)
-+ PAO1(pUCBVILCHR5)

©
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Fig. 35. Pruebas de susceptibilidad a cromato de la cepa de P. aeruginosa PAO1 transformada
con el gen Ichr5 de B. vietnamiensis en el vector pUCP20. Las curvas se realizaron creciendo los
cultivos en CN 18 h (A) y en medio minimo 20 h (B) a 37°C con agitacién constante, luego de ese
tiempo se midid la absorbencia a 590 nm. PAO1(pUCP20) es la cepa control y
PAO1(pUCBvi_LCHRS5) es la cepa transformada con el gen que codifica la proteina LCHR5. Se
muestran los resultados de dos ensayos por duplicado en CN y en medio minimo.
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Fig.36. Pruebas de susceptibilidad a cromato de la cepa de E. coli W3110 transformada con el
gen Ichr5 de B. vietnamiensis en el vector pUCP20. Las curvas se realizaron creciendo los cultivos
en CN 18 h (A) y 20 h en medio (B) minimo a 37°C con agitacidn constante, luego de ese tiempo
se midié la absorbencia a 590 nm. W3110(pUCP20) es la cepa control y W3110(pUCBViLCHRS5)
es la cepa transformada con el gen que codifica la proteina LCHR5. Se muestran los resultados
de dos ensayos por duplicado.
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Fig. 37. Susceptibilidad a cromato de E. coli W3110 transformada con el gen Ichr5 de B.
vietnamiensis clonado en el vector pACYC184. Los cultivos se crecieron en CN por 18 h (A) y
en medio minimo por 20 h (B) a 37°C y agitacion constante a las concentraciones de
cromato indicadas, luego de este tiempo se midié la absorbencia a 590 nm. W3110(pUCP20)
es el control sensible, W3110(pUCBViLCHRS5) es la cepa transformada con el gen que codifica
la proteina LCHR5. Se muestra el resultado de dos ensayos por duplicado en CN y en medio

minimo.
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VIl.  DISCUSION

El cromo es el séptimo elemento mas abundante sobre la corteza terrestre (Ramirez-
Diaz y col., 2008), por lo que posiblemente la mayoria de los organismos han estado en
contacto siempre con sus compuestos. El cromo es un metal toxico para la mayoria de
las formas de vida, incluyendo las bacterias, por lo que algunos organismos han
desarrollado mecanismos de resistencia para contrarrestar sus efectos téxicos (Fig. 2).
La proteina ChrA es el determinante de resistencia a cromato mas ampliamente
estudiado. Un analisis filogenético mostré que los genes que codifican homodlogos de
ChrA estdn ampliamente distribuidos ya que fueron encontrados en los tres dominios
de la vida (Diaz-Pérez y col., 2007). De las 77 secuencias de proteinas homdlogas a
ChrA de la familia LCHR identificadas a la fecha sélo se habian estudiado dos de ellas:
las presentes en los plasmidos pUM505 de la y-proteobacteria P. aeruginosa
(Cervantes y col., 1990) y pMOL28 de la B-proteobacteria C. metallidurans (Nies y col.,
1990), y de manera mas reciente se estudiaron dos homadlogos mas presentes en el
pldsmido 1 de la y-proteobacteria Shewanella sp. (Aguilar-Barajas y col., 2008) y en el
transposon TnOtChr de la o-proteobacteria Ochrobactrum tritici (Branco y col., 2008)
que no se identificaron en el analisis filogenético porque los genomas de estos
organismos aun no se habian secuenciado. Estas proteinas pertenecen a las
subfamilias LCHR2 y LCHR5, que dentro del arbol filogenético de la subfamilia LCHR
(Fig. 3) forman un grupo muy cercano entre si. No se conocian a la fecha homélogos

funcionales dentro de las demas subfamilias.

Un analisis de la distribucién taxondmica de las proteinas LCHR mostré que las [3-

proteobacterias son el grupo bacteriano con mayor presencia (Fig. 5), al presentar
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homodlogos en cuatro de las seis subfamilias LCHR, ademds de que algunas de ellas
presentan varias secuencias de proteinas CHR en sus genomas, como C. metallidurans
gue presenta dos proteinas LCHR. El ejemplo mds notable de la presencia de multiples
homdlogos CHR de diferentes subfamilias son las p-proteobacterias B. xenovorans

LB400 y B. vietnamiensis G4 (Fig. 3).

Una de las revelaciones sorprendentes de los genomas procaridticos fue la existencia
de un numero inesperadamente grande de genes redundantes. Antes de que la
secuenciacién de genomas completos fuera comun, se creia que las células bacterianas
contenian muy poca, si es que alguna, informaciéon redundante en sus genomas
(Pushker y col., 2004). Se encontré ademds una correlacién entre la redundancia de
genes y el tamafio del genoma: genomas mds grandes contienen un mayor nimero de
genes redundantes (Jordan y col., 2001). Una comparacion de la cantidad de genes
pardlogos presentes en genomas grandes mostré ademds que con el tamafo del
genoma aumenta también el tamafio de las familias de genes presentes. Se encontré
gue existe una gran conservacion del nimero de copias de los genes presentes aun en
ecotipos de bacterias muy diferentes, lo que indica que estos genes redundantes
podrian llevar a cabo un papel funcional diferente y no ser un simple respaldo, como

se creia al principio (Pushker y col., 2004).

Un ejemplo de la funcidn especifica de genes aparentemente redundantes lo
proporciond el estudio de la superfamilia de tiorredoxinas en E. coli. Al principio, las
evidencias apuntaron a que las tiorredoxinas citopldsmicas y las glutarredoxinas eran
redundantes y proporcionaban respaldo una a la otra porque las mutantes en los
genes que codificaban a una proteina o a la otra eran viables bajo las condiciones de

crecimiento estandar de laboratorio (Prinz y col.,, 1997). De hecho, en estas
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condiciones, sélo cuando se mutaban las enzimas mds eficientes se observaba un
fenotipo letal, por lo que aparentemente cualquier proteina podia llevar a cabo la
funcidn de respaldo. Posteriormente se encontrd que, bajo condiciones especificas de
crecimiento que involucraban algln tipo de estrés, la mutaciéon de uno solo de los
genes producia un fenotipo letal. Esto indica que algunas de estas proteinas pueden
sustituir la funcidén de otras bajo ciertas condiciones, pero que hay algunas rutas o
condiciones ambientales en las que sélo se puede utilizar una de estas proteinas

(Aslund y Beckwith, 1999).

B. xenovorans LB400 y B. vietnamiensis G4 presentan una gran redundancia de genes
adaptativos (Chain y col., 2006; O’Sullivan y col.,, 2007) y a la fecha no se sabe
exactamente cudl podria ser la ventaja que esto les proporciona a organismos con
genomas relativamente grandes. B. xenovorans es el caso en el que se ha estudiado a
detalle la redundancia de genes de este tipo. Presenta redundancia génica y funcional
en la oxidacién del formaldehido en la via del catabolismo del benzoato; para cada uno
de estos procesos presenta tres rutas potenciales y ha sido estudiada y confirmada la
funcionalidad de cada una de estas rutas (Chain y col., 2006). La redundancia de genes
no es del todo inesperada porque estos organismos tienen que contender en
condiciones variables de tipos, fuentes y concentraciones de nutrientes. Esto Ultimo
ha sido ejemplificado por el estudio detallado del catabolismo del benzoato, el cual
sugiere que cada una de estas rutas esta condicionalmente regulada dependiendo de
los niveles de benzoato y oxigeno presentes en la célula (Denef y col., 2004 y 2005).
Podria esperarse algo parecido con respecto al funcionamiento de genes de resistencia

a metales u otros agentes toxicos. Un ejemplo podrian ser los genes Ichr: se esperaria
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gue si los multiples homodlogos confieren resistencia a cromato cada uno lo hiciera en

condiciones especificas de crecimiento.

B. xenovorans LB400 presenta dos proteinas LCHR1, de 430 y 412 aa codificadas en los
cromosomas 1 y 2, respectivamente; una proteina LCHR2 codificada en el
megapldsmido y una proteina LCHR6 codificada en el cromosoma 1. B. xenovorans
posee ademas dos parejas de proteinas SCHR codificadas también en los cromosomas
(Diaz-Pérez y col., 2007). B. vietnamiensis G4 por su parte presenta una proteina
LCHR1 codificada en el cromosoma 1, tres proteinas LCHR2 dos idénticas de 395 aa
codificadas en el cromosoma 3 y en el pldsmido pBVIEO3, respectivamente, y otra de
392 aa codificada en el cromosoma 2; dos proteinas LCHR5 (de 474 y 472 aa idénticas
en 472 aa codificadas en el cromosoma 3 y en el plasmido pBVIEO3, respectivamente) y
una proteina LCHR6 codificada en el cromosoma 1. B. vietnamiensis posee ademas dos

parejas de proteinas SCHR codificadas en el cromosoma 1 (Diaz-Pérez y col., 2007).

Debido a que los porcentajes de identidad y similitud entre los miembros de la misma
subfamilia son mayores al 50% en la mayoria de los casos (Fig. 7), en este trabajo se
decidid estudiar la funcidn de un gen de cada subfamilia diferente y se eligieron tres

genes (Ichrl, Ichr2 y Ichr6) de B. xenovorans y uno (lchr5) de B. vietnamiensis (Fig. 8).

A las secuencias de las proteinas LCHR se les realizaron analisis bioinformaticos para
compararlas con las ChrAs mas ampliamente caracterizadas y ver si compartian
caracteristicas que indicaran que serian funcionales. El primer andlisis fue una
comparacion de los porcentajes de identidad de los dominios amino y carboxilo por
separado (Fig. 10 y 11). Los resultados mostraron que en las subfamilias LCHR1, LCHR2

y LCHR6 el dominio carboxilo estd mas conservado que el dominio amino y que sélo en
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la subfamilia LCHR5 se conserva mads el dominio amino. Este ultimo resultado coincide
con lo que se habia reportado para la ChrA de pUMS505 que pertenece a la subfamilia
LCHR5 (Aguilera y col., 2004). Aungue en algunos casos se analizé un niumero muy
pequefio de secuencias y habria que refinar los alineamientos, de este analisis puede
concluirse que la conservacion de dominios depende de la subfamilia y no se conserva
en la familia LCHR y que este no puede ser un pardmetro que ayude a determinar si

una proteina LCHR va a conferir resistencia a cromato.

Se compararon también los perfiles hidropaticos de las proteinas seleccionadas con los
perfiles de las ChrAs de pMOL28 y pUM505 (Fig. 12-15) y se hizo una prediccion de los
posibles STM. Se encontraron diferencias tanto en el nimero de STM como en la
orientacién de éstos con respecto a la membrana, aun en los miembros de la misma
subfamilia. Por ejemplo, entre las proteinas ChrA de pUM505 vy la proteina LCHR5 de B.
vietnamiensis, aunque ambas pertenecen a la misma subfamilia, para la primera se
predicen trece STM con el extremo amino orientado al citoplasma y para la segunda
se predicen once, con el extremo amino orientado al periplasma (Fig. 14). Incluso para
las proteinas ChrA de pMOL28 y LCHR2 de B. xenovorans, cuyos perfiles hidropaticos
son muy parecidos, se predice el mismo nimero de 12 STM, pero la orientacién en la
membrana es opuesta (Fig.13). Por lo que los resultados que se obtuvieron no
aportaron datos que apoyaran que alguna de estas proteinas podria ser funcional
porque no presentd una topologia u orientacién parecida a alguna de las ChrA

funcionales.

Posteriormente se realizd un andlisis para predecir la posible orientacién en Ia
membrana de los dominios amino y carboxilo para tratar de determinar si éstos tienen

una orientacién opuesta en la membrana, como se ha reportado para la ChrA de
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pUMS505 (Jiménez-Mejia y col., 2006) y para algunas proteinas SCHR (Diaz-Pérez y col.,
2007). Se encontré que la topologia se conserva entre los miembros de la misma
subfamilia (Fig. 16-19), porque los perfiles hidropaticos de los dominios amino vy
carboxilo son muy parecidos y al graficarlos juntos éstos casi se sobreponen. Sin
embargo, al determinar el nimero de residuos positivos en las posibles asas los
resultados no permitieron hacer una prediccidon concluyente sobre la orientacién de
los STM con respecto a la membrana y no fue posible saber si la orientacion opuesta se

conserva entre estas proteinas.

Ninguno de los andlisis bioinformaticos realizados a las secuencias de las proteinas
LCHR seleccionadas en los que se les compard con las ChrAs mdas ampliamente
caracterizadas arrojo resultados que demostraran que alguna de las proteinas
estudiadas podia conferir resistencia a cromato, ya que las caracteristicas que se
compararon no fueron idénticas entre las proteinas estudiadas y las ChrAs de pUM505
y pMOL28 pero mostraron que la mayoria de las caracteristicas son comunes a los
miembros de la misma subfamilia, y que por lo tanto la funcionalidad podria estar

conservada entre las proteinas de la misma subfamilia.

Cuando se tuvo acceso a las cepas B. xenovorans LMG 21463, que es la misma que la
cepa LB400 cuyo genoma esta totalmente secuenciado, y B. vietnamiensis TVV75, que
es muy parecida a la cepa G4 cuyo genoma estd secuenciado (J. Caballero-Mellado,
comunicacion personal), se realizaron pruebas de susceptibilidad a cromato a las cepas
utilizando como referencia a P. aeruginosa PAO1 y E. coli W3110. Las primeras
pruebas se realizaron en CN, donde B. xenovorans resulté ser mas resistente a cromato
gue las cepas control tolerando concentraciones de hasta 6 mM (Fig. 20 y resultados

no mostrados). El resultado contrario se observé con B. vietnamiensis, que presento
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un fenotipo de hipersensibilidad ya que su crecimiento se vio inhibido a
concentraciones de cromato menores que el de E. coli (Fig. 20), que es considerada
una cepa sensible a cromato. Posteriormente se realizaron pruebas de susceptibilidad
en medio minimo, pensando que al cambiar las condiciones metabdlicas se podia
inducir alguno de los genes Ichr de B. vietnamiensis y observar un fenotipo de
resistencia. Sin embargo, se obtuvo un resultado similar al obtenido en CN, es decir, B.
xenovorans presenté resistencia a cromato, mientras que B. vietnamiensis se mostré
sensible (resultados no mostrados). Auln con estos resultados negativos, no se puede
concluir que los genes Ichr de B. vietnamiensis no confieren resistencia a cromato, se
piensa mds bien que las condiciones en las que se realizaron las pruebas de
susceptibilidad no son las adecuadas para que se expresen los genes, pero

probablemente existe alguna condicion fisiolégica en la que éstos sean funcionales.

Para determinar si los genes Ichr seleccionados confieren resistencia a cromato,
primero se disefaron oligonucleétidos especificos para amplificarlos de manera que se
amplificaran también los posibles promotores y terminadores transcripcionales (Fig.
21, Tabla 1). Los fragmentos con los genes Ichr se amplificaron por PCR (Figs. 22-24), se
clonaron en vectores de recuperacion (Figs. 25-26) y posteriormente se subclonaron
en los vectores pUCP20 y pACYC184 (Figs. 27 y 28). Se escogieron estos vectores por
los antecedentes que existen en el laboratorio al estudiar la funcién de otros genes
Ichr. El gen chrA de pUMS505 clonado en pUCP20, por ejemplo, confiere resistencia a
cromato solamente a P. aeruginosa y no a E. coli en CN (Cervantes y col., 1990; Nies y
col., 1990); por otra parte, el gen chrA del plasmido 1 de Shewanella sp. confiere
resistencia a cromato a E. coli cuando es clonado en pACYC184 y a P. aeruginosa

clonado en el vector pUCP20 cuando las pruebas se realizan en M9 (Aguilar-Barajas y
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col., 2008). Como no se sabia en qué condiciones podia observarse el fenotipo
conferido por los genes Ichr de las cepas de Burkholderia; estos se clonaron en ambos
vectores y con los plasmidos recombinantes se transformé tanto a P. aeruginosa como
a E. coli y se realizaron las pruebas de susceptibilidad a cromato en medio rico y en

medio minimo.

El género Burkholderia es mas parecido fenotipica y genotipicamente al género
Pseudomonas que al género Escherichia, por lo que en un inicio se pensé que era mas
probable observar la funcion de los genes Ichr de Burkholderia cuando éstos se
expresaran en P. aeruginosa. Asi, se realizaron primero pruebas de susceptibilidad a

cromato a las transformantes de la cepa PAO1.

En los resultados de las pruebas en CN se observd que solamente el gen Ichr2 y el
conjunto de genes chrFCA2B confieren resistencia y que cuando el primero estd
clonado de manera individual confiere un nivel de resistencia mucho mayor (sigue
creciendo a concentraciones mayores a 2.5 mM de cromato) que cuando se clona con
los genes aledarios (Fig. 29A). De hecho, cuando las pruebas se realizaron en M9 el gen
Ichr2 confirid resistencia sélo clonado de manera individual y la cepa con el conjunto
de genes chrFCA2B resultd ser mas sensible incluso que el control (Fig. 29B), de modo
que el efecto que los tres genes aledafios al gen Ichr2 confieren al fenotipo de
resistencia se ve acentuado cuando las pruebas se realizan en medio minimo (Fig. 31).
Se analizé el efecto de expresar diferentes combinaciones de los genes chrFCA2B en P.
aeruginosa y los resultados mostraron que tanto chrF como chrB tienen un efecto
importante en el fenotipo de resistencia cuando las pruebas se realizan en CN,

posiblemente actuando como reguladores de la expresion (Fig. 30).
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El vector pUCP20 permite la expresidn de genes tanto en P. aeruginosa como en E.
coli. Lo que se hizo a continuacién fue realizar pruebas de susceptibilidad a cromato a
las cepas de E. coli W3110 transformadas con los mismos plasmidos con los que se
transformd a P. aeruginosa. Cuando las pruebas se realizaron en CN se observo que el
gen Ichr2 nuevamente era capaz de conferir resistencia; en esta condicidn también el
gen Ichré confirid resistencia a cromato, mientras que las cepas transformadas con los
genes Ichrly el conjunto de genes chrFCA2B presentaron un comportamiento similar al
de la cepa control (Fig. 32A). En medio minimo solamente el gen Ichr2 confirid
resistencia a cromato y la cepa transformada con el gen Ichr6 fue tan sensible como la
cepa control (Fig. 32B). Posiblemente este gen sélo se expresa en las condiciones
fisiolégicas proporcionadas al crecer la cepa en CN, es decir un medio rico. Se sabe que
cuando una célula bacteriana se crece en un medio rico se ve aumentada la expresién
de genes relacionados con algunos tipos de estrés, incluyendo el estrés oxidativo (Tao
y col., 1999), y posiblemente la proteina LCHR6 sea una proteina de respuesta a alguna
de estas condiciones, que no se presentan cuando las células se crecen en medio

minimo, aunque no existe evidencia al respecto.

Los genes aledafios al gen Ichr2 también tuvieron un efecto sobre la resistencia a
cromato cuando se expresaron en E. coli (Fig. 33B), aunque solamente cuando las
pruebas se realizaron en M9. Se observé un efecto similar en el operén chrBAC de
Shewanella sp., cuando los genes se clonaron en un vector de alto nimero de copias
(PGEM-T). En pruebas de susceptibilidad a cromato en M9 se observé que el gen chrA
conferia un nivel de resistencia mucho mayor clonado de manera individual que en
conjunto con los genes chrB y chrC (Aguilar-Barajas y col., 2008). Aunque no se sabe a

qué se debe este efecto, podria estar relacionado con que en un vector de alto nimero
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de copias, ademas de sobreexpresarse la proteina que confiere resistencia a cromato,
se sobreexpresan también los genes que codifican a los reguladores transcripcionales
chrB y chrF. El hecho de que el efecto de los genes aledafios sea mas notable cuando
las pruebas de susceptibilidad se realizan en M9 posiblemente esta relacionado con
que chrB y chrF son reguladores transcripcionales, probablemente responden a las

concentraciones de sulfato presentes en este medio (Juhnke y col., 2002).

Hasta este punto se habia demostrado que los genes Ichr2 y Ichr6 confieren resistencia
a cromato, pero el gen Ichrl no habia conferido resistencia en ninguna de las
condiciones probadas. A continuacién se clonaron los genes en el vector de bajo
numero de copias pACYC184. En las pruebas en CN se observé que el gen Ichrl
conferia un nivel de resistencia muy bajo pero reproducible (Fig. 34A), mientras que
las cepas de E. coli transformadas con los genes Ichr2 y Ichr6 eran mas sensibles a
cromato que la cepa control, contrario a lo que ocurre cuando estos genes estan
clonados en pUCP20 (Fig. 34B). Posiblemente para que estos genes confieran un nivel
de resistencia a cromato apreciable en el sistema usado se necesita que las proteinas
gue codifican se expresen en un nimero mayor, y esto sélo se consigue cuando los
genes estan clonados en el vector pUCP20 y no en pACYC184. Cuando las pruebas se
realizaron en M9 se observé claramente que en esta condicién sélo el gen Ichrl era
capaz de conferir resistencia a cromato (Fig. 34B). Se sabe que el aumentar el nimero
de copias de un plasmido no causa un aumento proporcional de los niveles de
expresion de las proteina codificadas (Carrier y col., 1998). Hay algunos ejemplos,
cuando los promotores de los genes son fuertes, se logra una expresion mas eficiente
de la proteina cuando se utiliza un vector de bajo o de moderado nimero de copias

(Mergulhao y col., 2002), lo que podria ser el caso del gen Ichrl. Se sabe también que
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cuando hay una sobreexpresion de proteinas de membrana éstas se precipitan vy
forman agregados (Wagner y col., 2007), lo que posiblemente ocurra cuando el gen
Ichrl se clona en el vector pUCP20, que es de alto nimero de copias, aunque no hay
evidencia al respecto. El medio en el que se realizan las pruebas también proporciona
una condiciéon fisiolégica especifica en la que este gen se expresa y la proteina
funciona. Cuando las células bacterianas se crecen en un medio minimo, aumenta la
expresion de genes relacionados con varios tipos de estrés, incluyendo el estrés
nutricional. El que se haya observado la funcién del gen Ichrl solamente cuando se
cloné en el vector de bajo nimero de copias pACYC184 y cuando las pruebas se

realizaron en medio minimo podria deberse a alguno o varios de estos factores.

Los resultados obtenidos hasta aqui con los genes de B. xenovorans, que sefialan que
todos confieren resistencia a cromato, pero sélo en condiciones de cepa, vector y
medio de cultivo especificas, no son del todo inesperados. Esta bacteria codifica 21
sistemas de expulsidon de metales pesados y ocho de ellos corresponden a genes chr.
El hecho de que cada uno funcione en condiciones fisioldgicas especificas podria
explicar la gran cantidad de genes de resistencia a cromato que presenta esta bacteria,

que habita en nichos ecoldgicos muy diversos (Chain y col., 2006).

Como se menciond anteriormente, cuando se realizaron pruebas de susceptibilidad a
cromato a la cepa de B. vietnamiensis se encontré que lejos de presentar un fenotipo
de resistencia a cromato, mostré ser hipersensible al oxianion en las condiciones en las
que se realizaron los experimentos (Fig. 20). Aun asi se decidié estudiar la funcién del
gen Ichr5 de B. vietnamiensis como se habia planteado desde un inicio, debido a que
pertenece a una subfamilia diferente a la de los genes Ichr estudiados de B.

xenovorans, y en la que se han descrito otros homodlogos funcionales, y analizarlo en
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las condiciones en las que se habian probado los genes de B. xenovorans para ver si en

alguna de las condiciones se podia determinar su funcion.

El gen Ichr5 se amplificd por PCR, se clond en el vector pJET 1.2 y se transformé a E.
coli TOP-10 con el pldasmido recombinante. Posteriormente este gen se subcloné en
pUCP20 y en pACYC184 y con los plasmidos recombinantes se transformé tanto a E.
coli W3110 como a P. aeruginosa PAO1. A las cepas transformantes se le hicieron
pruebas de susceptibilidad a cromato tanto en CN como en M9 (Fig. 35-37). Sdlo se
observo que el gen Ichr5 confiere resistencia a cromato clonado en el vector pACYC184
y en E. coli W3110 y cuando las pruebas se realizaron en M9 (Fig. 37B) y en ninguna
otra condicidn, igual que lo encontrado con el gen Ichrl de B. xenovorans. Estos
resultados demostraron que el gen Ichr5 de B. vietnamiensis confiere resistencia a
cromato clonado en E. coli, y confirman que las condiciones iniciales en las que se
realizaron las pruebas de susceptibilidad a cromato a B. vietnamiensis no fueron las
adecuadas para la expresion de los genes Ichr. En alguna condicién de crecimiento B.
vietnamiensis podria presentar un fenotipo de resistencia a cromato debida a Ila

expresion de uno o varios de los genes Ichr presentes.
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VIIl.  CONCLUSION

En el presente trabajo se demostrd que los genes Ichrl, Ichr2, Ichr5 y Ichr6 de cepas de
Burkholderia confieren resistencia a cromato en condiciones especificas de cepa
receptora, medio de cultivo y numero de copias del vector. Nuestra conclusién es que
las proteinas LCHR de B. vietnamiensis y B. xenovorans analizadas confieren resistencia
a cromato. Este es el primer reporte que demuestra la funcién de miembros de las
subfamilias LCHR1 y LCHR6 de la superfamilia CHR como posibles transportadores de
cromato. Con estos homdlogos LCHR suman ya cuatro las subfamilias en las que se han
identificado miembros funcionales, distribuidas a lo largo del arbol filogenético de la
superfamilia CHR. Con estos resultados, y con los resultados obtenidos por Diaz-
Magaia y col. (2009), que demuestran que las proteinas de las subfamilias SCHR1 vy
SCHR3 también confieren resistencia a cromato cuando son clonados en pareja, se
puede concluir que los miembros de la superfamilia CHR confieren resistencia a
cromato, si no como su funcién principal, al menos como una de sus funciones, en

alguna condicién de crecimiento.
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