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RESUMEN

La proteina ChrA de Pseudomonas aeruginosa confiere resistencia a
cromato y pertenece a la familia de transportadores CHR, la cual consta de 135
proteinas homodlogas. Mediante mutagénesis al azar y sitio-dirigida se han
identificado varios aminoacidos esenciales para la funcién de la proteina, vy
debido el caracter hidrofébico de dichos aminoacidos, se les ha asignado un
papel estructural. El mecanismo de resistencia de ChrA consiste en la expulsion
del oxianién cromato del citoplasma, por lo que es posible que los aminoacidos
basicos, cargados positivamente, arginina (Arg) y lisina (Lys), interaccionen
con el cromato para su unién y expulsidon. El objetivo de este trabajo fue
evaluar el papel de aminoacidos basicos conservados en la funcion de ChrA.
Para ello se analizaron ocho residuos: Lys-37 y Arg-34, ubicadas en el
segmento transmembranal (STM) I; Lys-248, ubicada en el STM VIII; Arg-55,
Arg-98, Arg-201 y Lys-394 en asas hidrofilicas y Arg-154 en la interfase del
STM IV y el citoplasma. Utilizando mutagénesis dirigida se obtuvieron
mutantes en los aminoacidos seleccionados, a las cuales se evalud su nivel de
resistencia a cromato con respecto a la proteina silvestre en pruebas de
susceptibilidad en caldo nutritivo a 37°C. Las mutantes Lys-37(Arg, Thr y Leu),
Arg-34(Thr), Arg-55(Thr), Arg-98(Lys), Arg-201(Lys), Lys2-48(Arg) y Lys-
394(Arg) presentaron un 75-100% de resistencia respecto a la proteina
silvestre. Las mutantes Arg-55(Lys y Leu), Arg-154(Lys) y Lys-394(Thr y Leu)
presentaron un 45-60% de resistencia. Las mutantes mas afectadas fueron
Lys37-(Glu), Arg-154(Leu) y Arg201(Thr y Leu) con un 14-30% de resistencia,
y Lys-248(Thr y Leu) las cuales se comportaron como el control sensible.
Pruebas de susceptibilidad en medio minimo y a 42°C, llevaron a concluir que
los residuos Lys-37, Arg-34 y Arg-55 son importantes probablemente para
mantener una adecuada estructura de ChrA; la Arg-98 y la Arg-201 son
importantes para la funcién de ChrA y pueden tener un papel funcional o
estructural, mientras que los residuos Arg-154, Lys-248 y Lys-394 son
esenciales para la funcién de la proteina ChrA debido a que probablemente

participan de manera directa en la interaccion con el cromato.
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I) INTRODUCCION
El cromo es un contaminante ambiental ampliamente distribuido por su

condicién de subproducto de numerosos procesos industriales. En su forma de
cromato, (CrVI), es altamente soluble, por lo que la contaminacion ambiental
es dificil de controlar. Esta solubilidad también permite el transporte a través
de las membranas bioldgicas del cromato, y una vez dentro de la célula exhibe
una variedad de efectos tdxicos, mutagénicos y cancerigenos. La
descontaminacién quimica es un proceso costoso y dificil de implementar en el
ambiente por lo que la investigacion se ha dirigido al estudio de
microorganismos capaces de soportar concentraciones toxicas de cromato, con
la posible aplicacion de los conocimientos obtenidos, en la biorremedicion del
cromato.

1. EL CROMO

a) Caracteristicas quimicas

El cromo es un metal de transicién localizado en el grupo VI-B de la Tabla
Periddica, tiene un nimero atémico de 24 y un peso atémico de 51.996 g/mol.
Es un metal gris y quebradizo que puede ser altamente pulido y resiste el
ataque por oxidacidn. Los estados de oxidacion del cromo van desde -2 hasta
+6, siendo las formas mas comunes +3 y +6. El estado de oxidacion
trivalente es la forma mas estable del cromo (McGrath y Smith, 1990).

El cromo (VI) existe como un anién y se considera la forma mas toxica del

cromo; usualmente se encuentra combinado con el oxigeno formando iones

Maria Guadalupe Moreno Contreras IIQB-UMSNH 11
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cromato (CrO.,*) o dicromatos (Cr.0,%). En contraste, el Cr(III) se encuentra
formando 6xidos, hidroxidos o sulfatos. Los compuestos de Cr(VI) son
altamente solubles, fuertes oxidantes y en presencia de materia organica son
reducidos a Cr(III). Sin embargo, las altas concentraciones de Cr(VI) pueden
sobrepasar la capacidad reductora del ambiente y asi persistir como un

contaminante (Cervantes y col., 2001)

b) Transporte del cromo al interior celular

El cromo en forma de cromato (CrO,*) es activamente transportado a
través de las membranas bioldgicas tanto de procariotes como de eucariotes;
esta permeabilidad se basa en su similitud quimica con el anién sulfato (SO.,*)
(Figura 1A), i6n indispensable como fuente de azufre para la sintesis de
proteinas. El ingreso del cromato por la via del transporte del sulfato se
demostré en Salmonella typhimurium (Dreyfuss, 1964) y Escherichia coli
(Sirko y col., 1990). Los estudios de transporte de cromato al interior celular
en Pseudomonas fluorescens (Ohtake y col., 1987) y Alcaligenes eutrophus
(Nies y Silver, 1989) mostraron que el cromato es un inhibidor competitivo del
transporte de sulfato (Cervantes y col., 2001). La elevada similitud entre el
cromato y el sulfato radica en que ambas son moléculas tetraédricas con
distancias de enlace muy similares, por lo que el cromato es transportado
mediante la hidrdlisis del ATP actuando como un analogo del sulfato (Pardee y
col., 1966). Una vez en el citoplasma, el Cr(VI) puede ser reducido a Cr(III), el

cual puede interaccionar con el DNA y proteinas ejerciendo asi sus efectos

Maria Guadalupe Moreno Contreras IIQB-UMSNH 12
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toxicos. En contraste, el Cr(III) extracelular es relativamente inocuo, puesto

que es incapaz de atravesar las membranas bioldgicas debido a la baja

Maria Guadalupe Moreno Contreras IIQB-UMSNH 13
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Figura 1. Mecanismos de transporte y toxicidad del cromato en la célula
bacteriana. A) El cromato ingresa a la célula utilizando el sistema de transporte
del sulfato. B) Las membranas bioldgicas son impermeables al Cr(III) por lo que
éste resulta inocuo extracelularmente. C) Intracelularmente el Cr(VI) puede
reducirse a Cr(III); D) En este proceso se pueden formar radicales libres y
productos intermediarios como Cr(V) que pueden interaccionar con el DNA. E) El
Cr(III) también puede interaccionar con el DNA o F) con las proteinas. Adaptado

de Tinajero, 2003
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solubilidad de sus compuestos (Figura 1B) (Karbonowska y col., 1977, Ohtake
y col., 1987).
c) Toxicidad del cromo

Las propiedades mutagénicas de las sales de Cr(VI) se deben a alta
facilidad con que invaden el interior celular y el amplio espectro del dafo al
DNA inducido por su presencia. Una vez que ingresa a la célula, el Cr(VI) es
reducido a especies reactivas como Cr(V) y Cr(IV) o a su forma mas estable
Cr(III) (Figura 1C) (Snow, 1994).

Los procesos de reduccién del Cr(VI) a estados de oxidaciéon inferiores da
lugar a intermediarios reactivos siendo el Cr(V) la especie mas directamente
relacionada con la toxicidad del cromo (Kawanishi y col., 1986). Complejos de
Cr(V) reaccionan con peroxido de hidrédgeno para generar cantidades
importantes de radicales hidroxilo (eOH), el cual produce alteraciones
directamente en el DNA asi como otros efectos téxicos como la peroxidacion de
lipidos de membrana (Figura 1D) (Shi y Dalal, 1990).

El Cr(III) intracelular puede ser secuestrado por los grupos fosfato del DNA
afectando la replicacion, transcripcion y causando mutagénesis. El dafio
oxidativo al DNA es considerado la base de los efectos mutagénicos producidos
por el cromo (Figura 1E). Por otra parte, el Cr(III) puede reaccionar con los
grupos sulfhidrilo y carboxilo de enzimas causando alteraciones en su

estructura y actividades (Figura 1F) (Cervantes y col., 2001).

2. RESISTENCIA BACTERIANA A CROMATO

Las bacterias resistentes a cromato han sido aisladas del ambiente natural
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(suelos, agua y sedimentos) o de entornos intrahospitalarios (Losi y col., 1994;
Cervantes y col., 2001). La tolerancia a este idn se ha relacionado con la
reduccién del Cr(VI) a Cr(III) asi como con mutaciones cromosomales que
afectan el ingreso del cromato a la célula; sin embargo, los sistemas de
resistencia mas eficientes se han asociado con la expulsién del i6n

proporcionada por determinantes plasmidicos (Cervantes y col., 2001)

a) Resistencia cromosdémica

Debido a que el Cr(VI) ingresa a la célula utilizando el sistema de
transporte de sulfato (Figura 1A), mutaciones en los genes que codifican esta
via pueden originar bacterias resistentes a cromato disminuyendo la capacidad
de entrada del oxianidn a la célula (Cervantes y Silver, 1992).

Se ha reportado que la reduccién de Cr(VI) a Cr(III) constituye un
mecanismo alternativo de resistencia a cromato y parece ser una reaccion
secundaria de una via metabdlica aun desconocida, sin embargo, este sistema
confiere sélo un bajo nivel de resistencia al idon (Cervantes y Silver, 1996). Se
han purificado y caracterizado reductasas de cromato, solubles y dependientes
de NADPH en Pseudomonas putida (Ishibashi y col., 1990), P. ambigua (Suzuki
y col., 1992) y Bacillus sp. (Campos y col., 1995; 1997). Reductasas unidas a
la membrana se identificaron en P. fluorescens (Bopp y Ehrlich, 1988) y en
Enterobacter cloacae (Wang y col., 1989). La reduccién de cromato puede
efectuarse tanto en condiciones aerdbicas como anaerdbicas y representa un
proceso de destoxificacion potencialmente util para la recuperacién de aguas

residuales y otros desechos contaminados con cromato (Cervantes, 1999).
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Se ha descrito la presencia del determinante de resistencia a cromato chr,
constituido por los genes chrB,, chrA, y chrF,, en el cromosoma de la bacteria
Cupriavidus metallidurans (antes Alcaligenes eutrophus o Ralstonia
metallidurans) (Juhnke y col., 2002). Estos genes son homdlogos a algunos
codificados en el determinante plasmidico chr; de la cepa CH34 de la misma
especie y confieren resistencia a cromato aparentemente mediante una
expulsion acelerada de los iones cromato ( Junhke y col., 2002).

Por otra parte, en un trabajo reciente en nuestro laboratorio, se encontré
gue las helicasas RuvB y RecG estan involucradas en la reparacion de dafio al
DNA causado por el cromato o sus derivados en P. aeruginosa PAO1, dado que
cepas mutantes por transposicion en estos genes son mas sensibles que la

cepa parental (Miranda y col., 2005).

b) Resistencia plasmidica

La presencia de plasmidos de resistencia a cromato fue reportada por
primera vez hace mas de dos décadas en las bacterias Streptococcus lactis
(Efstathiou y Mckay, 1977) y P. aeruginosa (Summers y Jacoby, 1979);
posteriormente han sido encontrados en diversas especies de Pseudomonas
(Cervantes y Silver, 1996; Mondaca y col., 1998), A. eutrophus (Nies y col.,

1990) y E. coli (Verma y col., 2002) (Tabla 1).

3. DETERMINANTES DE RESISTENCIA A CROMATO
Unicamente dos determinantes de resistencia a cromato asociados con

plasmidos han sido estudiados a nivel molecular: los determinantes de los
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Tabla 1.- Plasmidos que confieren resistencia bacteriana a cromato

BACTERIA PLASMIDO ORIGEN REFERENCIA
Streptococcus pLM3001 Fermentacion lactea Efstathiou y Mackay,
lactis 1977
Pseudomonas pMG6 Clinico Summers y Jacoby, 1978
aeruginosa
P. fluorescens pLBH1 Sedimento de rio Bopp y col., 1983
P. aeruginosa pUM505 Clinico Cervantes y col., 1990
Rals_toma pMOL28 Suelo contaminado Niesy col., 1990
metallidurans
P. mendocina pARI180 Suelo contaminado Dhakephalkar y col.,
1996
P. putida p(200 kb) Afluente industrial Mondaca y col., 1998
Escherichia coli varios Resid_uoslde Verma y col., 2002
curtiduria
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plasmidos pUM505 de P. aeruginosa (Cervantes y col., 1990) y pMOL28 de A.

eutrophus (Nies y col., 1990).

a) Plasmido pUM505 de P. aeruginosa
pUM505 es un plasmido conjugativo de 100 kilobases (kb) aislado de una cepa
clinica de P. aeruginosa (Cervantes-Vega y col.,, 1986). La resistencia a
cromato esta dada por la presencia del gen llamado chrA (Cervantes y col.,
1990). Este determinante fue secuenciado y un segmento que lo contenia fue
clonado en el vector pKT230 dando lugar al plasmido recombinante pCRO616,
el cual al ser transferido a una cepa sensible a cromato del mismo género

confirid resistencia al ién (Cervantes y col., 1990).

b) Plasmido pMOL28 de C. metallidurans
En un primer estudio de los genes de resistencia a cromato del plasmido
pMOL28 se localizaron dos genes: chrA que codifica una proteina integral de
membrana probablemente responsable de la expulsion de cromato y chrB, un
probable regulador (Nies y col, 1990). Estudios mas recientes describieron
ademas los genes chrC, que codifica una superéxido dismutasa; chrE, que
posee similitud con una rodanasa; chrF;, propuesto como parte de un grupo de
genes que regulan el sistema de resistencia a cromato; y chrl, para el cual no
se ha propuesto ninguna funcidn. Estos genes forman parte del determinante

de resistencia llamado chr; (Junhke y col., 2002).
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4. CARACTERISTICAS DE LA PROTEINA ChrA DE P. aeruginosa

A partir de la secuencia de nucledtidos del gen chrA de P. aeruginosa, se
dedujo una proteina de 416 aminoacidos de los cuales el 66% son
hidrofébicos. Con base en los datos del perfil hidropatico se propuso a ChrA
como una proteina de membrana (Cervantes y col., 1992). Aunque
inicialmente se propuso un modelo hipotético en base al perfil hidropatico de
12 segmentos transmembranales (Alvarez, 1999), en un trabajo reciente en
nuestro laboratorio, se construyd una serie de fusiones traduccionales de ChrA
con las proteinas reporteras fosfatasa alcalina (PhoA) y B-galactosidasa (LacZ)
en vectores de expresidn y los resultados obtenidos indican que la topologia de
la proteina ChrA consta de 13 segmentos transmembranales unidos por 6 asas
citoplasmicas y 6 asas periplasmicas con el extremo amino en el citoplasma vy

el carboxilo en el periplasma (Figura 2) (Jiménez-Mejia y col., 2006).

5. MECANISMO DE RESISTENCIA CONFERIDO POR ChrA DE P.

aeruginosa
Utilizando vesiculas invertidas de membrana, se demostré que la proteina ChrA
participa en la expulsién de cromato: las vesiculas que expresan esta proteina
acumularon mas cromato que las vesiculas preparadas de una cepa sensible al
idbn. También se demostrd que la expulsion de cromato es dependiente de
NADH y que fue abolida por inhibidores y desacoplantes de la cadena
respiratoria, sugiriendo que la expulsion depende del potencial de membrana

(Alvarez y col., 1999).
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Posteriormente, el sistema de expulsion de cromato por ChrA fue
demostrado en células completas de la cepa de P. aeruginosa PAO1
transformada con el plasmido pEPL1 que contiene el gen chrA. La cepa que
contiene el plasmido mostré una acumulacion 2 a 5 veces menor de
cromato radiactivo en suspensiones de la misma cepa comparado con
suspensiones de aquella que no poseia el plasmido. La expulsion de
cromato por la cepa PAO1(pEPL1) fue inhibida por analogos del cromato
como sulfato y molibdato, asi como por inhibidores energéticos, lo que
confirmo la utilizacion del potencial de membrana como fuente de energia

para expulsar iones cromato. (Pimentel y col., 2001) (Figura 3).

6. FAMILIA CHR

Mediante un analisis filogenético, Diaz-Pérez (2006) encontr6 135 proteinas
homdlogas a ChrA, las cuales constituyen la familia CHR de transportadores de
cromato. La familia se divide en dos grupos bien definidos en base a su
tamafio: 77 proteinas tienen un tamafio de alrededor de 400 aminoacidos y se
les denomina proteinas de cadena larga (LCHR) o bidominio, mientras que 58
tienen un tamafio de alrededor de 200 aminoacidos las cuales reciben el
nombre de proteinas de cadena corta (SCHR) o monodominio. Para el analisis
filogenético dividieron las proteinas LCHR en sus dominios amino y carboxilo,
originando 212 secuencias en total (154 de los dominios amino y carboxilo de
las 77 proteinas LCHR y 58 proteinas SCHR).

El analisis filogenético apoya la hipdtesis de que las proteinas de cadena

larga se originaron de un evento de duplicacion y fusidon génica de un
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Figura 2. Topologia de la proteina ChrA de P. aeruginosa. Consta
de trece segmentos transmembranales (I-XIII) unidos por seis asa
citoplasmicas (C1-C2) y seis asas periplasmicas (P1-P6) con el extremo
amino en el citoplasma y el carboxilo en el periplasma. Tomado de
Jiménez-Mejia y col., 2006.
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Figura 3. Mecanismo de resistencia a cromato mediado por ChrA. El
cromato es expulsado por la proteina ChrA, la cual utiliza el potencial de
membrana generado por los componentes de la cadena respiratoria.

Adaptado de Pimentel y col., 2002.
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monodominio ancestral, de manera similar a lo que sucede con miembros de la
superfamilia de facilitadores mayores (MFS) (Rubin y col., 1990; Nies y col.,
1998; Pao y col., 1998; Diaz-Pérez, 2006). En el arbol filogenético por
dominios, se encontré que los dominios amino y carboxilo de las proteinas
LCHR agrupan de manera independiente (Figura 4), al igual que el grupo de
las proteinas SCHR, lo que sugiere que el probable evento de duplicacion
ocurrido hace mucho tiempo, y que el gen duplicado, ahora formando los dos
dominios, ha evolucionado a velocidades distintas, provocando que el grado de
conservacion de los dominios sea diferente, y por tanto, que la distribucion de
los mismos sea por separado. Puesto que el dominio amino forma un solo
grupo y por tanto estd mas conservado, se ha propuesto que éste lleva a cabo
la funcion del transporte del cromato mientras que el dominio carboxilo juega
un papel auxiliar (Diaz-Pérez, 2006).

El arbol filogenético construido Unicamente con las proteinas de cadena larga
(LCHR) esta formado por siete subgrupos (Figura 5): 1) CHR5, que incluye
nuestro modelo de estudio de P. aeruginosa; 2) CHR2, donde agrupa la
proteina ChrA de Crupiavidus metallidurans ; 3) CHR3, donde agrupan
proteinas cercanas al CHR5 pero pertenecientes prinipalmente a
cianobacterias; 4) CHR4 formado por la proteina ChrA de Methanococcus
jannaschii, la Unica proteina homdloga del dominio arquea; 5) CHR quiméricas,
cuyos dominio amino y carboxilo agrupan de manera distinta al resto de las
proteinas; 6) CHR de hongos, proteinas homdlogas encontradas en organismos
del Reino Fungi y 7)CHR1, que incluye proteinas de diverso origen pero que

agrupan de manera cercana a las ChrA de hongos (Diaz-Pérez, 2006).
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Figura 4. Topologia del arbol filogenético de la familia de CHR. El
arbol se reconstruyé con las 212 secuencias de los dominios de ChrA (154

de los dominios amino y carboxilo de las 77 proteinas LCHR y 58 proteinas
SCHR). Tomado de Diaz-Pérez, 2006.
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Figura 5. Arbol filogenético de las 77 proteinas de cadena larga (LCHR) de la
familia CHR. El color en la leyenda indica la distribucion taxonémica de los siete grupos
de acuerdo a la leyenda de la izquierda. La barra derecha muestra la clasificacién Gram
de las bacterias. Las flechas a la derecha senalan a ChrA de P. aeruginosa y a ChrA de
C. metallidurans (A. eutrophus) La punta de flecha sefala a ChrA de M. jannaschii. (Nies,
2003; Diaz-Pérez, 2006).
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7. AMINOACIDOS BASICOS EN PROTEINAS DE MEMBRANA

a) Estudios Estructura- Funcion

El funcionamiento apropiado de una proteina es debido a su
conformacién, la cual es a su vez una consecuencia de su secuencia de
aminoacidos y de sus estructuras secundaria y terciaria. Ciertos aminoacidos
en una proteina juegan papeles importantes en determinar su especificidad
(por ejemplo, unidn del sustrato en el caso de enzimas), termoestabilidad,
regulacidon, conformacién y otras propiedades de las proteina. Cambiando
incluso un solo nucleétido de un gen que codifica una proteina blanco puede
resultar en el cambio de un aminodacido que puede abatir la actividad normal o
mejorar una propiedad especifica de una proteina (Glick y Pasternak, 1998).
Los estudios de relaciones estructura-funcion son extremadamente valiosos en
el entendimiento del mecanismo de una proteina de transporte. Los
aminoacidos funcionales pueden ser identificados ya sea estudiando cambios
gue ocurren en las propiedades bioquimicas después de la modificacién de un
residuo especifico con un compuesto reactivo, o analizando las propiedades de
una mutacion sitio especifica en la cual aminoacidos individuales se han
reemplazado. La mutagénesis dirigida es el método empleado para la
produccion de mutaciones especificas de un gen (Glick y Pasternak, 1998), y
ofrece la ventaja de que no se tiene que considerar el efecto del reactivo en
sitios diferentes al residuo de interés ni es necesario tener la proteina
purificada para evitar interacciones del reactivo con otras proteinas

(Trentmann y col., 2000).
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Una herramienta para determinar cuales aminoacidos de una proteina podrian
ser cambiados para afectar una propiedad especifica es el andlisis de la
estructura tridimensional de la proteina si ya ha sido bien caracterizada por
analisis de cristalografia de Rayos X u otros procedimientos analiticos. Pero
para la mayoria de las proteinas de membrana se carece de tal informacién, de
forma que la mutagénesis viene a ser una estrategia de prueba y error en la
que los cambios son hechos sobre aquellos aminoacidos que son mas
probables de generar un cambio en una propiedad de la proteina. Y luego, por
supuesto, la proteina codificada por el gen mutado debe ser analizada para
averiguar si el proceso de mutagénesis alteré de alguna forma la funcién de la
proteina ( Glick y Pasternak, 1998).

Por otro lado, la eleccibn del aminoacido puede estar basada en el
conocimiento del papel de un aminoacido en particular en una o mas proteinas
homdlogas identificadas por estudios filogenéticos (Glick y Pasternak, 1998), lo
gue permite reducir considerablemente el nUmero de posibles blancos para la

mutagénesis.

b) Frecuencia e importancia de residuos basicos en proteinas de
membrana

Los aminoacidos cargados positivamente, Arginina (Arg) y Lisina (Lys)
son poco frecuentes en las proteinas de membrana, especialmente dentro de
los segmentos transmembranales. De acuerdo a un analisis de 26 genomas en
que se consideraron probables proteinas de membrana, estos aminoacidos

constituyen en conjunto el 2% de la composicién total (Liu y col., 2002). Sin
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embargo, en un analisis con 56 proteinas de estructura conocida, el porcentaje
aumentd hasta alrededor del 5% para cada uno en las regiones de hélice-a e
irregulares cercanas a la interfase membrana-agua, lo que ha llevado a sugerir
que interacciones electrostaticas con las cabezas cargadas negativamente de
los fosfolipidos ayudan a estabilizar la asociacion con la membrana (Granseth y
col., 2004). Esto no sucede en el ambiente hidrofébico de la membrana, donde
la presencia de una carga no compensada adicionaria un elemento
desestabilizante a la estructura de la proteina de membrana, contradiccidon que
puede ser reconciliada si la desventaja de una carga positiva fuera usada para
disminuir el costo energético de unir o transportar un sustrato aniénico. En
ausencia del sustrato, la carga podria ser estabilizada mediante interacciones
con otros aminoacidos polares en la misma regién (Fu y col., 2001). Esto ha
sido demostrado en el transportador de oxalato/formato OxIT de Oxalobacter
formigenes, en el cual la Arginina-272 y la Lisina-355, ambas dentro de
segmentos transmembranales, forman parte del sitio de unién del sustrato
(Figura 6) (Yang y col., 2005).

Por otro lado, estd bien estudiada la denominada regla “adentro
positivo” en organismos de los tres dominios de la vida (Wallin y Von Heijne,
1998), donde se ha demostrado que existe una distribucién preferencial de
residuos cargados positivamente en las asas citoplasmicas y que tal
distribucion estd directamente relacionada con la adecuada insercion de la
proteina dentro de la membrana, como sucede en el transportador eucaridtico

de glucosa Glutl (Sato y Mueckler, 1999).

Maria Guadalupe Moreno Contreras IIQB-UMSNH 29



IMPORTANCIA DE RESIDUOS BASICOS DE LA PROTEINA CHRA DE P. aeruginosa

Figura 6. Dominio de union del ligando en el modelo por homologia
del transportador de oxalato/formato OxIT. Modelo de OxIT, visto
desde el citoplasma y mostrando los residuos de unién del ligando Arg-272
y Lys-355 en rojo, los cuales forman una regién discoide de 10 A x 3A.

Tomado de Yang y col. (2005).
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Por otra parte, residuos basicos ubicados en segmentos hidrofilicos
pueden tener un papel importante en el reconocimiento o unién del sustrato,
formando parte de la via de translocacion, como sucede en el transportador de
citrato/malato CimH de Bacillus subtilis, donde las Arg-143 y Arg-420 de asas
citoplasmicas son accesibles del lado externo de la membrana y la Arg-432
forma parte del sitio de unidn de uno de los grupos carboxilo de los sustratos

(Krom y Lolkema, 2003)
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II) ANTECEDENTES

Con el objetivo de identificar aminodacidos especificos que participan en
la resistencia a cromato de la proteina ChrA de P. aeruginosa, Aguilera y col.
(2004) aislaron mutantes sensibles a cromato. Para ello el plasmido pEPL1,
que tiene clonado el gen chrA, se transfirid a la cepa hipermutagénica XL1-
Red. Esta cepa, obtenida comercialmente, se encuentra afectada en
mecanismos primarios de reparacion del DNA, lo cual aumenta la frecuencia de
mutacién 5,000 veces mas que la cepa silvestre (Greener y Callahan, 1994).
Después de una incubacion de alrededor de 30 generaciones, se aislo la
poblacion de plasmidos mutados que se emplearon para transformar la cepa de
P. aeruginosa PAO1. Posteriormente se seleccionaron mutantes que perdieron
la capacidad de tolerar concentraciones téxicas de cromato. Se eligieron 12
mutantes que presentaron mutaciones con sentido equivocado: diez mutantes
presentaron el cambio de un sdélo aminoacido y dos tuvieron la alteracion
de dos aminoacidos. De los cambios ocurridos, 11 involucraron el cambio de un
aminoacido hidrofébico por residuos polares y dos eliminaron residuos con
carga positiva (Tabla 2).

Se tomaron al azar cuatro de las mutantes sensibles y se realizaron
pruebas de expulsién de cromato radioactivo (°!Cr0O,*). Suspensiones celulares
de las mutantes R98Q, G139S, V152E y I155N, previamente cargadas con
cromato radioactivo, mostraron una salida de cromato significativamente

menor comparada con la cepa resistente PAO1(pEPL1) (Figura 7). La
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Tabla 2. Caracteristicas de los plasmidos mutados en el gen chrA

Aminoacido

Plasmido reemplazado Localizaciéon®
pEPL1 Silvestre -—-
pSAES5 G139S°® STM IV
pSAE6 V152E STM IV
pSAE7 R98Q C1i
pSAES I155N c2

PSAE10° :191511'5 STM II

pSAE11 A142P STM III

pSAE12 G81E STM IV

pSAE14°¢ A'éggso% STM II

PSAE15 V269D gi
pEAB4° A204V Cc3
pEAB5® F182I P3
pEAB7¢ A202G C3

®Se indica el aminoacido silvestre, el nimero del residuo en la proteina y
la abreviatura del aminoacido en la mutante correspondiente.

°STM, segmento

transmembranal; C,
peripldsmica. Posicion de acuerdo a la figura 2.
‘Dobles mutantes.

4 Mutantes de sensibilidad a cromato intermedia

Adaptado de Aguilera y col. (2004)
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Figura 7. Expulsion de cromato de las mutantes del gen chrA de P.
aeruginosa. Cepa resistente PAO1 (pEPL1) (e), cepa sensible PAO1 (o). Las
mutantes PAO1 (pSAE7) con la mutacién V152E (), PAO1 (pSAE7) con la
mutacién R98Q (o), PAO1 (pSAE5) con la mutacién G149S (m) y PAO1
(pSAES8) con la mutacion I155N (=). Adaptada de Aguilera y col. 2004.

Maria Guadalupe Moreno Contreras IIQB-UMSNH 34



IMPORTANCIA DE RESIDUOS BASICOS DE LA PROTEINA CHRA DE P. aeruginosa

velocidad inicial de salida de cromato de las mutantes fue parecida a la
presentada por la cepa sensible PAO1. Con estos resultados se confirmd que
las mutantes tienen alterado el sistema de expulsién de cromato (Aguilera y
col., 2004).

La sensibilidad de las mutantes obtenidas se debié en algunos casos a la
eliminacion de cargas positivas, a la adicion de cargas negativas o a una
alteracion en la estructura de la proteina por la introduccion de residuos de
distinto tamafio o polaridad. La importancia funcional de algunos residuos se
demostrd aun mas por su alta conservacién en un alineamiento multiple de las
secuencias de varios homodlogos de ChrA (Figura 8).

Al ubicar las diferentes mutaciones obtenidas en el modelo topoldgico, en su
mayoria se localizaron en segmentos transmembranales y asas citoplasmicas
de la regién amino de la proteina (Figura 9), razon por la cual se propuso que
esta region era mas importante que el dominio carboxilo, lo cual es reforzado
en el analisis filogenético, en el cual se encontré que el domino amino esta
mas conservado que el dominio carboxilo (Diaz-Pérez, 2006). En un trabajo
mas reciente, Jiménez-Mejia y col. (2006) proponen que cada dominio juega
un papel diferente en el funcionamiento de la proteina ChrA, debido a la
caracteristica de que el dominio carboxilo tiene una orientacién inversa en la
membrana con respecto al dominio amino.

Ademas de mutagénesis al azar se ha realizado analisis estructura-funcién de

la proteina ChrA empleando mutagénesis dirigida, tomando como base para la
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*% * *k*k * *
PSEAE-P14285 416_aa 42 ISSKRFNKLLAVMQVLHEEAHE I CVHL 111
WAUEU-P17551_401_aa 37 ITDADYKEGLALAQLAENT AAQLATIYL 106
RALME-ZP_00024026_407_ 43 ITDGDYKEGLALAQLAEEST AAQLATIYL 112
RALSO-NP_522116_401_aa 37 ISEADYKEGLALAQLAENT AAQLATIYL 106
BURCE-ZP_00221417_382_ 15 ITEADYKEGMTLAQMAEEGEMAAQLATIYL 84
BURCE-ZP_00224938_392_ 28 ITEADYKEGLTLAQLAKEMMAAQLATIYL 97
CHRVI-NP_900592_393_aa 29 TAEADYKEGIALAQLAEEGEMAAQTATIYL 98
BURFU-ZP_00027400_402_ 38 FTEADYKEGLALAQLAINENTI AAQLAIYL 107
CYTHU-ZP_00116649_385_ 23 ISEEDYKEGMALSQLAIENT AAQLCIYI 92
SYNSP-C56274_393_aa 30 SEAEYQEGLTLAQVARESTI AAQLSFYL 99
ANOGA-XP_306818 384 _aa 19 ISEEEYKQGVALAQLAEENT AAQLGIYL 88
SYNSP-BAA18657_399_aa 40 LSHEKFLDLIGVTNLI|HEANSTELATHL 109
NOSSP-NP_485153_402_aa 43 SREKLLDLLGITNLI|YeENSTELATIHT 112
GLOVI-NP_923511 423 aa 63 LSREAFVDLLGITNLL|ZGENSTEMAIHI 132
NOSPU-ZP_00105966_406_ 23 LTREHFLDLLGATNLIHEYNSTEMATHI 92
CROWA-ZP_00179154_389_ 23 LERSQFLDLLGATNLIEHGINS TEMATIHV] 92
BDEBA-NP_968697_378_aa 27 TRAEFLELLALTNLI|HeENSTELAIHL 96
UNCBA-NP_598135_410_aa 36 ISSRRFENKLLAVMQVLIEGSEAHE I CVHL 105
PSEPU-NP_744701_450_aa 32 ISERRFLHALNYCMLLIZGSEAQOLATY I 101
AZOVI-ZP_00090393 481 63 ISESRFLHALNFCMLLEGEEAQQLATYL 132
PSEFL-ZP_00084601_451_ 34 ISERRFLHALNYCMLLIZGSEAQOLATY I 103
DESVU-YP_009133_445_aa 23 DNERFLHALNYCHFLEEGYEAQQLATYV] 92
MESLO-NP_106077_463_aa 35 IGEQRFLHALNYCMLLIZGSEAQOLAIY I 104
SINME-NP_384859_480_aa 47 IGETRFLHALNYCTLLIFGSEAQOLAIYI 116
BURCE-ZP_00221415_441_ 9 ISETRFLHALNYCTLVIEGYEAHKLAVYYV] 78
BRAJA-NP_771692_461_aa 32 ISEGRFLHALNYCMLLIZGHEAQQOLATYYV] 101
BRAJA-AAF22878_461_aa 32 ISEGRFLHALNYCMLLEEEGEERSSLRTYV] 101
NOVAR-ZP_00093789_495_ 68 SEDQYLHALNFCHLLIZENEAQQOLATWI 137
CAUCR-NP_419913_426_aa 22 IDDAEFARALSFCMLLIZEHEAQOLATWL 91
CHLAU-ZP_00017652_394_ 19 88
BURFU-ZP_00031598_449_ 68 137
PSEAE-NP_252979_401_aa 25 94
RALME-ZP_00024348 411 30 99

Figura 8. Alineamiento miltiple de parte de las secuencias de
aminoacidos de los homodlogos de la proteina ChrA de P. aeruginosa. Se
indica el nombre abreviado del organismo, el niumero de acceso de la proteina y
el numero de aminoacidos seguido por la secuencia de aminoacidos
correspondiente a cada proteina con el origen a la izquierda. Las regiones
conservadas se indican mediante sombreado. Los asteriscos de la parte superior
indican los aminoacidos mutados (Modificado de Diaz- Pérez, 2006)
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Figura 9. Mutagénesis de la proteina ChrA. Esquema de la proteina
ChrA, se indican los aminoacidos identificados como esenciales por
mutagénesis dirigida (en rojo), mutagénesis al azar (en azul) o por ambos
métodos (recuadro). Adaptado de Aguilera y col., 2004; Aguilar, 2005;
Cortés, 2005 y Diaz-Pérez, 2006.
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seleccidon de los aminoacidos su conservacién en los alineamientos multiples
(Figura 9). Mediante este método se ha identificado o confirmado la
esencialidad de ocho aminoéacidos localizados en la mitad amino de la proteina
(Figura 8) (Aguilar, 2005; Cortés, 2005; Diaz-Pérez, 2006).

Debido al caracter neutro de la mayoria de los aminoacidos identificados como
esenciales en los analisis previos, se ha propuesto que estos residuos tienen un
papel estructural, es decir, ayudando en la correcta formacion del canal de
translocacion del cromato pero sin interaccionar directamente con el anién
(Aguilar, 2005; Cortés, 2005; Diaz-Pérez 2006). Por ejemplo, en el caso de las
glicinas (G44, G45, G81, G92 y G100) existe abundante informacién respecto a
su papel estructural en proteinas transportadoras participando en la interaccion
hélice-hélice de los segmentos transmembranales (Landolt-Marticorena y col.,
1993; Lemmon y Engelman, 1994; Green y col., 2000; Russ y Engelman,
2000;Wakabayashi y col., 2003; Aller y col, 2004), y en el caso de las prolinas
(P80 y P82) en el interior de hélices transmembranales se ha propuesto que su
importancia se debe a que generan una curvatura en la hélice, donde el lado
convexo permitiria la estabilizacion de la hélice por medio de interacciones con
otras hélices o con los lipidos de la membrana, dando rigidez a la estructura y
optimizando la posicién de residuos funcionalmente importantes (Brandl y
Deber, 1985; von Heijne, 1991; Williams y Deber, 1991;Webb y col., 1992;
Suelden y col., 2001; Labro y col., 2003 ).

Puesto que el sustrato de la proteina ChrA es un oxianion, los aminoacidos

cargados positivamente, Arginina (Arg) y Lisina (Lys), a diferencia de los
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aminoacidos hidrofébicos, pueden interaccionar con el cromato participando en

su reconocimiento y/o translocacion.
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III) HIPOTESIS
Los residuos basicos conservados de la proteina ChrA de Pseudomonas

aeruginosa participan en el proceso de expulsién del cromato

IV) OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL
Establecer el papel de residuos basicos conservados en la funciéon de la proteina

ChrA de Pseudomonas aeruginosa

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
a) Identificar y seleccionar residuos basicos conservados de la proteina ChrA
b) Obtener y caracterizar mutantes de la proteina ChrA afectadas en los
residuos elegidos en E. coli
c) Transferir los genes mutados a P. aeruginosa
d) Evaluar la susceptibilidad a cromato de las mutantes
e) Proponer el papel de los residuos alterados en la funcién de la proteina

ChrA
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V. MATERIALES Y METODOS

1. REACTIVOS Y MEDIOS DE CULTIVO
Los medios de cultivo o sus componentes se adquirieron de los

laboratorios Bioxon de México S. A., Merck-México S.A. o Sigma Chemical
Corporation.

. Caldo Luria Bertani (CL): NaCl 1%, peptona de caseina 1% y extracto de
levadura 0.5%.

. Agar Luria Bertani (AL): Al caldo Luria se le agregd 1.5% de agar
bacterioldgico.

. Caldo nutritivo (CN).

o Medio SOC: Triptona 2%, extracto de levadura 0.5%, NaCl 0.0584%,
Glucosa 1%, MgCl, 1% y MgSO, 1%.

o Medio Minimo M9: Glucosa 20 mM, MgS0, 2 mM, CaCl, 0.1 mM, mezcla de
sales M9 1% (Sigma-Aldrich).

. K,CrO4 y MgSO, de los laboratorios Merck.

2. CEPAS EMPLEADAS

Las cepas de Escherichia coli empleadas como receptoras en |la

transformacion fueron las siguientes:

» JM101, supk, thi-1A(lac-proAB) [F’, traD36, proAB, lagIl®ZAM15] (Yanisch-

Perron y col., 1985).
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» XL1-Blue, end A1, gyrA96, thi-1, hsdR17 supE44 recA1l lac [F’' proAB lag11
ZAM15 Tn10 (Tc)] (Stratagene).
» La cepa estdndar de Pseudomonas aeruginosa PAO1 empleada como

receptora de transformacion (Holloway, 1969).

3. PLASMIDOS EMPLEADOS

El plasmido pUCP20 (Figura 10A) es un vector binario que cuenta con un
origen de replicacion para E. coli y otro para Pseudomonas (West y col., 1994).
Tiene ademas un gen de resistencia a ampicilina y un segmento de DNA que
codifica la region amino terminal de la B-galactosidasa (LacZ), que permite
complementar la forma inactiva de LacZ de las cepas estandar de E. coli
(sistema de a-complementacion). De esta manera, las bacterias que tengan el
pldsmido con un inserto clonado desarrollaran colonias blancas Lac, contra
colonias azules Lac* en presencia de un sustrato cromogénico (Xgal) cuando el
vector se religue. Se empled para la clonacion de los genes de las diferentes
mutantes.

Para la mutagénesis dirigida se empled el plasmido pGEMT-ChrAHis
(Figura 10B) el cual tiene clonado al gen chrA bajo la regulacidon del promotor
trc(trp-lac), fusionado en el extremo carboxilo a una secuencia que codifica para
6 histidinas (Aguilar, 2005).

El plasmido pUChrA (Figura 10C) consta del gen chrAHis silvestre
clonado en el vector binario pUCP20 (Aguilar, 2005). Se empled la cepa PAO1
tranformada con este plasmido como control resistente en las pruebas de

susceptibilidad a cromato.
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bla

ori

n o6xHis

Ptrc
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Figura 10. Esquema de los plasmidos empleados. A) pUCP20, vector binario que
cuenta con origenes de replicacidon para E. coli (Ori C) y Pseudomonas (ORP). Cuenta
ademas con un gen de resistencia a ampicilina/carbenicilina (bla), el promotor del
operon de lactosa (Plac), la porcidn que codifica para la B-galactosidasa y un sitio de
policlonacién (SMC). B) pGEMT-ChrAHis, cuenta con el gen chrA bajo la regulacién del
promotor Ptrc y fusionado a una etiqueta que codifica para 6 histidinas (6xHis). C)
pUChrA consta del gen chrA clonado en el vector pUCP20 (Aguilar, 2005).
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4. AISLAMIENTO DE DNA PLASMIDICO

El aislamiento de DNA plasmidico se realizé empleando el método de lisis
alcalina (Adaptado de Birnboim y Doly, 1979; Ish-Horowics y Burke, 1981), de
acuerdo al siguiente protocolo:

En 4 ml de CL se crecio un cultivo bacteriano durante 18-20 h a 37°C con
agitacion constante, posteriormente se distribuyd en tubos de microcentrifuga de
1.5 ml. Se centrifugaron durante 2 min a 12 000 rpm a temperatura ambiente.

Posteriormente la pastilla se suspendié en 100 pl de la solucion STE
(sacarosa 50 mM, Tris-HCIl 25 mM pH 8.0 y EDTA 10 mM) y se le adicionaron 20
hl de una solucion de lisozima (20 mg/ml), se mezcld ligeramente y se incubd a
37°C durante 5 min. Después a la suspension formada se le agregaron 200 ul de
la solucién litica recién preparada <{NaOH 0.2 N y SDS (dodecilsulfato de
sodio)1%7}, se agitdé suavemente y se incubd durante 5 min en hielo.
Transcurrido este tiempo se le adicionaron 150 pl de una solucion de acetato de
potasio 5 M (acetato de potasio 5 M y acido acético glacial pH 4.8), se mezclé
ligeramente y se incubé 10 min en hielo. Se centrifugd durante 5 min a
temperatura ambiente. Se le adicionaron 500 pl de la mezcla 1:1 fenol-
cloroformo y se mezcldé moderadamente. Se centrifugd durante 5 min vy al
sobrenadante se le agregaron 500 ul de cloroformo, se mezclé y se centrifugo
durante 3 min. La fase acuosa superior se recuperd y se le adicion6 1 ml de
etanol absoluto frio y se incubd durante 1 h a -20°C. Se centrifugd durante 15
min a temperatura ambiente. Por ultimo la pastilla se lavd dos veces con 1 ml de
etanol al 70% centrifugando durante 5 min entre cada lavado. Se recuperd la

pastilla y se secdé a temperatura ambiente para posteriormente resuspender la
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pastilla de DNA obtenida en 50 ul de agua desionizada estéril. Estas muestras se
almacenaron a -20°C o fueron sometidas a los corrimientos electroforéticos en

geles de agarosa.

5. ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA

El DNA aislado se sometié a un corrimiento electroforético, para ello se
preparé un gel de agarosa (Sigma) al 1% (p/v) en amortiguador TAE (Tris-
acetato 0.04 M y EDTA 0.001 M). El gel se depositdé en una camara de
electroforesis horizontal, con el mismo amortiguador. Una muestra del DNA se
mezclé con 2 ul de amortiguador de carga [azul de bromofenol al 0.05%, EDTA
0.1 M pH 8.0, SDS 0.5%, sacarosa 40%] y se descargd en los orificios del gel.
La cdmara se conecté a una fuente de poder (E-C Apparatus Corporation
modelo EC452) y se sometid a un voltaje constante de 120 voltios durante 1 h.
Posteriormente el gel se tifié con una solucién de bromuro de etidio al 0.01%
durante 10 min. Las bandas de DNA tefiidas se observaron en un
transiluminador de luz UV de onda corta (UV-Products Inc.) y se fotografiaron
con el “Sistema de Documentacion y Analisis de electroforesis (EDAS) Kodak
120” (Eastman Kodak).

Como marcador de tamafio molecular de DNA lineal se utilizéd el DNA del

fago lambda digerido con la endonucleasa HindIII.

6. AISLAMIENTO DEL DNA DE GELES DE AGAROSA

Para purificar el DNA empleado en las reacciones de ligacién se empleé el

kit comercial "Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System” de Promega.
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La banda de interés se cortd del gel de agarosa y se colocd en un tubo
Eppendorf adicionado 10 ul de solucién de unién a membrana por cada 100 mg
de gel. Se mezcld bien en el agitador y se incubdé a 50-65°C hasta disolver
completamente del gel. La minicolumna SV se insertd en un tubo de colecciéon y
se transfirid la solucion disuelta en la columna y se incubd 1 min a temperatura
ambiente. Posteriormente se centrifugd 1 min a 12 000 rpm. Se lavd dos veces,
primero con 700 ul de solucién de lavado de membrana y centrifugando 1 min a
12 000 rpm y después con 500 ul con solucién de lavado centrifugando ahora 5
min 12 000 rpm. La eluciéon del DNA se hizo adicionando 40 ul de agua grado
HPLC y centrifugando 1 min a 12 000 rpm. Una alicuota del DNA se corrid en un

gel de agarosa al 1% para determinar la concentracidon del DNA recuperado.

7. TRATAMIENTOS ENZIMATICOS DEL DNA

a) Restriccion con endonucleasas

Los DNA plasmidicos se digirieron con endonucleasas empleando una
unidad de enzima de restriccion (Promega o Invitrogen) por microgramo de DNA
e incubando a 37°C por un minimo de 4 h o durante toda la noche. Después de
este tiempo las muestras se sometieron a un corrimiento electroforético en un

gel de agarosa al 1% para determinar el tamafno de los fragmentos obtenidos.

b) Ligaciones

Después de la recuperacion y purificacion de los fragmentos de DNA del

gel de agarosa fueron ligados utilizando la enzima DNA ligasa del fago T4
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(Promega). Las ligaciones se dejaron como minimo toda la noche a 4°C vy las
proporciones inserto-vector variaron segun el experimento realizado. Se

emplearon de 1-3 ul de la mezcla de ligacion en la transformacion.

8. TRANSFORMACION DE Escherichia coli POR ELECTROPORACION

a) Preparacion de células competentes

De un cultivo de la cepa de E. coli crecido durante toda la noche se
tomaron 4 ml para inocular 250 ml de CL contenidos en un matraz de 1L y se
incubd durante 3 h a 37°C con agitacion constante hasta obtener una
absorbencia de 0.6 a 590 nm. Posteriormente se incubd el cultivo en hielo
durante 20 min y se distribuyeron alicuotas en tubos para centrifugar durante 10
min a 6000 rpm a 4°C. La pastilla se lavé dos veces por resuspension con agua
estéril fria y glicerol al 10% frio y se centrifugd entre cada lavado durante 10
min a 8000 rpm a 4°C. Después del ultimo lavado la pastilla se resuspendidé en
agua estéril mas glicerol al 20%. Posteriormente se distribuyd en alicuotas de
0.1 ml en tubos de microcentrifuga de 1.5 ml. Estas células se utilizaron para la

transformacion o bien fueron almacenadas a -80°C.

b) Transformacion

Las transformaciones realizadas por electroporacion de las diferentes
cepas de E. coli empleadas se realizaron en un electroporador 2510 de
Eppendorf. Las condiciones usadas fueron las indicadas por el proveedor del

equipo.
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9. TRANSFORMACION DE Escherichia coli POR CHOQUE TERMICO

a) Preparacion de células competentes

Se prepard un preindculo de la cepa de E. coli en 3 ml de CL y se incubd
toda la noche a 37°C con agitacion constante. Al siguiente dia el preindculo se
vacio a un matraz con 250 ml de CL y se incubd a 37°C hasta una absorbencia
de 0.45-0.55 a 560 nm. El crecimiento se detuvo incubando en hielo por 5 min,
se centrifugd a 6 000 rpm durante 10 min a 4°C. La pastilla se resuspendié en
25 ml de TFb1 (acetato de potasio 30 mM, KCl 100 mM, CaCl, 10 mM, MnCl, 50
mM vy glicerol 15%, se ajustd el pH a 5.8 con acido acético 0.2 M y se esterilizd
por filtracion en un filtro de 0.22 ym) frio y se incubd en hielo por 20 min vy
posteriormente se centrifugé a 6 000 rpm por 10 min. La pastilla se resuspendid
en 2 ml de TFb2 frio [(MOPS (acido 4-morfolino propano sulfénico) 75 mM, KCI
10 mM, CaCl, 100 mM vy glicerol 15%], se ajusté el pH a 6.5 con KOH y se
esterilizd por filtracidon en un filtro de 0.22 pm. Posteriormente se hicieron

alicuotas de 100 ul de la suspension bacteriana y se almacenaron a -80°C.

b) Transformacion

Se mezcld el DNA con 100 pl de la suspension de células bacterianas
competentes y se incubd en hielo 20 min. Después de este tiempo se incubaron
a 42°C en un bafio de agua por 45 seg y los tubos se transfirieron al hielo

incubandose por 3 min. Se les adicion6 1 ml de CL precalentado, se incubaron a
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37°C por un maximo de 1 h, se concentré el cultivo resuspendiendo en 100 ul y

se plaqued en cajas de AL con ampicilina.

10. ELECTROPORACION DE P. aeruginosa O E. coli SEMBRADAS

RECIENTEMENTE EN PLACA

Para la electroporacion de P. aeruginosa se empled el siguiente método
(Enderle y col., 1998).

Se sembré en una placa de AL la cepa de P. aeruginosa PAO1 y se incubd
16 h a 37°C, posteriormente la caja se mantuvo a temperatura ambiente. Se
agrego a un tubo de 1.5 ml, 500 pl de agua desionizada, estéril y fria y después
se transfirieron aproximadamente 3 mg de células de la caja al tubo, usando un
asa estéril. Los tubos se mezclaron moderadamente en el agitador hasta tener
una mezcla homogénea y la suspension celular se centrifugd 1 min a 14 000
rpm desechando el sobrenadante. Posteriormente las células se resuspendieron
con la pipeta en 500 ul de agua desionizada estéril y fria y se centrifugaron
nuevamente 2 min desechando el sobrenadante. Las células se resuspendieron
en agua estéril y fria en un volumen de aproximadamente 500 pl, se
mantuvieron en hielo y se usaron inmediatamente para la electroporacion.

El DNA usado para la electroporacién se diluyo en agua destilada estéril a
una concentracién final entre 5-50 ng de plasmido en 5-10 pl de volumen final.
Después el DNA se adiciond a 100 ul de células y se mezcld6 moderadamente, la
mezcla se transfirid a una celda de electroporacién en hielo y se les dié un pulso

de 1.8 6 2.5 KV. Inmediatamente después se le adiciond 1 pl de medio SOC a la
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celda, se mezclé suavemente con la pipeta y se transfirié a un tubo con 1 ml de
CL y se incubd de 1.5 a 4 h a 379C con agitacion constante. Transcurrido este
tiempo se plaquearon 100 a 200 pl de cultivo en cajas de AL con carbenilicina
(200 pg/ml).

Para la electroporacién de E. coli, 100 ul de células se mezclaron
moderadamente con 1-3 ul del DNA usado para transformar. La mezcla se
transfirio a una celda de electroporacion en hielo y se les dié un pulso de 1.8 ¢
2.5 KV. Inmediatamente después se transfirid a un tubo con 1 ml de CL y se
incubd de 1 a 1.5 h a 37°C con agitacion constante. Transcurrido este tiempo se

plaguearon 100 a 200 pl de cultivo en cajas de AL con ampicilina (100 pg/ml).

11. MUTAGENESIS DIRIGIDA

Para llevar a cabo la mutagénesis dirigida se empleo el método de PCR vy
digestion con DpnI (Fisher y Pei, 1997) implementado previamente en nuestro
laboratorio (Aguilar, 2005). Para este método se empled el plasmido pGEMT-

ChrAHis (Figura 10a).

a) Diseiio de oligonucleéotidos mutagénicos

Los oligonucleétidos se disefiaron de un tamafio entre 25 a 45 nucledtidos,
con una Tm igual o mayor a 78°C. La Tm se calculé aplicando la siguiente
formula:

Tm = 81.5 + 0.41 (%GC) - 675/N; donde N no incluye las bases

eliminadas.
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La mutacion se localizé al centro de los oligonucledtidos los cuales son
complementarios entre si. El disefio se realizd0 de manera que tuvieran un
minimo de GC de 40% Yy por lo menos una G o C en los extremos. Ademas, los
oligonucleétidos no fueron fosforilados. Los oligonucleétidos fueron obtenidos de
Invitrogen. En la Tabla 3 se muestran los oligonucledtidos disefados para cada

mutacion.

b) Sintesis de la cadena mutada

La sintesis de la cadena mutada se hizo por medio de PCR. Se puso la
siguiente reaccién: DNA (100-150 ng), oligonucledtido directo y reverso (250
ng), buffer de reaccién 10X (5 pl), dNTPs mix 10 mM (1 ul), 1 pl de DNA
polimerasa Pfu (Stratagene) (2.5 U/ul), se ajusté la reaccion a un volumen final
de 50 pl con agua HPLC. La enzima siempre se adicioné al final.

Las condiciones del PCR usadas fueron las siguientes: 94°C/1 min
(desnaturalizacion inicial), 94°C/1 min (desnaturalizacién), 62°C/1 min
(alineamiento), 72°C/ 7.5 min (extension) y 72°C/7.5 min (extension final), las

muestras se sometieron a 16 ciclos de amplificacion.

c) Digestion con Dpnl
Después de la amplificacién de la cadena mutada la reaccién se digirid con la
enzima de restriccién Dpnl (Invitrogen) para la eliminacion del DNA molde. Se

puso la siguiente reaccion: DNA (14.5 pl), buffer 10X (2 ul), BSA 1mg/ml (2 ul)
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Tabla 3. Oligonucleétidos empleados para la mutagénesis

Mutacién? Directo”(5'>3") Reverso®(5'>3’)
R34->K
CCACAGCTCTTCGCGAAATTCCTCAAGTTCGGC GCCGAACTTGAGGAATTTCGCGAAGAGCTGTGG
R34->T
CCACAGCTCTTCGCGACCTTCCTCAAGTTCGGC GCCGAACTTGAGGAAGGTCGCGAAGAGCTGTGG
R34->L
CCACAGCTCTTCGCGCTGTTCCTCAAGTTCGGC GCCGAACTTGAGGAACAGCGCGAAGAGCTGTGG
K37->R
TTCGCGCGCTTCCTCCGCTTCGGCTTGCTCGCA TGCGAGCAAGCCGAAGCGCGAGGAAGCGCGCGAA
K37->T T CGCGCGOTTCOTCACGTTCGGCTTGOTCGOA TGCGAGCAAGCCGAACGTGAGGAAGCGCGCGAA
K37->L
TTCGCGCGCTTCCTCCTGTTCGGCTTGCTCGCA TGCGAGCAAGCCGAACAGGAGGAAGCGCGCGAA
K37->E T CGCGCGOTTCOTCGAGTTCGGCTTGOTCGE GCGAGCAAGCCGAACTCGAGGAAGCGCGCGAA
R55-K AGATCGACATGTTGCGCAAGGAGCTCGTGGACGAGGA | TCCTCGTCCACGAGCTCCTTGCGCAACATGTCGATCT
R55-5T AGATCGACATGTTGCGCACGGAGCTCGTGGACGAGGA | TCCTCGTCCACGAGCTCCGTGCGCAACATGTCGATCT
R55-5L AGATCGACATGTTGCGCCTGGAGCTCGTGGACGAGGA | TCCTCGTCCACGAGCTCCAGGCGCAACATGTCGATCT
R98->K
ATCCGAGCAAAGGGGAAGCTGGGGGGCGTGCTG CAGCACGCCCCCCAGCTTCCCCTTTGCTCGGAT
R154-5>K GTGCGCGCCGTGCACAAGATCGGCGAGCACATC GATGTGOTCECCGATCTTETGOACGECGOGCAC
R154-5T GTGCGCGCCGTGCACACGATCGGCGAGCACATC GATGTGOTCGCCGATCETCTGCACGECGCGCAC
R154-5L GTGCGCGCCEGTGCACCTGATCGGCGAGCACATC GATGTGOTCGCCGATCAGGTGCACGECGCGCAC
R179->K
CTGGCAGCCATAGGTAAGGTCGACTTCTGGATC GATCCAGAAGTCGACCTTACCTATGGCTGCCAG
R179-T
CTGGCAGCCATAGGTACCGTCGACTTCTGGATC GATCCAGAAGTCGACGGTACCTATGGCTGCCAG
R179->L
CTGGCAGCCATAGGTCTGGTCGACTTCTGGATC GATCCAGAAGTCGACCAGACCTATGGCTGCCAG
R201->K
CTCGTGCTGAATCATAAGGCCTCAGCGCTCTTG CAAGAGCGCTGAGGCCTTATGATTCAGCACGAG
R201->T
CTCGTGCTGAATCATACCGCCTCAGCGCTCTTG CAAGAGCGCTGAGGCGGTATGATTCAGCACGAG
R201->L
CTCGTGCTGAATCATCTGGCCTCAGCGCTCTTG CAAGAGCGCTGAGGCCAGATGATTCAGCACGAG
K248->R

TTCGCGTCGGGCCTGCGCGCCGGCTTGCTCACC

GGTGAGCAAGCCGGCGCGCAGGCCCGACGCGAA
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Tabla 3 (continuacion)

K2485T TTCGCGTCGGGCCTGACGGCCGGCTTGCTCACC GGTGAGCAAGCCGGCCGTCAGGCCCGACGCGAA
K248->L

TTCGCGTCGGGCCTGCTGGCCGGCTTGCTCACC GGTGAGCAAGCCGGCCAGCAGGCCCGACGCGAA
K394->R

TTATGCCTGGAAGAACCGCCTCAACGTCGTCGTCG CGACGACGACGTTGAGGCGGTTCTTCCAGGCATAA
K394-5>T

TTATGCCTGGAAGAACACGCTCAACGTCGTCGTCG CGACGACGACGTTGAGCGTGTTCTTCCAGGCATAA
K394-L

TTATGCCTGGAAGAACCTGCTCAACGTCGTCGTCG

CGACGACGACGTTGAGCAGGTTCTTCCAGGCATAA

@ Se indica el numero de residuo en la proteina ChrA y el aminoacido por
el cual se cambio, en el cédigo de una letra

b En negritas y subrayado se indica el codén que codifica para el nuevo
aminoacido.
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y 1.5 pl de Dpnl (10-20 U). La reaccién se incubd toda la noche a 37°C.

d) Transformacion

La mezcla total de digestién se empled para transformar células competentes
de E. coli XL1-Blue por choque térmico (anteriormente descrito). La
seleccidn de las mutantes se hizo plaqueando en cajas de AL con 100 pg/ml de
ampicilina. De las colonias obtenidas se seleccionaron algunas al azar y se les
realizé aislamiento de DNA plasmidico por lisis alcalina para verificar la

presencia del plasmido y su posterior secuenciacion.

12. SECUENCIACION DE NUCLEOTIDOS

a) Oligonucleétidos empleados

Para la secuenciacién del gen chrA de las mutantes se emplearon los
oligonucledtidos R201K directo y K248T reverso para obtener la secuencia de
las regiones que codifican las porciones carboxilo y amino de la proteina,

respectivamente (Tabla 3).

b) Amplificacion de los fragmentos utilizando didesoxirribonucleétidos
Para llevar a cabo la reaccién de extension de los fragmentos en el proceso de
secuenciacion, se utilizé un kit comercial Big Dye terminator 3.1 (ABI) y se
utilizd DNA (300 ng/ul), 1 ul de oligonucledtidos (uno para cada evento) (10
pmol/ul), 4 ul de la mezcla de terminadores Big Dye, 2 pl de amortiguador de
reaccion (5X), en un volumen final de 20 ul. Para la secuenciacidon de los

plasmidos de las mutantes, las muestras se sometieron a 25 ciclos de
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amplificacion en las siguientes condiciones: 96°C/30 seg (desnaturalizacion),

50°C/30seg (alineamiento), 60°C/4min (extension).

c) Purificacion de las muestras
El lavado de las muestras de secuenciacidon se hizo de la siguiente manera:

Al DNA amplificado por PCR se le adicionaron 2 ul de EDTA 125 mM pH 8.0
y 2 ul de acetato de sodio 3 M pH 4.8. Para precipitar el DNA se adicionaron 50
bl de etanol absoluto frio y se mezclaron las muestras levemente en el
agitador. Las muestras se incubaron 30 min a temperatura ambiente,
posteriormente se centrifugaron por 20 min a 13 000 rpm y el sobrenadante se
retird con una micropipeta y se desechd. A la pastilla formada se le adicionaron
250 pl de etanol al 70% y se mezclaron en el agitador centrifugando por 10
min en las condiciones antes descritas. El sobrenadante se retir6 nuevamente
con la micropipeta y las muestras se secaron en un concentrador.
Posteriormente se resuspendieron en 25 ul de amortiguador TSR y se
mezclaron en el agitador de 2-3 min. Se incubaron 2 min a 95°C vy se
colocaron en hielo por 5 min. Finalmente se pasaron a tubos de secuenciacion

y se llevaron al secuenciador o se almacenaron a -20°C.

d) Secuenciacion de las muestras
Una vez purificadas las muestras se colocaron en un secuenciador ABI
Prism 310 bajo las siguientes condiciones de corrida: 15 kV, 50°C y 50 min de

corrida en un capilar de 45 uM.
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e) Analisis de las secuencias

El analisis de las secuencias de nucledtidos y de aminoacidos se realizd
empleando el programa de computadora DNAsis V.2.0 (Hitachi Inc.), en el cual
se empalmaron secuencias obtenidas con cada uno de los oligonucledtidos para
obtener la secuencia completa de las muestras secuenciadas. El alineamiento
de secuencias se realizé empleando el programa Clustal W para confirmar el

cambio ocurrido en las mutantes.

13. PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD A CROMATO

Se prepararon tubos con 4 ml de CN y con concentraciones variables de
cromato como K,CrO4. A cada tubo se le agregaron 40 pl de un cultivo crecido
en CN durante 18-20 h a 37°C con agitacién constante. Como control de
crecimiento bacteriano se incluyd un tubo que no contenia cromato. Los tubos
inoculados se incubaron por un periodo de 18-20 h a 37°C con agitacion
constante. La susceptibilidad se midié en funcién de la absorbencia de los
cultivos a 590 nm en un espectofotdmetro Spectronic 21, Milton Roy.

Para las pruebas de susceptibilidad en medio minimo, se sustituy6 el CN
por medio minimo M9. los cultivos se prepararon como en las pruebas en CN y
la incubacién se hizo a 37°C 0 a 42 °C.

Se determind el porcentaje del nivel de resistencia conferido por cada
mutante obteniendo el promedio de absorbencia a las concentraciones usadas.

A cada valor se le restd el obtenido para el control sensible PAO1 (pUCP20) y
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estableciendo como 100% la absorbencia del control resistente PAO1

(pUChrA).
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VI) RESULTADOS

Andlisis de estructura-funcién llevados a cabo por nuestro grupo de
trabajo ha permitido la identificacidon de varios aminoacidos esenciales para la
funcion de la proteina ChrA, la expulsién del cromato del citoplasma, en la
bacteria P. aeruginosa. Se ha propuesto que esos residuos tienen una
participacion en la estructura tridimensional de la proteina. Sin embargo, hasta
el momento no se ha explorado el aspecto de la interaccidon cromato-proteina y
debido a que el cromato tiene carga negativa, es posible que los aminoacidos
con una cadena lateral de carga positiva participen en el reconocimiento y
union del cromato para su translocacién al exterior celular. En este trabajo nos
enfocamos por lo tanto al andlisis de residuos bdsicos conservados de la
proteina ChrA, Argininas y Lisinas, que pueden estar participando en el proceso
de expulsion del cromato y para esto el primer paso fue el analisis de

conservacion de los residuos basicos.

1. Identificacion y seleccion de los aminoacidos basicos
conservados en la familia CHR
Para la obtencidon de los aminoacidos con grupos R basicos mas conservados se
analizaron inicialmente los alineamientos multiples con las 135 proteinas de la
familia CHR que contiene las proteinas SCHR y LCHR (Figura 4) y después con
las 77 proteinas de cadena larga (LCHR) donde se incluyen las ChrA
funcionales (Figura 5). En estos alineamientos no se encontraron aminoacidos
basicos con una alta conservacién, por lo que se decidi6 trabajar con los

subgrupos en los que se localizan las dos proteinas cuya funcionalidad ha sido
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demostrada: ChrA de Cupriavidus metallidurans, en el subgrupo CHR2, y ChrA
de P. aeruginosa, en el subgrupo CHR5 (Figura 5), 24 proteinas en total
(Tabla 4) El andlisis de conservacidén con estas proteinas nos permitid
identificar ahora si aminodacidos basicos conservados (Figura 11). En este
andlisis se observd que solamente seis aminoacidos tienen una alta
conservacion, mientras que la mayoria de los residuos basicos tienen menos
del 40% de conservacion (Tabla 5). Por esta situacion, se decidié tomar como
primer criterio de seleccidn para elegir cuales aminoacidos se analizarian en
este trabajo considerar solamente aquellos que tuvieran un nivel de
conservacion mayor al 80%, condicion cumplida por los residuos Lisina 37,
Arginina 55, Arginina 62, Arginina 154, Lisina 248 y Arginina 394.

El segundo criterio de seleccidon que se utilizé fue la posicion del aminoacido
elegido, con respecto a la cual se decidié analizar sélo un aminoacido en cada
region topoldgica de la proteina (asa hidrofilica o segmento transmembranal).
Esto para poder abarcar en nuestro estudio al menos un residuo en diferentes
regiones de la proteina y no concentrarnos en una parte muy pequefa de
forma que lograramos obtener una informacion global, puesto que en los
analisis previos de mutagénesis dirigida la mayoria de los residuos mutados se
ubicaron en las regiones del segmento transmembranal (STM) I, el asa
periplasmica 1 y el STM II (Figura 8). Dos residuos que cumplieron el primer
criterio de conservacion se ubican en el asa periplasmica 1, la Arg-55 y la Arg-
62; con base a este criterio se decidié seleccionar para el analisis posterior a la

Arg-55 que se encuentra mas conservada (95% vs 85%).

Maria Guadalupe Moreno Contreras IIQB-UMSNH 59



IMPORTANCIA DE RESIDUOS BASICOS DE LA PROTEINA CHRA DE P. aeruginosa
EEE——.—

Tabla 4. Proteinas de la familia CHR empleadas para la basqueda de
residuos basicos conservados

No. de Proteina/ORF Organismo Tamaiiol
acceso
P14285 ChrA? Pseudomonas aeruginosa 416
P17551 ChrAP Ralstgnig metal/idu.rans (ahora 401
Cupriavidus metallidurans)
ZP_ 00418897 | Avin2082? Azotobacter vinelandii 453
AAF22878 NAZa Bradyrhizobium japonicum 461
NP_771692 Blr50522 Bradyrhizobium japonicum USDA110 461
ZP_00427390 | Bucepa02004516° | Burkholderia vietnamiensis-G4 560
ZP_00427389 Bucepa02003973" Burkholderia vietnamiensis-G4 537
ZP_00422384 Bucepa02000074" Burkholderia vietnamiensis-G4 392
ZP_00277269 | Bcep0155° Burkholderia fungorum 398
NP_419913 CC1097° Caulobacter crescentus CB15 426
NP_900592 chrAP Chromobacterium violaceum ATCC 392
12472
ZP_00310886 | Chut0006® Cytophaga hutchinsonii 385
YP_009133 DVUA0093? Dgsulfov:br/o vulgaris subs. vulgaris str. 445
Hildenborough
ZP_00613901 | Magn026383? Magnetospirillum magnetotacticum 419
NP_106077 mlr5407°2 Mesorhizobium loti MAFF303099 463
ZP_00613901 | MBNC02003383? Mesorhizobium sp BNC1 455
ZP_00872274 | Saro0797? Novosphingobium aromaticivorans 495
YP_347876 Plu 1843 Pseudomonas fluorescens Pfo-1 447
NP_744701 PP25562 Pseudomonas putida KT2440 450
ZP_00595521 | Reut3320° Ralstgnlg metal//du.rans (ahora 408
Cupriavidus metallidurans)
NP_522116 chrAP Ralstonia solanacearum GMI1000 401
NP_384859 chrA? Sinorhizobium meliloti 1021 480
C56274 SrpCP Synechococcus sp. 393
NP_5981135 | chrA® Pseudomonas sp. 410
No. de aminoécidos, *No asignada, ?Subgrupo CHR5, PSubgrupo CHR2
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BRAJA-AAF22878 461 aa 23
BRAJA-NP 771692 461 aa 23
MESSP-ZP 00613901 15
SINME-NP 384859 480 aa 38
MAGMA-ZP 00208803 419 1
BURVI-ZP 00427390 560 119
DESVU-YP 009133 445 aa 14
MESLO-NP_106077 463 aa 26
AZOVI-ZP 00418897 453 26
PSEPU-NP 744701 450 aa 23
PSEFL-YP 347876 447 aa 21
RALME-ZP 00595521 408 21
NOVAR-ZP 00872274 495 73
CAUCR-NP 419913 426 aa 13
RALSO-NP 522116 401 aa 28
CHRVI-NP 900592 393 aa 20
BURVI-ZP00427389 537 a 161
BURVI-ZP 00422384 392 19
BURFU-ZP 00277269 398 25
CYTHU-ZP 00310886 385 14

SYNSP-C56274 393 aa 21

UNCBA-NP 59818 384 aa 27
*CUPME-P17551 401 aa 28
*PSEAE-P14285 416 aa 33
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Figura 11. Conservacion de residuos basicos de la proteina ChrA de P.

aeruginosa. Parte del alineamiento multiple de proteinas de los subgrupos CHR2 vy

CHR5 de la familia CHR, donde se indica a la izquierda el nombre abreviado del

organismo (con asteriscos se indican las proteinas funcionales), el nUmero de acceso

de la proteina y el tamafo;

topoldgica correspondiente a la secuencia de la proteina ChrA de P. aeruginosa. Los

los numeros al inicio y final
corresponden al nimero de aminoacido. En la parte superior se indica la region

de

la secuencia

recuadros sefialan aminoacidos conservados con su respectivo porcentaje en la
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Tabla 5. Conservacion de residuos basicos de la proteina ChrA en los

subgrupos CHR2 y CHR5

Residu Posicion® | % Conservacion Residuo Posicion % Conservacion
0 (identidad/similitud) (identidad/similitud)
R10 N 8/16 R154 [STM IV-C2°
K13 N Al R163 C2
R34 | STMI 8/8 R179 | STMV-P3® 16/20
K37 | sTMI R201 |  C3 B8
R54 P1 25125 K227 P3 8/8
RS5 | P1 K248 | STMVII
R62 P1 R265 C4 8/12
K67 P1 R271 C4 8/8
R68 P1 R331 | STM X-C5° 8/8
K71 P1 8/45 K339 C5 16/37
R94 | STMI-C1®|  12/16 R340 CS 16/33
K96 Cl 8/8 R370 P6 8/12
R98 Cl 8/8 K392 C6 8/8
R150| STMIV | 825 K3%4 | 6

2Abreviaturas: N, region amino terminal; STM, segmento
transmembranal; P, asa periplasmica; C, asa citoplasmica
b Residuos localizados en las interfases sefaladas

<20% 20-40%
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Finalmente, el tercer criterio que se tomd en consideracidon fue el contar con
informacién previa de algun residuo basico. La Arg-98, localizada en el asa
citoplasmica 1, fue identificada previamente como esencial por mutagénesis al
azar (Aguilera y col., 2004) en donde se obtuvo una mutante por Glutamina, la
cual presentd una susceptibilidad y transporte de cromato similar al de la cepa
sensible. Ademas, la Arg-98 se encuentra en un motivo identificado como
importante en un grupo de proteinas cercano a la familia CHR, la superfamilia
de facilitadores mayores (MFS, por sus siglas en inglés).

Con estos tres criterios se seleccionaron inicialmente seis residuos
basicos con el fin de analizarlos por mutagénesis dirigida (Figura 12): la Lisina
37, ubicada en el STM I con una conservacion del 95%; la Arginina 55 en el
asa periplasmica 1, conservada en el 95%; la Arginina 98 en el asa
citoplasmica 1, la cual tiene menos del 20% de conservacion pero cumple los
criterios de posicidon e informacion previa; la Arginina 154, en la interfase del
STM IV y el asa citoplasmica 2, con un 95% de conservacion; la Lisina 248, en
el STM VIII, con un 87% de conservacién, y la Lisina 394 en el asa
citopldsmica 6 conservada en un 95%. Como se sefala mas adelante, los

residuos R34 y R201 también se mutagenizaron (Figura 12).

2. Seleccion de cambios en los aminoacidos elegidos para la
mutagénesis dirigida

Con el fin de evaluar el posible papel de los aminoacidos basicos
elegidos en la funcion de la proteina ChrA, se decidid intentar hacer tres

reemplazos para cada aminoacido. Asi los cambios planteados fueron los
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Figura 12. Aminoacidos basicos de la proteina ChrA. Esquema de la
topologia de la proteina ChrA donde se indican con un recuadro los
residuos basicos, Arginina (R) y Lisina (K). En el hexagono rojo los ocho
aminoacidos seleccionados en este trabajo para mutagénesis dirigida.
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siguientes: 1) cambio conservativo, en el cual la Lisina se cambid por Arginina
y viceversa, donde se mantuvo la caracteristica de la carga positiva; 2)
Treonina, un cambio moderado en el cual se elimind la carga pero se mantuvo
el caracter hidrofilico y 3) Leucina, el cambio mas drastico dado que ademas
de eliminar la carga se cambid el caracter colocando un residuo hidrofébico
aunque se mantiene un volumen similar al residuo original [168.6 (Lys) y

173.4 (Arg) A% vs 166.7 A% (Leu)] (Figura 13).

3. Obtencion y caracterizacion de las mutantes en ChrA

Para llevar a cabo la modificacién de los residuos se usé el método de
mutagénesis sitio dirigida mediante PCR y digestién con la enzima de
restriccion Dpnl que se describié en Materiales y Metodos (Fisher y Pei, 1997).

Se disenaron inicialmente 16 juegos de oligonucledtidos (Tabla 3), los
cuales cumplieron con las caracteristicas requeridas por el método como se
menciond en la seccidn de Materiales y Métodos. Se us6 como molde el
plasmido pGEMT-ChrAHis (Aguilar, 2005), el cual cuenta con el gen codificante
de la proteina ChrA bajo la regulaciéon del promotor Ptrc, fusionado a una
etiqueta que codifica para seis histidinas, la cual podra ser utilizada para la
futura inmunodeteccién de las proteinas mutantes, y cuenta con 29 sitios de
restriccion para la enzima Dpnl.

Se llevd a cabo el procedimiento de PCR para las mutaciones
propuestas, usando las condiciones descritas por Aguilar (2005) y que se
describen en Materiales y Métodos. Estas condiciones permitieron obtener la

mayoria de las mutantes buscadas. Para obtener las mutantes K37R, R55T,
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Figura 13. Cambios propuestos para la evaluacion de los residuos basicos
seleccionados. Se presentan las caracteristicas principales de los aminoacidos. Los
cambios se hicieron de acuerdo a los siguientes razonamientos: (1) por el aminoacido
gue conserve el caracter basico; (2) por un aminoacido que conserve el caracter
hidrofilico pero no la carga;y (3) por un aminoacido de igual tamafio pero con

diferente polaridad al aminoacido original.
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K248R, K248T y R394T se realizé una modificaciéon del método, aumentando la
concentracion de los oligos a 250 ng por reaccion y/o aumentando la
temperatura de alineamiento de 62 a 64°C. La mutante R154T no se logrd
obtener bajo ninguna de las condiciones probadas.

Después de llevar a cabo el PCR, la mezcla de reaccidon se sometié a digestion
con la enzima Dpnl, tras lo cual se utilizdé para transformar la cepa de E. coli
XL1-Blue. Se obtuvo un numero de colonias variable para cada prueba de
mutagénesis, desde 1 hasta mas de 50 colonias por caja. Se seleccionaron de
1 a 20 colonias de cada mutante en funcién del nimero obtenido, y al menos
a una de las cuales se les extrajo el DNA plasmidico, del cual se procedié a
analizar su tamafo molecular en geles de agarosa. Los plasmidos que
presentaron el mismo patréon de corrimiento del plasmido pGEMT-ChrAHis
silvestre se digirieron con la enzima Bg/ll, la cual libera un fragmento de 1.3
kb que contiene el gen chrA (Figura 14).

Para cada mutante se seleccionaron hasta de uno a tres plasmidos que
mostraron el patron de corrimiento y restriccion esperado y se obtuvo la
secuencia de la regién correspondiente al gen chrA para comprobar que
tuvieran la mutacién en el codén establecido. En la Figura 15 se muestran dos
ejemplos de las secuencias de los plasmidos con los genes mutantes, donde se
observa la mutacién esperada. Es importante mencionar que para todas las
mutantes sobre los seis residuos seleccionados se obtuvo la secuencia
completa del gen chrA; esto con el fin de verificar que solamente presentaran

la mutacion deseada. Con esta informacion se decidid descartar la mutante
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Figura 14. Caracterizacion de plasmidos mutagenizados pGEMT-ChrAHis
A) Esquema del plasmido pGEMTChrAHis. B) Fragmento obtenidos por digestion
don BglIl. C) Fotografia de un gel de agarosa de plasmidos pGEMTChrAHis.
Carriles: 1. Marcador de Peso Molecular, 2-4) DNA circular de las mutantes 2.
K37L1, 3. K37L2, 4. K394R1, 5. K394R2; Carriles 6 a9: DNA digerido con BglII de
las mutantes 6. K37L1, 7. K37L2, 8. K394R1 y 9. K394R2.
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chrA ATGAAGAGTCGTATCGCCCGAGCAAGGCGACGGATGCCACGACTGAAGCCGTCCCTCCAC
K37T ATGAAGAGTCGTATCGCCCGAGCAAGGCGACGGATGCCACGACTGAAGCCGTCCCTCCAC

kkhkkhkkhkhkhhhhhkhkhkhkhkhdhdhdhhhhhhkhkhkhdhddhhhhhhkhkhdddhhhhrhhkhddddhhrrhhkhhdx*x

p M S Yy P Q L F A R F L K F G L L A W G
chrA CCATGAGCTACCCACAGCTCTTCGCGCGCTTCCTCAAGTTCGGCTTGCTCGCATGGGGCG
K37T CCATGAGCTACCCACAGCTCTTCGCGCGCTTCCTCACGTTCGGCTTGCTCGCATGGGGCG

khkkhkhkhkhhhhhkhhkhkhkhdhdhhhhhhhkhkhkhdhdhdhhhhhkhkhk, d,ddhhhhhkhkhkdd,d,dhhhrhrhkhkhkhkx*x

Pp M S Y P Q L F AR F L TV F G L L A W G

chrA GGCCTGTGGCTCAGATCGACATGTTGCGCCGCGAGCTCCGTGGACGAGGAACGCTGGATCT
K37T GGCCTGTGGCTCAGATCGACATGTTGCGCCGCGAGCTCGTGGACGAGGAACGCTGGATCT

khkkhkkhkhkhkhhhhhhkhkhkhdhdhdhhhhhhkhkhkhdddhhhhhhkhkdd dddhhhhhhkhkdd,ddhhhrrhhkhkhkx*x

chrA GGATCTCCAGCAAACGCTTCAACAAGCTGCTTGCGGTGATGCAGGTGCTGCCCGGACCCG

R98K GGATCTCCAGCAAACGCTTCAACAAGCTGCTTGCGGTGATGCAGGTGCTGCCCGGACCCG
hkhkkhhkhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkkk k%

E A H E I C V HL G I R A K G R L G G V
chrA GAAGCGCATGAAATATGCGTTCATTTGGGCATCCGAGCAAAGGGGCGGCTGGGGGGCGTG
R98K GAAGCGCATGAAATATGCGTTCATTTGGGCATCCGAGCAAAGGGGAAGCTGGGGGGCGTG

khkkhkkhkhkhhhhhkhhkkhkhkhdhdhhhhhhhkhkhdhdhdhhhhrhkhkhkhdhd,dhhhxhk*x *kkhkkhkkhkkhkhkhkhkkk*x

E A H E I ¢ VvV H L G I R A K G K L G G V

chrA TGGCGGGACTCGGTTTCATGCTTCCCGGATTCTTGCTGATGTTCGCGCTGTCCTGGTTGT
R98K TGGCGGGACTCGGTTTCATGCTTCCCGGATTCTTGCTGATGTTCGCGCTGTCCTGGTTGT

kkhkkhkhkhkhhhhhhhkhkhkhdhdhdhhhhhhkhkhdhd,dhdhhhhhhkhkhddddhhhhhhkhddd,dhkhrrhhkhkhdx*

Figura 15. Verificacion de la mutacion. A) Alineamiento de la secuencia del
gen chrA silvestre (superior) y la mutante Lys37->Thr (K37T, inferior) B)
Alineamiento de la secuencia del gen chrA silvestre (superior) y la mutante
Arg98->Lys (R98K, inferior). Se indica el coddn correspondiente al aminoacido
original (negrita y cursiva) y el coddén para el nuevo aminoacido (negrita y
subrayado). Se indica también parte de la secuencia de aminoacidos.
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K394L, la cual presentd la mutacién adicional L319F. El resto de los genes
mutados no presentd ninguna mutacién adicional a la deseada.

En promedio, el método de mutagénesis empleado presentd una eficiencia de
alrededor del 50%, lo que nos permite concluir que es un método eficiente
aunque algunas mutantes presentaron dificultades para su obtencién. Esta
eficiencia fue similar a lo reportado por Diaz-Pérez (2006) en un estudio de

mutagénesis dirigida a aminoacidos estructurales neutros.

4. Subclonacion de los genes mutantes en pUCP20

Debido a que el plasmido pGEMT-ChrAHis no cuenta con origen de
replicacion para Pseudomonas, una vez comprobado que el gen chrA de cada
una de las clonas llevaba la mutacién deseada, se procedié a subclonarlo en el
vector de expresion binario E. coli/Pseudomonas pUCP20 (West y col., 1994).
Esto es debido a que el procedimiento de la mutagénesis dirigida estd
implementado en E. coli, pero la proteina ChrA no es funcional en esta especie
(Cervantes y col., 1990), por lo que fue necesario transferir los genes a P.
aeruginosa para poder evaluar la actividad de la proteina.

El gen chrA mutante se recuperé digiriendo el plasmido pGEMT-ChrAHis
con las enzimas Xbal y Sphl, las cuales liberan un fragmento de 2.3 kb que
contiene la region promotora Ptrc y el gen chrAHis. Este fragmento se purificd
y se sometid a ligacién con el vector pUCP20 (3.8 kb) digerido con las mismas
enzimas. La reaccién de ligacidon se us6 para transformar células de E. coli
JM101. Se seleccionaron 10 colonias por cada subclonacion de las cuales a tres

se les extrajo el DNA plasmidico para determinar su tamafio molecular en geles
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de agarosa. A los plasmidos obtenidos se les denomindé pUChrA-mutacién,
donde “mutacién” se refiere al cambio de aminoacido en una posicidon, por
ejemplo, pUChrA-K37R, el cual lleva la mutacién Lisina-37 por Arginina.

De los plasmidos que presentaron un tamafio molecular mayor al del
vector, de alrededor de 6 kb, se seleccionaron dos por cada mutante para
realizar un analisis de restriccidon. Para esto se emplearon tres enzimas: Xbal,
la cual lineariza el plasmido dando una banda de 6.1 kb, 2.3 del inserto y 3.8
del vector; Bglll, la cual, como ya se menciond, libera un fragmento de 1.3 kb
correspondiente al gen chrA y una de 4.8 kb del resto del inserto y vector; y
con la enzima HindlIll, libera 2 fragmentos de alrededor de 400 y 600 pb y un
fragmento de 5.1 kb. En la Figura 16 se muestra un ejemplo de los analisis de
restriccion realizados.

Se empled el DNA de una de las colonias que mostré el patrén de
restriccion esperado para transformar células de la cepa estandar P.
aeruginosa PAO1. De cada transformacion se eligieron dos colonias de las
cuales se extrajo el DNA plasmidico, el cual se digirié con la enzima Bg/II para
confirmar la presencia del gen chrA. Se escogié una colonia por cada plasmido

para realizar las pruebas de susceptibilidad a cromato.

5. Pruebas de susceptibilidad a cromato

Con el fin de evaluar el posible papel de los aminoacidos basicos
mutados en la funcién de la proteina ChrA, se efectuaron pruebas de
susceptibilidad a cromato a las mutantes obtenidas anteriormente. En cada

prueba se usé como control resistente la cepa de P. aeruginosa PAO1(pUChrA),
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469 pb 601 pb 5075 pb

0.5

Figura 16. Caracterizacion de los plasmidos pUChrA-mutacion. A) Esquema
del plasmido pUChrA-mutacion. B) Se muestran los fragmentos generados por las
enzimas de restriccién Xbal (X), Bg/ll (B) y HindIIl (H). C) Fotografia de un gel de
agarosa de los plasmidos pUChrA-K37T (Carriles 2-4) y pUChrA-R55L (Carriles 6-8).
Carriles: 1. Marcadores de tamano molecular, 2 y 8. Digestién con HindIIl; 3 y 7.
Digestion con Bgl/ll; 4 y 6. Digestién con Xbal; 5. vector pUCP20 linearizado con Xbal.
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la cual lleva el vector con el gen chrA silvestre; y como control sensible, la

cepa de P. aeruginosa PAO1(pUCP20), la cual lleva el vector sin inserto.

5.1.a. Lisina 37

Para este residuo se obtuvieron los tres cambios propuestos (K, T, y L).
En las pruebas de susceptibilidad en CN se observd que las tres mutantes
presentaron un nivel de resistencia ligeramente menor al del control resistente,
con alrededor de 78% de resistencia (Figura 17A). Se decidié realizar las
pruebas de susceptibilidad en medio minimo M9 buscando detectar diferencias
entre las mutantes que fueran enmascaradas en el medio rico. Ademas, con el
fin de evaluar si existia algun efecto del cambio realizado sobre la funcién de la
proteina ChrA bajo condiciones diferentes a las normalmente usadas, se
realizaron pruebas de susceptibilidad aumentando la temperatura de
incubacién a 42°C. Sin embargo, el comportamiento de las mutantes K37T y
K37L fue idéntico al control resistente (100%) y el de la mutante K37R fue
muy cercano (82%) (Figura 17B).

Debido a estos resultados, se decidié obtener una mutante adicional de
la Lys-37 por Glutamato (Glu, E), colocando una carga negativa, opuesta a la
del grupo R del residuo original. La mutacién K37E mostré una reduccion del
70% en el nivel de resistencia conferido por ChrA en las pruebas en CN
(Figura 18A) y de 41% en las pruebas de susceptibilidad a cromato en medio
M9 a 37°C (datos no mostrados). El nivel de resistencia de K37E disminuyd
hasta el 34% del conferido por ChrA cuando la temperatura de incubacion se

elevo a 42°C (Figura 18B). Este resultado nos permite concluir que la Lys-37
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Figura 17. Pruebas de susceptibilidad a cromato de las mutantes de la
Lisina 37 de la proteina ChrA de P. aeruginosa. Los cultivos se crecieron con
agitacion constante de 18-20 h a A) 37°C en CN y B) a 42°C en medio M9,
utilizando las concentraciones de cromato indicadas. Se determind el
crecimiento bacteriano por la absorbencia del cultivo a 590 nm. Se emplearon
las cepas de P. aeruginosa: PAO1l (pUCP20) como control sensible; PAO1
(pUChrA) como control resistente con el gen chrA silvestre y las mutantes
sefaladas. Se muestran las barras de error estandar de la media, A) n=6 y B)
n=4.
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Figura 18. Pruebas de susceptibilidad a cromato de las mutantes K37E y
R34T. Los cultivos se crecieron de 18-20 h con agitacidon constante en A) CN a
37°C (n=6) y B) M9 a 42°C (n=4), utilizando las concentraciones de cromato
indicadas. Se determind el crecimiento bacteriano por la absorbencia del cultivo a
590 nm. Se emplearon las cepas de P. aeruginosa: PAO1 (pUCP20) como control
sensible; PAO1 (pUChrA) como control resistente con el gen chrA silvestre y las
mutantes sefaladas. Se muestran las barras de error estandar de la media.
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no es esencial para el transporte del cromato pues la proteina puede aceptar
diferentes tipos de aminodacidos en esta posicion sin afectar el nivel de
resistencia. Sin embargo, es probable que la Lys-37 tenga un papel importante
en la estructura de la proteina ChrA puesto que el cambio por un aminoacido
de carga opuesta al original (Glu) afectd considerablemente la funcidn

indicandola importancia de este residuo.

5.1.b. Arginina 34

Por otra parte, se incluyé como blanco adicional de la mutagénesis al
aminoacido Arginina 34, ubicada en el mismo segmento transmembranal que
la Lys-37 (Figura 13) y del cual se obtuvo la mutante por Treonina (R34T).
La mutante R34T casi no se vid afectada en el nivel de resistencia en ninguna
de las pruebas tanto en CN (80%) (Figura 18A) como en medio M9 a 37°C
(86%) (datos no mostrados) y a 42°C (Figura 18B). Este resultado indica que

la Arginina 34 no es esencial para la funcion de la proteina ChrA.

5.2. Arginina 55

De las tres mutantes obtenidas para este residuo, los cambios por lisina
y leucina mostraron un nivel de resistencia de alrededor del 50% en las
pruebas de susceptibilidad a cromato en CN, mientras que el cambio por
treonina se vio afectado en menor proporcién (Figura 19A). En medio M9 a
37°C se mantuvo el mismo comportamiento de las tres mutantes (datos no
mostrados), pero al cambiar a 42°C la mutante R55T presentd un nivel de

resistencia casi 40% mayor al del control resistente que lleva el gen chrA
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Figura 19. Pruebas de susceptibilidad a cromato de las mutantes de la
Arginina 55 de la proteina ChrA de P. aeruginosa. Los cultivos se crecieron de
18-20 h con agitacion constante a A) 37°C en CN y B) 42°C en M9, utilizando
las concentraciones de cromato indicadas. Se determind el crecimiento
bacteriano por la absorbencia del cultivo a 590 nm. Se emplearon las cepas de
P. aeruginosa: PAO1 (pUCP20) como control sensible; PAO1 (pUChrA) como
control resistente con el gen chrA silvestre y las mutantes senaladas. Se
muestran las barras de error estandar de la media, n=6.
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silvestre (Figura 19B). Este resultado sefiala la importancia de este residuo y
de la regién donde se encuentra, ademas de establecer que la carga positiva

no es esencial en esta posicién para la funcion de la proteina ChrA.

5.3. Arginina 98

Para este residuo sélo se obtuvo el cambio conservativo por Lisina, yaque se
cuenta con la mutante por glutamina, previamente obtenida por mutagénesis
al azar (Aguilera y col., 2004).

Al contrario de la mutaciéon por glutamina, que se comporté como el control
sensible, el cambio por Lisina mantuvo un nivel de resistencia cercano al del
control resistente (Figura 20A). Este comportamiento se observd también en
medio M9 (datos no mostrados) y cuando la temperatura se elevé a 42°C
(Figura 20B), lo cual nos indica la esencialidad de una carga positiva en esta

posicion para la actividad de la proteina ChrA.

5.4. Lisina 394
Se lograron obtener los tres cambios propuestos para este residuo (K, T y L),
pero debido a la presencia de una mutacion adicional (L319F), la mutante por
Leucina no se considerd en el analisis. En CN, sélo la mutacién por treonina
mostré un comportamiento diferente al de la proteina silvestre, con sélo un
58% del nivel de resistencia, mientras que la mutacién conservativa por
Arginina mantuvo un comportamiento ligeramente menor al control resistente
(Figura 21). Cuando las pruebas de susceptibilidad se hicieron en medio

minimo M9, la mutante K394T presentd un abatimiento casi total en el nivel de
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Figura 20. Pruebas de susceptibilidad a cromato de la mutante de la
Arginina 98 de la proteina ChrA de P. aeruginosa. Los cultivos se crecieron de
18-20 h a 37°C con agitacién constante en A) CN a 37°C (n=6) y B) M9 a 42°C
(n=3) utilizando las concentraciones de cromato indicadas. Se determiné el
crecimiento bacteriano por la absorbencia del cultivo a 590 nm. Se emplearon
las cepas de P. aeruginosa: PAO1l (pUCP20) como control sensible; PAO1
(pUChrA) como control resistente con el gen chrA silvestre y la mutante R98K.
Se muestran las barras de error estandar de la media.
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Figura 21. Pruebas de susceptibilidad a cromato de la mutante de la
Lisina 394 de la proteina ChrA de P. aeruginosa. Los cultivos se crecieron de
18-20 h a 37°C en CN con agitacién constante, utilizando las concentraciones
de cromato indicadas. Se determindé el crecimiento bacteriano por la
absorbencia del cultivo a 590 nm. Se emplearon las cepas de P. aeruginosa:
PAO1 (pUCP20) como control sensible; PAO1 (pUChrA) como control resistente
con el gen chrA silvestre y la mutantes R98K. Se muestran las barras de error
estandar de la media, n=6.
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resistencia (5%) lo que indica la importancia de la carga positiva en esta
posicion (Figura 22A), mientras que cuando las pruebas se hicieron a 42°C se
observé una disminucidn en el nivel de resistencia de la mutante K394R,
aproximadamente a la mitad del conferido por |la proteina ChrA
silvestre(Figura 22B). Estos resultados apuntan al requerimiento esencial de
la Lisina 248, ademas de la carga positiva, para el funcionamiento adecuado de

la proteina ChrA.

5.5. Arginina 201

Como se menciond en la Introduccion, se ha propuesto que la proteina
ChrA se originé de una duplicacion génica. En vista del resultado obtenido con
las mutantes de la Lisina 394, se considerd de interés analizar el papel del
aminoacido homaélogo localizado en la mitad amino de la proteina: la Arginina
201, ubicada en el asa citoplasmica 3 (Figura 12). De este residuo se lograron
obtener los cambios por Lisina, Treonina y Leucina. En las pruebas de
susceptibilidad en CN, las mutantes por Treonina y Leucina se vieron
considerablemente afectadas en el nivel de resistencia conferido, mientras que
el nivel de resistencia del cambio conservativo por lisina casi no se vié afectado
(Figura 23A). En las pruebas en medio minimo a 37°C las mutantes R201T y
R201L mostraron un comportamiento casi totalmente sensible (14 y 0%,
rrespectivamente), mientras que la mutante R201K mantuvo un nivel de
resistencia cercano al control resistente (75%) (Figura 23B). Estos
comportamientos se mantuvieron cuando la temperatura de incubacién fue de

42°C (datos no mostrados), lo que sefiala que en esta posicidén se requiere una
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Figura 22. Pruebas de susceptibilidad a cromato de las mutantes de la
Lisina 394 de la proteina ChrA de P. aeruginosa. Los cultivos se crecieron en
medio M9 de 18-20 h con agitacion constante a A) 37°C y B) 42°C utilizando
las concentraciones de cromato indicadas. Se determind el crecimiento
bacteriano por la absorbencia del cultivo a 590 nm. Se emplearon las cepas P.
aeruginosa: PAO1 (pUCP20) como control sensible; PAO1 (pUChrA) como
control resistente con el gen chrA silvestre y las mutantes sefialadas. Se
muestran las barras de error estandar de la media, n=4.
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Figura 23. Pruebas de susceptibilidad a cromato de las mutantes de la
Lisina 201 de la proteina ChrA de P. aeruginosa. Los cultivos se crecieron de
18-20 h con agitacién constante en A) CN a 37°C (n=6) y B) M9 a 37°C
(n=3), utilizando las concentraciones de cromato indicadas. Se determiné el
crecimiento bacteriano por la absorbencia del cultivo a 590 nm. Se emplearon
las cepas P. aeruginosa: PAO1 (pUCP20) como control sensible; PAO1
(pUChrA) como control resistente con el gen chrA silvestre y las mutantes
sefialadas. Se muestran las barras de error estandar de la media.
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carga positiva que puede ser proporcionada por la presencia de Arginina o

Lisina sin que se afecte el funcionamiento de la proteina ChrA.

5.6. Lisina 248

En el caso de este residuo se lograron los tres cambios propuestos. En
las pruebas en CN se observd que las mutaciones K248T y K248L abatieron
casi por complto la resistencia a cromato, mientras que el cambio por Arginina,
K248R, mantuvo un fenotipo de resistencia a cromato (Figura 24A). En las
pruebas en medio minimo a 37°C no se observd ningln cambio en los
comportamientos de las tres mutantes (datos no mostrados), pero cuando la
temperatura se elevd a 42°C la mutante K248R mostré un decremento
significativo en la resistencia a cromato (Figura 24B). Estos resultados
revelan que la presencia de una carga positiva permite el funcionamiento de la
proteina, pero que aun una Arginina no puede sustituir completamente a la
Lisina bajo condiciones no dptimas. Por tanto, se concluye que la Lisina 248 es

esencial para la funcién de la proteina ChrA.

5.7. Arginina 154

En las pruebas de susceptibilidad a cromato en CN de las dos mutantes
obtenidas de este residuo se observd que los cambios por Lisina y Leucina
afectaron de manera moderada y considerable, respectivamente, el nivel de
resistencia, comparado con la proteina silvestre (Figura 25A). En medio
minimo fue mas evidente el efecto, pues la mutacién R154L abatid

completamente la resistencia a cromato, mientras que la mutacién R154K
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Figura 24. Pruebas de susceptibilidad a cromato de las mutantes de la
Lisina 248 de la proteina ChrA de P. aeruginosa. Los cultivos se crecieron de
18-20 h con agitacion constante en A) CN a 37°C (n=6) y B) M9 a 42°C
(n=4), utilizando las concentraciones de cromato indicadas. Se determiné el
crecimiento bacteriano por la absorbencia del cultivo a 590 nm. Se emplearon
las cepas P. aeruginosa: PAO1 (pUCP20) como control sensible; P. aeruginosa
PAO1 (pUChrA) como control resistente con el gen chrA silvestre y las
mutantes sefialadas. Se muestran las barras de error estandar de la media.
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Figura 25. Pruebas de susceptibilidad a cromato de las mutantes de la
Arginina 154 de la proteina ChrA de P. aeruginosa. Los cultivos se crecieron de
18-20 h con agitaciéon constante a 37°C en A) CN (n=6) y B) M9 (n=4),
utilizando las concentraciones de cromato indicadas. Se determiné el crecimiento
bacteriano por la absorbencia del cultivo a 590 nm. Se emplearon las cepas P.
aeruginosa: PAO1 (pUCP20) como control sensible; PAO1 (pUChrA) como control
resistente con el gen chrA silvestre y las mutantes sefialadas. Se muestran las
barras de error estandar de la media.
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presentd un fenotipo de resistencia intermedia apenas ligeramente mayor al de
la cepa sensible (Figura 25B). A 42°C ambas mutantes fueron completamente
sensibles (datos no mostrados). El efecto tan drastico de los cambios de este
residuo sobre la funcion de la proteina ChrA, incluso al conservar la carga
positiva una lisina, nos permite afirmar que la Arg-154 es completamente

esencial para el funcionamiento de la proteina ChrA.
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VII) DISCUSION

ChrA es una proteina transmembranal que confiere resistencia a
cromato en P. aeruginosa por medio de un mecanismo de expulsion del
oxianién toxico del citoplasma, empleando para ello el potencial de membrana
generado durante el bombeo de protones de la cadena respiratoria (Pimentel y
col., 2002).

La proteina ChrA pertenece a la familia CHR de antiportadores de
cromato/sulfato, en donde se han localizado proteinas de cadena corta (SCHR)
y proteinas de cadena larga (LCHR) (Nies, 1998). Recientemente, Diaz-Pérez
(2006) realizé una busqueda de secuencias similares a ChrA encontrando 135
proteinas homodlogas distribuidas en los tres dominios Archea, Bacteria y
Eukarya. Un analisis filogenético de la proteina ChrA, le permitié establecer la
posible historia evolutiva de la familia CHR.

Por otro lado, para tratar de conocer la relacién estructura funciéon de la
proteina ChrA de P. aeruginosa, el andlisis de mutagénesis al azar llevado a
cabo por nuestro grupo de trabajo condujo a la identificacion de 12 residuos
cuyo cambio provocaba sensibilidad a cromato (Aguilera y col., 2004). Al
localizar las mutaciones en ChrA se encontré que la mayoria se ubicaron en la
mitad amino de la proteina, por lo que se sugirid que esta regidn es importante
en el mecanismo de resistencia a cromato. El andlisis filogenético apoyd esta
observaciéon pues se observd que el domino amino de ChrA se encuentra mas
conservado que el dominio carboxilo (Diaz-Pérez, 2006). Recientemente,

Jiménez-Mejia y col. (2006) propusieron que cada dominio de ChrA lleva a
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cabo una funcidn distinta, sustentado por el hecho de que las mitades amino vy
carboxilo tienen una orientacion opuesta en la membrana.

Como un segundo abordaje en el andlisis de la relacidn estructura
funcidon en la proteina ChrA, residuos con una alta conservacién en la familia
CHR, incluidos algunos identificados previamente por mutagénesis al azar,
fueron elegidos para analizar su importancia mediante mutagénesis dirigida
(Aguilar, 2005; Cortés, 2005; Diaz-Pérez, 2006). Este analisis permitid
comprobar que existe una correlacién entre el grado de conservacién y la
importancia funcional puesto que la mayoria de los residuos analizados fueron
completamente esenciales para la actividad de la proteina. Debido al caracter
neutro de la mayoria de los aminoacidos estudiados, por ejemplo las Prolinas
80 y 82 o el Triptofano 63, se les asigné un papel fundamentalmente
estructural, auxiliando en mantener la conformacién que permite el
funcionamiento de la proteina (Cortés, 2005; Diaz-Pérez, 2006).

En este estudio, nos enfocamos en la identificacion y el andlisis de
residuos basicos conservados, Argininas y Lisinas, cuya cadena lateral tiene
una carga positiva, con el fin de identificar aminoacidos que participan en la
interaccion (reconocimiento y union) entre el oxianién cromato y la proteina

ChrA.

1. Identificacion y seleccion de residuos
El primer paso fue la seleccién de los residuos basicos conservados, para
lo cual se analizaron los alineamientos multiples de las secuencias de

aminoacidos de las proteinas de la familia CHR, primero con las 135 proteinas,
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donde se alinean los dominios de las proteinas de cadena larga (LCHR) y el
dominio de las proteinas de cadena corta (SCHR) y después los alineamientos
Unicamente de las 77 proteinas LCHR. En ninguno de estos alineamientos fue
posible identificar aminoacidos con carga positiva que tuvieran una alta
conservacion. Hasta la fecha se ha demostrado la funcionalidad (expulsién de
cromato) solo de dos proteinas ChrA: de P. aruginosa y de C. metallidurans, y
es probable que no todas las proteinas de la familia CHR transporten cromato
sino algun otro oxianién, como sulfato o fosfato, e incluso que algunas de ellas
tengan como sustrato otro tipo de moléculas. Esto daria como consecuencia
gue no exista conservacion de los residuos involucrados en la interaccion con el
cromato pero que se conserven aquellos involucrados en la estructura. Por
ejemplo, en la superfamilia de facilitadores mayores (MFS) se agrupan
proteinas con una gran diversidad de sustratos, incluyendo la lactosa permeasa
LacY de E. coli, el transportador de oxalato-formato OxIT de O. formigenes o la
proteina que expulsa tetraciclina TetA(B) también de E. coli. Entre miembros
de la familia MFS se encuentran uniportadores, simportadores y antiportadores
gue presentan una topologia similar de 12 segmentos transmembranales vy
motivos altamente conservados (Pao y col., 1998). Sin embargo, los residuos
involucrados en la unién del (o los) sustrato(s) varian ampliamente,
manteniendo una conservacion soélo en los subgrupos que transportan el
mismo o un tipo similar de moléculas; por ejemplo, UhpT y GIpT de E. coli,
transportadores de hexosas-fosfato y glicerol-3-fosfato, respectivamente,

comparten la localizacion de dos Argininas ubicadas en los segmentos
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transmembranales I y VII involucradas en la interaccidon con el grupo fosfato
(Huang y col., 2003).

Otro ejemplo lo encontramos en la familia SLC4 de transportadores de
bicarbonato, donde la proteina EA1l que intercambia CI" y HCO5; vy el
cotransportador renal de Na* y HCO;, kNBC1l, comparten residuos
conservados involucrados en la interaccién con el bicarbonato, mientras que
kKNBC1 presenta residuos esenciales no conservados en AE1 y que se propone
participan en la interaccion con el sodio (Abuladze y col., 2005).

Asi pues, decidimos realizar la busqueda de residuos basicos
conservados tomando para el analisis solo a las proteinas de la familia CHR
que integran los subgrupos CHR2 y CHR5 (Figura 11 y Tabla 4) donde se
agrupan las proteinas funcionales de C. metallidurans y de P. aeruginosa,
respectivamente. Esto nos dio un grupo de trabajo de 24 secuencias de
proteinas, con las cuales realizamos alineamientos multiples que ahora si nos
permitieron identificar residuos basicos conservados (Figura 12 y Tabla 5).
Para seleccionar cuales residuos se analizarian en este estudio se tomaron en
cuenta tres criterios: el grado de conservacién del residuo, la region topoldgica
donde se localizaba vy si existia informacion previa sobre el residuo o la region.
Sélo seis residuos basicos presentaron una conservacion mayor del 80%: las
Argininas 55, 62 y 154 vy las Lisinas 37, 248 y 394; el resto de los aminoacidos
basicos de ChrA tiene una conservacidn menor del 60% (Tabla 5). Esta
discontinuidad en el grado de conservacion (no residuos entre 60 y 80%)

apunté a la esencialidad de los residuos mas conservados, por lo cual se
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tomaron en cuenta inicialmente solamente los seis aminoacidos con mas del
80% de conservacion.

El segundo criterio de seleccidn para determinar cudles aminoacidos se
analizarian fue la region topoldgica donde se localizaban, asas hidrofilicas o
segmentos transmembranales, con la intencidn de seleccionar solamente un
aminoacido en cada regidn para que el estudio no se centrara en el extremo
amino de la proteina, el cual presenta una elevada conservacion; por tal razén,
la mayoria de los aminoacidos identificados como esenciales en analisis previos
se localizan en el STM I, el asa periplasmica 1 y el STM II (Aguilar, 2005;
Cortés, 2005; Diaz-Pérez, 2006). Dentro de los residuos con mayor
conservacion se encuentran la Arg-55 y la Arg-62, ambas ubicadas en el asa
periplasmica 1, asi que se decidid incluir en el estudio de mutagénesis sélo a la
Arg-55 que presentdé un grado de conservacion mayor al de la Arg-62 (95% vs
859%). El resto de los residuos que cumplieron el primer criterio se ubican en
diferentes regiones topoldgicas (Figura 12).

El tercer criterio de seleccién que se tomd en cuenta fue si existia
informacidn previa sobre un residuo o regiéon de ChrA o alguna otra familia
cercana a la familia CHR. Este criterio de seleccién lo cumplieron dos residuos
basicos: la Lys-96 y la Arg-98, ambas identificadas como esenciales mediante
mutagénesis al azar por Aguilera y col. (2004). En el caso de la Lys-96, se
obtuvo una mutante por Glutamina (GIn) pero ademas se localizé una
mutacién adicional (Ala-390->Asp); la mutante es sensible a cromato pero
debido a la presencia de otra mutaciéon no fue posible determinar si el efecto

observado es consecuencia de la mutacion sobre la Lys-96 o sobre la Ala-390.
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Por otro lado, la mutante Arg-98->GIn tuvo una sensibilidad y transporte de
cromato igual al de la cepa silvestre, lo que indicé la esencialidad de la carga
positiva en esta posicion (Aguilera y col., 2004). Ademas, en la region donde
se localiza este residuo, el asa citoplasmica 1, se ha identificado un motivo
altamente conservado en la familia MFS, caracterizado por la presencia de dos
a tres residuos basicos (Pao y col., 1998). Con la informacion anterior, se
decidid incluir en el analisis mutacional a la Arg-98, la cual cumple con los
criterios de seleccion de posicion e informacién previa auque no con el criterio
de conservacién, puesto que tiene menos del 20% de conservacion.

Asi pues, se eligieron finalmente seis residuos para analizar por
mutagénesis dirigida (Figura 12): la Lys-37, con 95% de conservacién y
ubicada en el STM I; la Arg-55, con 95% de conservacién ubicada en el asa
periplasmica 1; la Arg-98, ubicada en el asa citoplasmica 2, con menos del
20% de conservacion; la Arg-154, con 95% de conservacién y ubicada en la
interfase del STM IV y el asa citoplasmica 3; la Lys-248, con 87% de
conservacion y ubicada en el STM VIII; y la Lys-394, con 95% de conservacion

y ubicada en el asa citoplasmica 6.

2. Seleccion de cambios para evaluar el papel del aminoacido

Una vez seleccionados los residuos a analizar, se procedié a seleccionar
los cambios que nos permitieran inferir el papel de cada uno de los
aminoacidos mutados en la funcién de la proteina ChrA. Se decidio realizar tres
cambios (Figura 13): 1) conservativo, donde se intercambiaron las lisinas por

argininas y viceversa; en este cambio se mantiene la propiedad mas
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caracteristica de los residuos mutados: la carga positiva; ademas, el volumen
y la superficie de ambos residuos es similar. Por tanto, con este cambio
evaluamos la importancia del residuo per se para la funcidon de la proteina. 2)
este cambio lo podemos llamar semi-conservativo, debido a que se introdujo
un residuo de la misma polaridad (hidrofilico), Treonina, pero se elimind la
carga positiva; este cambio nos permitié evaluar la importancia de la carga
positiva en la posicién del residuo mutado para la actividad de ChrA. 3)
Finalmente, en el tercer cambio, por Leucina, se introdujo un residuo de
polaridad opuesta (hidrofébico) ademas de eliminar la carga positiva, aunque
el volumen es similar al del residuo original; este cambio nos permite evaluar

la importancia del caracter hidrofilico del residuo original.

3 Evaluacion del posible papel de los aminoacidos mutados

La Lisina 37 se encuentra en el STM I y tiene un 95% de conservaciéon
(37% de identidad) en el alineamiento de las 24 proteinas ChrA (Tabla 5). De
este residuo se obtuvieron los tres cambios propuestos, por Arginina, Treonina
y Leucina, ninguno de los cuales afectaron notoriamente el nivel de resistencia
de conferido (Figura 17A). Este resultado fue contrario a lo esperado con base
a su conservacion y posicidon, debido a la existencia de numerosos reportes
respecto a la esencialidad de residuos basicos ubicados en segmentos
transmembranales. Por ejemplo, en el transportador de hexosas-fosfato UhpT
de E. coli, las argininas 46 y 275 ubicadas en los STM I y VII (Fann y col.,
1998), y las Argininas 87 y 287 ubicadas en los STM II y VIII en el

transportador de nitrato, NtrA, de Aspergillus nidulans (Unkles y col., 2004)
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son esenciales para el transporte. Por este motivo se decidid realizar dos
variantes en las pruebas de susceptibilidad:

1) Cambiar el medio de crecimiento de CN (medio rico) al medio minimo
M9, el cual se caracteriza por una composicién definida que consiste de una
fuente de carbono, en este caso glucosa, y nutrientes inorganicos: nitrégeno
(amonio), fésforo (fosfato) y azufre (sulfato) en la forma de sales minerales. El
objetivo de este cambio fue proveer un medio de crecimiento simple similar al
ambiente del suelo, que se caracteriza por una baja disponibilidad de
nutrientes organicos principalmente pero que puede extenderse a nutrientes
inorganicos como fosfato y nitrato (Syn y col., 2004). Ademas, los
componentes del medio rico (aminoacidos, nucledtidos, vitaminas, etc.)
pueden atrapar al cromato de forma que la concentracién real a la que esta
expuesta la célula es menor a la adicionada. Por otro lado, las células
creciendo en medio minimo encaran la necesidad de sintetizar todos sus
bloques de construccion a partir de una Unica fuente de carbono y energia,
glucosa; esto se ve reflejado en el encendido de las vias biosintéticas asi como
también en la elevada expresion de reguladores de procesos celulares (Tao y
col., 1999). Esta situacion genera un aumento en los efectos téxicos del
cromato puesto que la célula requiere que toda su maquinaria sintética
funcione eficientemente mientras que en un medio rico puede sobreponerse al
dafo sobre algunas de las vias al poder tomar del medio la mayoria de sus
nutrientes; por estas razones el medio minimo podria acentuar un posible
efecto de la mutacién sobre el nivel de resistencia conferido que no pudiera ser

detectado en un medio rico. Por ejemplo, Landgraf y col. (1996) determinaron
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la expresion de la proteina reguladora de respuesta a leucina Lpr de E. coli en
medio minimo, concluyendo que participa en la activacion de operones
biosintéticos y en la inhibicion de operones catabdlicos. Por otro lado, el
empleo de un medio minimo pemitié detectar cambios pequefios en los niveles
de expresién de los genes acrAB, marA y soxS involucrados en la resistencia a
ciprofloxacina en E. coli, en los cuales no se habia observado cambio en el
analisis de microarreglos (Bailey y col., 2006),.

2) Aumento de la temperatura de incubacidon de 37°C a 42°C. Con esta
variacion buscamos provocar pequefios cambios estructurales en la proteina
ChrA generados por el aumento de entropia del sistema, pero a una
temperatura permisible para el crecimiento de P. aeruginosa, de forma que se
puedan observar efectos del cambio introducido por la mutacion que no fueran
evidentes en las condiciones usadas. Esta herramienta metodolégica ha
permitido el analisis funcional de diversas proteinas, como la DNA girasa de E.
coli (Oram vy col., 1992), de la cual dos mutantes termosensibles, una del gen
gyrA (Gly751>Asp) y otra del gen gyrB (Prol71->Ser), son activas a 30°C
pero no a 42°C, concluyendo que en el caso de la mutante GyrA el cambio
desestabiliza a la proteina, mientras que la mutacién en GyrB puede cambiar la
interaccion del ATP con la proteina a la temperatura no permisible abatiendo la
actividad de la girasa.

Se realizaron pruebas de susceptibilidad en medio minimo M9 de las
mutantes en la Lys-37, tanto a 37°C como a 42°C (Figura 17B), pero el
comportamiento de las tres mutantes fue idéntico al control resistente. Estos

resultados indicaron que la Lisina 37 no es esencial para la actividad de la
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proteina ChrA. Un resultado similar fue obtenido por Situ y col. (2004), donde
el residuo conservado Arg 1046, ubicado en el STM XIII de la proteina humana
de resistencia a multidrogas, MPR1, permite el cambio incluso por aspartato
con muy poca afectacion en su funcidon. Con el objeto de explorar el posible
papel de la Lisina 37 se analizé la region donde se encuentra: el STM I. Debido
a que las estructuras tridimensionales de las proteinas de membrana
cristalizadas, LacY y GIpT, muestran que los segmentos transmembranales
adquieren una forma de hélice-alfa (Abramson y col., 2003; Huang y col.,
2003), se obtuvo un modelo helicoidal del STM I (Figura 26). En este modelo
se localizé a la Lisina 37 flanqueada por la Glicina 44, identificada previamente
como esencial (Diaz-Pérez, 2006), lo que indica la importancia de este
segmento en la funcion de ChrA. Se decidié entonces obtener otra mutante de
la Lisina 37, ahora por glutamato (Glu, E), donde se introdujo una carga
opuesta a la del residuo original, con el fin de determinar la posible
importancia de este residuo para la funcién de ChrA.

La mutante K37E presentd una afectacion considerable en el nivel de
resistencia conferido por ChrA (Figura 18) lo que nos permitié concluir que la
Lisina 37 si es importante para la funcién de la proteina ChrA y probablemente
esté desempefiando un papel estructural, por ejemplo, auxiliando en el anclaje
de la proteina en la membrana por medio de interacciones electrostaticas con
los grupos fosfato de los lipidos membranales. Granseth y col. (2005) en un
analisis de la composicion de aminoacidos de la regién de interfase membrana-
agua, propusieron que residuos basicos en segmentos transmembranales

pueden participar en la estructura y anclaje de la proteina en la membrana por
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Figura 26. Modelo helicoidal del segmento transmembranal I de la
proteina ChrA visto desde el citoplasma. Los circulos numerados representan los
residuos de la proteina. Se enmarcan los residuos basicos Lys-37 y Arg-34, y las
glicinas esenciales 44 y 45. Los esferas oscuras esquematizan los lipidos de
membrana. Diagrama generado por el programa helicalwheel del servidor Swiss-
prot.

Maria Guadalupe Moreno Contreras IIQB-UMSNH 98



IMPORTANCIA DE RESIDUOS BASICOS DE LA PROTEINA CHRA DE P. aeruginosa

medio de interacciones con el grupo fosfato, cargado negativamente, con la
cadena lateral de la Arginina o la Lisina, cargada positivamente.

En el modelo helicoidal del STM I se observd que, en la misma cara de la
hélice donde se ubica la Lisina 37, se localiza otro residuo basico: la Arginina
34 (Figura 26). Aunque este residuo tiene menos del 20% de conservacién
(Tabla 5), fue de nuestro interés investigar si jugaba algun papel en la funcion
de la proteina ChrA, especialmente porque, de manera similar a la Lisina 37, se
encuentra al lado de otro residuo esencial para ChrA, la glicina 45 (Diaz-Pérez,
2006). Residuos esenciales no conservados se han identificado en otros
transportadores; por ejemplo, la Arg-272 del STM VIII del transportador de
oxalato-formato de O. formigenes, OxIT, fue seleccionada Unicamente por su
posicion y el analisis mutacional sefialé que es esencial para la funcion de la
proteina (Yang y col., 2005).

Del residuo Arg-34 se logré obtener la mutante por Treonina (R34T) la
cual presentd un nivel de resistencia muy cercano al control resistente (Figura
18) indicacion de que no participa en la interaccién con el cromato, aunque se
requieren mas cambios para evaluar con certeza el posible papel. Cabe la
posibilidad de que en el STM I se requiera una carga positiva de forma que la
Lys-37 y la Arg-34 puedan ser reemplazadas entre si. Por ejemplo, en el
motivo A de la lactosa permeasa LacY de E. coli, se localizan tres residuos
basicos altamente conservados, ninguno de los cuales es esencial de manera
individual para el transporte de lactosa; sélo cuando las tres cargas positivas

fueron cambiadas por glutaminas se observé un efecto drastico sobre el
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ensamblaje de la proteina (Jessen-Marshall y col., 1995; Pazdernik y col.,
2000).

El tercer residuo analizado en este estudio fue la Arg-55, conservada en
un 95% vy ubicada en el asa periplasmica 1. De este residuo se lograron
obtener las tres mutaciones propuestas: Lisina, Treonina y Leucina.
Inesperadamente, las pruebas de susceptibilidad en CN mostraron que los
cambios por Lisina y Leucina fueron moderadamente afectados y soélo el
cambio por treonina mantuvo un comportamiento casi igual al control
resistente (Figura 19A). Las pruebas en medio minimo a 37 y 42°C de las
mutantes R55K y R55L no mostraron cambio en el comportamiento;
interesantemente, las pruebas a 42°C mostraron un aumento en el nivel de
resistencia conferido por la mutante R55T, casi 40% por arriba del control
resistente (Figura 19B). El hecho de que el cambio conservativo por Lisina se
vea mas afectado que el cambio por Treonina sugiere que en esta posicion no
se requiere de una carga positiva, sino que es otra propiedad de la Arginina la
gue es importante para su papel en la funcién de la proteina ChrA.

De acuerdo al analisis de prediccion de estructura secundaria realizado
por el programa jpred (Cuff y col., 1998), es probable que el asa periplasmica
1 se encuentre formando una hélice alfa que une los segmentos
transmembranales I y II, por lo cual analizamos un modelo helicoidal de esta
regidon con el fin de inferir el posible papel de la Arginina 55 (Figura 27). El
asa P1 es una regién muy cargada, con cinco residuos acidos y tres residuos

basicos; ademas, también en ella se localiza el Triptéfano 63, el cual fue
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Figura 27. Modelo helicoidal del asa periplasmica 1 de la proteina ChrA.
Los circulos numerados representan los residuos de la proteina. Se sefala la
posicion de la Arg-55 y el Trp-63, y en la parte inferior se esquematiza la
membrana (fosfolipidos) y los segmentos transmembranales I y II. Diagrama
generado por el programa helicalwheel del servidor Swiss-prot.

Maria Guadalupe Moreno Contreras IIQB-UMSNH 101



IMPORTANCIA DE RESIDUOS BASICOS DE LA PROTEINA CHRA DE P. aeruginosa
IR

identificado como esencial para la funcién de la proteina ChrA por Diaz-Pérez
(2006). En dicho trabajo, se propuso que el asa periplasmica 1 participa en el
proceso de translocacion del cromato como un mecanismo que controla la
apertura y cierre del canal, de manera similar a lo reportado para canales
idbnicos (Guo y col.,, 1995; Bezanilla, 2000; Chahine y col., 2004). La
asignacién del asa P1 a la regulacion del transporte del cromato es apoyada
también por el aumento en el nivel de resistencia conferido por la mutante
R55T a 42°C (Figura 19B). Para los transportadores LacY y GIpT de E. coli y
OxIT de O. formigenes se ha propuesto un modelo del mecanismo del
transporte denominado de acceso alterno. En este modelo, las proteinas
contienen un solo sitio de uniéon para el sustrato (y sus co-iones) que es
alternativamente expuesto a los dos lados de la membrana durante el ciclo
catalitico (Abramson y col., 2003; Huang y col., 2003; Yang y col., 2005). De
acuerdo a este modelo, es probable que el asa P1 forme una hélice interfacial
que participe en la regulacién de la translocacion por medio de cambios
conformacionales generados por la unién del sustrato en el lado citoplasmico.
Dichos cambios promoverian el cambio conformacional requerido para que el
cromato pueda ser liberado en el periplasma.

El cambio de la Arginina 55 por Treonina podria favorecer la transicion
entre los estados conformacionales del transportador al disminuir la afinidad
por el cromato y aumentando la velocidad de liberacion en el lado periplasmico
de la membrana. Un fendmeno similar fue propuesto para el transportador

renal de Na*-dicarboxilato, NaDC-1, donde se encontré que el asa extracelular
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5 sufre cambios conformacionales asociados con la unién del sodio y del
sustrato (Pajor y Randolph, 2005). Por otro lado, en el transportador Na*-
citrato de Klebsiella pneumoniae, se propone que el asa citoplasmica X-XI
forma una estructura de asa-poro que participa en el cambio de conformacién
durante la translocacion de los sustratos (Sobczak y Lolkema, 2004). Otra
posibilidad es que la carga positiva de la Arg-55 sea un factor desestabilizante
a 42°C de tal forma que al quitarla, pero conservando un grupo que pueda
formar puentes de hidrogeno (el oxhidrilo de la Treonina), se aumente la
termoestabilidad de la proteina, aun cuando el residuo tenga un volumen un
poco menor. Este fendmeno se ha observado en las proteinas de bacterias
terméfilas donde se observa una preferencia hacia residuos que provean
puentes de hidrogeno en las dreas expuestas a la superficie y hacia residuos
que favorezcan el efecto hidrofébico en las areas ocultas (White y col., 1996;
Berezovzky y col., 2005).

En el caso de los residuos Arg-98 y Arg-201, ademas de tener ambos un
grado de conservacion menor del 20%, los cambios realizados mostraron un
efecto similar sobre la funcion de ChrA. La Arginina 98 fue identificada como
esencial por Aguilera y col. (2004) y fue de nuestro interés analizar con mas
detalle el posible papel de este residuo para la funcion de ChrA. Puesto que se
contaba con la mutante sensible R98Q, un cambio que elimind la carga del
residuo, obtuvimos el cambio conservativo por Lisina, R98K. Esta mutante tuvo
un comportamiento casi idéntico al control resistente (Figura 20). Por su
parte, la Arg-201 fue seleccionada por encontrarse en una region homaloga en

la mitad amino (asa C3) a la posicién de la Lys-394 (asa C6) en la mitad
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carboxilo. Mientras que los cambios por Treonina y Leucina de la Arg-201
abatieron casi completamente el nivel de resistencia, el cambio conservativo
por Lisina mantuvo casi el mismo nivel de que el control resistente (Figura
23). En ambos residuos, Arg-98 y Arg-201, se demostré por tanto la
esencialidad de una carga positiva en esta posicion pero con la flexibilidad de
gue puede ser proporcionada también por Lisina. El requerimiento absoluto de
una carga positiva puede ser considerado como un indicativo de que la Arg-98
y la Arg-201 participan en la interaccion con el cromato, sefialando la
importancia de estos residuos en la funcion de ChrA. Debido a su posicién en
asas citoplasmicas, la Arg-98 en C1 y la Arg-201 en C3 (Figura 12), estos
aminoacidos podrian formar parte de la region involucrada en el
reconocimiento selectivo del cromato (filtro de seleccion). Un papel similar se
propone para la Lys-559 y la Lys-924, localizadas en las asas extracelulares 2
y 5, respectivamente, del transportador renal de Na'-bicarbonato kNBC-1
(Abuladze y col., 2005), y para la Arg-425, localizada en la interfase del STM
XI y el citoplasma, del transportador de citrato-lactato CimP de Leuconostoc
mesenteroides (Bandell y Lolkema, 2000).

Por otro lado, como ya se menciond, la Arg-98 se encuentra en una
region similar al motivo A, altamente conservado en la familia MFS,
caracterizado por dos glicinas esenciales y de dos a tres residuos basicos
[(GXXX(D/E)(R/K)XG(R/K)]. Se ha propuesto que este motivo tiene un papel
general en el transporte por encontrarse en proteinas que transportan diversos
sustratos (Pao y col., 1998; Bannam y col., 2004) y que probablemente

participa en mantener la conformacidn requerida para la estabilidad en la
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membrana o en proveer un papel funcional comun tal como la transduccién de
energia de la fuerza protdnmotriz a la translocacion del sustrato (Sato vy
Mueckler, 1999; Cain y col., 2000; Bannam y col., 2004). Asi pues, no
podemos descartar la posibilidad de que el residuo Arg-98 tenga mas bien un
papel estructural en la funcion de la proteina ChrA.

Por su parte, el residuo Arg-201, al tener una localizacién citoplasmica,
podria participar en la adecuada insercidon de la proteina en la membrana de
acuerdo a la regla de positivos adentro que sefiala una mayor proporcién de
residuos con carga positiva en las asas citopldsmicas de las proteinas de
membrana; dicha distribucion actlia como un indicativo de que tal region no se
debe translocar (von Heijne, 1992). Por tanto, debido a que en la posiciéon 201
se requiere sblo una carga positiva, ya sea proporcionada por Lisina o Arginina,
cabe también la posibilidad de que la Arg-201 tenga un papel diferente a la
interaccion con el cromato.

Finalmente, los cambios obtenidos para los residuos Arg-154, Lys-248 y
Lys-394 produjeron efectos similares sobre la funcion de ChrA, aunque a
diferentes niveles. Para la Lys-394, el cambio por Treonina afectd
considerablemente el nivel de susceptibilidad a cromato, mientras que el
cambio por Arginina presenté una disminucion de la mitad del nivel de
resistencia conferido por la proteina ChrA cuando la temperatura se elevod a
42°C (Figuras 21 y 22). Por su parte, las mutantes por Treonina y Leucina de
la Lisina 248 fueron casi completamente sensibles y el cambio por Arginina
s6lo se vio moderadamente afectado a 42°C (Figura 24). El mayor efecto

observado fue en las mutantes de la Arginina 154, donde aun el cambio
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conservativo por Lisina afecté drasticamente el nivel de resistencia conferido,
mientras que el cambio por leucina fue casi completamente sensible (Figura
25).

Estos tres residuos, Arg-154, Lys-248 y Lys -394, comparten por tanto
la esencialidad de la carga positiva en la posicion donde se encuentran, ya que
la neutralizacién de la misma genera un efecto moderado e incluso abate la
resistencia a cromato conferida por ChrA. Ademads, y a diferencia de los
residuos Arg-98 y Arg-201, los resultados muestran que cada residuo es
esencial per se, pues incluso los cambios conservativos afectan considerable o
drasticamente la funcién de la proteina ChrA. Asi pues, los resultados
obtenidos sefialan a la participacién de estos tres residuos en la unién de
cromato, probablemente a diferente nivel.

La Lys-394, debido a su posicion citopldasmica en ChrA (Figura 12),
probablemente forma parte del sitio de reconocimiento del cromato, como la
region que puede sensar la unidn del mismo y transmitirlo a lo largo de la
proteina para generar los cambios de conformacion requeridos para el proceso
de translocacién del cromato.

Puesto que el cromato posee dos cargas negativas, podemos esperar
que el sitio de unién transmembranal del cromato esté integrado por dos
residuos con carga positiva. Con base a su posicion cabe suponer que la Arg-
154 y la Lys-248 constituyan los ligandos transmembranales del sustrato,
quiza con la Arg-154 mas al interior del STM IV y no en la interfase con el asa

C2 como se localiza en el modelo topolégico actual(Figuras 12 y 28). Por
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Figura 28. Esquema del probable sitio de unién del cromato en la proteina
ChrA. Se muestran los segmentos transmembranales (STM) IV y VIII
(rectdngulos), resaltando los residuos Arg-154 y Lys-248 que probablemente
constituyen los ligandos del cromato. A) Esquema de acuerdo al modelo topoldgico
actual, con la Arg-154 en la interfase con el citoplasma B) Esquema donde la Arg-
154 se encuentra dentro del STM IV.
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ejemplo, la Arg-272 del transportador de oxalato-formato OXxIT, propuesta
como parte del sitio de unidon de los sustratos, fue localizada en un asa
citoplasmica en el modelo topoldgico basado en el perfil hidropatico, pero un
modelo construido por homologia con el transportador de glicerol-3-fosfato
GIpT, la colocé dentro del STM VIII ((Yang y col., 2005). Sin embargo, es
posible también que la posicién de la Arg-154 sea efectivamente la interfase
membrana-agua, como la Arg-248 del transportador de citrato-malato CimH
de B. subtilis, localizada en la interfase del STM XI y el citoplasma, y para la
cual se propone que participa en la interaccion con el citrato (Bandell vy
Lolkema, 2000; Krom y Lolkema, 2003).

La Lisina 248 se localiza en el centro del STM VIII de ChrA (Figura 12),
posicion que suele ser caracteristica de residuos cargados que estan
involucrados en el reconocimiento del ién, sustrato del transportador. Podemos
citar como ejemplo a las Arg-46 y 275 del transportador de azucar-fosfato
UhpT de E. coli, ubicadas en la parte central de los STM I y VII,
respectivamente, y que participan en la union del grupo fosfato (Fann y col.,
1998). Otro ejemplo son las Arg-87 y 368 localizadas en el centro de los STM
IT y VIII, respectivamente, del transportador de nitrato NtrA de A. nidulans, las
cuales son requeridas para la unién del sustrato (Unkles y col., 2004). Existen
otros ejemplos reportados de este tipo de residuos (Ditty y Harwood, 2002;
Huang y col., 2003; Yang y col., 2005).

La familia CHR es cercana a la familia de transportadores MFS, de la cual
se conoce la estructura tridimensional de dos de sus miembros (Abramson y

col., 2003; Huang vy col., 2003), permitiendo confirmar los estudios
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bioquimicos previos donde se propuso que estas proteinas estan formadas por
12 STM. En el caso de ChrA de P. aeruginosa, los andlisis recientemente
dirigidos para conocer la topologia de la proteina han permitido establecer que
consta de 13 STM (Jiménez-Mejia y col., 2006). A nivel estructural, ésto marca
una clara diferencia entre las dos familias; sin embargo, la mitad amino de las
proteinas es muy similar en ambos grupos ya que consta de seis segmentos
transmembranales, tiene la misma orientacién y arreglo topolégico vy
comparten el motivo esencial A.

Por tanto, de acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo,
proponemos un modelo estructural y funcional de ChrA basado a su vez en un
modelo general propuesto a partir de las caracteristicas de las proteinas de la
familia MFS cuya estructura ya ha sido resuelta: la permeasa de lactosa LacY y
el transportador de glicerol-3-fosfato GlpT, ambas de E. coli. Como se muestra
en la Figura 29, el modelo propone que los STM de la proteina ChrA tienen
una distribucién simétrica donde el STM VII actla como el centro de simetria;
los STM II, IV y V de la mitad amino,y los STM VIII, XII y XIII de la mitad
carboxilo forman parte del canal de translocacion de cromato, mientras que el
resto de los STM interacciona con la membrana y con otros STM.

La region conformada por el STM I, donde se localizan los residuos Arg-
34 y Lys-37, y el asa periplasmica P1, donde se ubica la Arg-55, de acuerdo al
modelo, no forman parte de la via de translocacién del cromato vy
probablemente participen en mantener una conformacion estructural adecuada

de ChrA para el proceso de expulsion (Figura 29). Las asas citoplasmicas C1 y
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Amino Carboxilo

Figura 29. Modelo hipotético del arreglo de la proteina ChrA en la
membrana. Los circulos grandes representan los 13 segmentos
transmembranales (I-XIII) en un arreglo simétrico, vistos en un corte
transversal desde el citoplasma. Las esferas pequefias esquematizan los
lipidos de la membrana. El dominio amino de la proteina se localiza a la
izquierda y el dominio carboxilo a la derecha. Las lineas continuas
representan asas citopldsmicas. Se muestra el asa P1 como un cilindro
representando la estructura de hélice y una linea discontinua. Se indica la
posicion de los residuos basicos analizados en este trabaio.

Maria Guadalupe Moreno Contreras IIQB-UMSNH 110



IMPORTANCIA DE RESIDUOS BASICOS DE LA PROTEINA CHRA DE P. aeruginosa

C3, donde se ubican los residuos Arg-98 y Arg-201, respectivamente, se
encuentran cercanas a la cavidad central (posiblemente el canal de
translocacion) de tal forma que es posible que participen en la interaccién
directa con el cromato, aunque cabe la posibilidad de que sélo tengan un papel
estructural. Los STM 1V y VIII, donde se localizan los residuos Arg-154 y Lys-
248, respectivamente, asi como el asa citoplasmica C6, donde se encuentra la
Lys-394 (Fig. 29), forman parte de la cavidad central que constituye la via de
translocacion de cromato y que incluye el sitio de unién del mismo en el

proceso de expulsion.

4 Evaluacion de los dominios amino y carboxilo de la proteina
ChrA

De forma similar a lo que se ha reportado para la familia MFS, Nies y
col. (1998) propusieron que los miembros de la familia CHR se originaron de
un evento de duplicacion intragénica. Esto fue apoyado por la localizacién de
motivos repetidos en ambas mitades de las proteinas (Nies y col., 1998);
ademas, la region de los residuos 25 a 203 del domino amino de la proteina
ChrA de P. aeruginosa tiene 26/43% de identidad/similitud con la region de los
residuos 236-411 en el dominio carboxilo (Jiménez-Mejia y col., 2006).

Andlisis de la relacion estructura-funcién de la proteina ChrA de P.
aeruginosa realizados por Aguilera y col. (2004) permitieron la identificacion,
por mutagénesis al azar, de residuos esenciales para la funcion de ChrA. La
mayoria de éstos residuos se localizaron en la mitad amino de la proteina, pero

eran residuos neutros, con poca probabilidad de interaccionar con las cargas
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negativas del cromato. Ademas, el analisis filogenético de la familia CHR indicd
que el dominio amino de la proteina, el cual conforma un solo grupo, se
encuentra mas conservado que el dominio carboxilo, integrado por dos grupos
(Diaz-Pérez, 2006). Recientemente, nuestro grupo de trabajo reportd Ia
topologia de la proteina ChrA (Jiménez-Mejia y col., 2006), la cual consta de
13 STM, con la caracteristica de que los dominios amino y carboxilo poseen
orientaciones opuestas con respecto a la membrana, fendmeno denominado
como topologia dual e identificada en numerosos transportadores (Rapp y col.,
2006). La topologia invertida de los dominios amino y carboxilo de ChrA
sugiere un papel distinto en la funcién de la proteina ChrA para cada dominio
(Jiménez-Mejia y col., 2006), hipotesis apoyada por la mutagénesis al azar y
por el analisis filogenético. En concordancia con esta hipotesis, miembros de la
familia MFS muestran una mayor similitud de secuencia en la mitad amino que
en la parte carboxilo, por lo que se ha postulado que la mitad amino es
esencial para la energizacién del transporte, mientras que la mitad carboxilo
estd involucrada en la especificidad del sustrato (Paulsen y col., 1996).
Apoyando esta hipdtesis, en el presente trabajo se identificaron los residuos
esenciales Lys-248 y Lys-394, ambos ubicados en la mitad carboxilo de la
proteina ChrA, como parte del probable sitio de unidon del cromato (Figura
29).

En este trabajo, analizamos un par de residuos basicos homdlogos
(generados por la duplicacién intragénica) en los dominios amino y carboxilo:
Lys-37 (STM I) y Lys-248 (STM VIII). Contrario a la conservacion general de

los dominios, el residuo Lys-248 con un 70/87% de identidad/similitud, esta
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mas conservado que su homodlogo Lys-37 (37/95). El analisis mutacional indicé
que efectivamente el residuo mas conservado del dominio carboxilo, la Lys-
248, es esencial para la funcion de ChrA, mientras que el residuo Lys-37 es
importante, pero la proteina ChrA permite cierta flexibilidad del tipo de
residuo que puede ocupar dicha posicidon. Por otra parte, los residuos Arg-201,
en el asa C3 del dominio amino, y Lys-394, en el asa C6 del domino carboxilo
comparten una posicion similar en asas citoplasmicas, pero la Lys-394 se
encuentra muy conservada (75/95% de identidad/similitud) mientras que la
Arg-201 no se encuentra conservada (8/8%). Los resultados de la mutagénesis
indican que la Lys-394 juega un papel esencial para la funcion de la proteina
ChrA, mientras que en la posicion de la Arg-201 se permite la flexibilidad de
otro residuo positivo. Estos resultados apoyan la hipotesis de la participacion
del dominio carboxilo en la interaccién con el cromato. Sin embargo, la Arg-
154, la cual es absolutamente esencial para la funcién de la proteina ChrA, se
localiza en el STM IV del dominio amino probablemente formando parte del
sitio de unidn con cromato. Asi pues, aunque cada dominio tenga un papel
principal, es factible que residuos de un dominio participen activamente en el
papel desempefado por el otro, constituyendo una red de interacciones que

permiten finalmente llevar a cabo el proceso de transporte del cromato.

5. Conclusiones
Los residuos Arg-34, Lys-37 y Arg-55 son importantes para la funcion de
ChrA, pero no participan de manera directa en la interaccién con el cromato

sino en la estructura de la proteina.
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Los residuos Arg-98 y Lys-201 son importantes para la funcién de ChrA
y probablemente participan en la interacciéon con el cromato, como parte del
filtro de selectividad, aunque es posible que su papel sea mas bien estructural.
Los residuos Arg-154, Lys-248 y Arg-394 son esenciales para la funcién
de la proteina ChrA y participan de manera directa en la interaccién con el
cromato probablemente formando parte del sitio de reconocimiento y unidén

del ion.

6. Perspectivas

Para descartar que el fenotipo observado en las mutantes analizadas sea
producto de cambios en la cantidad de la proteina ChrA presente en
membrana, se requiere detectar y cuantificar a las proteinas ChrA mutantes y
silvestre en la membrana de P. aeruginosa. Ademas, ensayos del transporte de
cromato para la obtencidn de los parametros cinéticos de este proceso,
permitirdn confirmar la participacion de la Arg-154, Lys-248 y Lys-394 en la
unioén con el cromato.

Finalmente, ampliar los analisis de mutagénesis dirigida sobre la Arg-55
y otros residuos del asa periplasmica P1 son necesarios para deducir el papel

de esta regién en el proceso del transporte de cromato.
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