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RESUMEN
Las bacterias oxidadoras de manganeso (BOM) asi como los éxidos de manganeso que

producen son de interés biotecnolégico dada su capacidad de oxidar compuestos
organicos contaminantes en suelos y aguas. Son capaces ademas de adsorber iones,
entre ellos metales potencialmente téxicos, pudiendo ser utilizados en
biorremediacién. Actualmente los éxidos de manganeso se utilizan en el tratamiento
de aguas residuales y en procesos de purificacidon de aguas.

En un trabajo previo realizado por nuestro grupo se construyé una metagenoteca
funcional a partir del ADN total presente en una muestra de deshielo obtenida en la
peninsula Antartica. En el analisis funcional de la metagenoteca se identificé un clon
capaz de oxidar manganeso. Con la finalidad de determinar el gen responsable de la
actividad manganeso oxidasa se secuencid el fésmido 18E5, responsable del fenotipo
observado. El andlisis bioinformatico no evidencié ninguna secuencia con homologia
con las enzimas mds comunmente reportadas para esta actividad, las multicobre
oxidasas y las hemo peroxidasas. Se identificd sin embargo, una posible citocromo c
peroxidasa. Dado que esta enzima es también una hemo peroxidasa y que, por otro
lado, se ha reportado la participacién de una citocromo c oxidasa en la oxidacién de
manganeso, nuestra hipdtesis de trabajo fue que la citocromo ¢ peroxidasa podria ser
capaz de oxidar manganeso.

El objetivo de este trabajo fue determinar si la citoctromo c peroxidasa es la enzima
responsable del fenotipo de oxidacidn de manganeso observado en el clon de la
metagenoteca. Con este propdsito, nos planteamos como aproximacién la
amplificacién, clonado y expresién heterdloga de esta proteina.

Partiendo del clon de la metagenoteca, se aislé el fosmido 18E5, se disefiaron
cebadores especificos para amplificar el gen citocromo C peroxidasa y éste se cloné en
el vector de expresion pET14b. El plasmido pET14-CitC, fue introducido en la cepa de
expresion E. coli BL21 (DE3) pLysS y se evalud la capacidad de la cepa recombinante de
oxidar manganeso luego de inducir la expresién. Las colonias no presentaron la

coloracién rojiza-amarronada caracteristica de la formacidn de éxidos de manganeso y



tampoco reaccionaron al aplicar el sustrato Azul de Leucoberbelina (LBB), el cual se
oxida en presencia de dxidos de Mn, cambiando de incoloro a azul.

Se indujo la expresidon de la proteina con la intencion de determinar su correcta
expresion, su localizacion celular y posteriormente purificarla y ensayar su capacidad
de oxidar manganeso in vitro. Se puedo confirmar, mediante perfiles de proteinas
totales, la induccidn de la expresion de la proteina a 25 °C y 30 °C. Se obtuvieron los
extractos celulares, detectandose la totalidad de la proteina en la fraccién insoluble.
No se pudo comprobar que el gen citC sea el responsable de la oxidacion de
manganeso con la estrategia utilizada. Sin embargo tampoco se puede descartar su
participaciéon dado que la citocromo c¢ peroxidasa no se estaria expresando en el
compartimento correcto (periplasma).

Planteamos como perspectiva, realizar estrategias de expresion alternativas que nos
permitan obtener la proteina en la fraccién soluble, asi como estrategias de
solubilizacion para la proteina que actualmente se ubica en la fraccién insoluble. De
esta manera podremos determinar su actividad (manganeso oxidasa o citocromo ¢
peroxidasa) in vitro. Por otro lado, considerando la posibilidad de que esta enzima no
sea la responsable de la oxidacion de manganeso o que requiera de factores
adicionales proponemos realizar mutagénesis in vitro del fésmido 18E5 y zimogramas

para identificar el gen o los genes responsables de la oxidacién de manganeso.



INTRODUCCION

1.1 Manganeso

El manganeso comprende aproximadamente el 0,1 % de la masa total de la Tierra [1],
es el quinto metal de transicion mas abundante en la corteza terrestre y el segundo
metal traza mds comun después del hierro [2]. Los estados de oxidacién mas
relevantes en el medioambiente son el Mn (ll), Mn (ll) y Mn (IV) [3]. La
biodisponibilidad del manganeso esta fuertemente influenciada por los factores que
determinan su estado de oxidacién. El Mn (Il) es generalmente soluble y su presencia
se ve favorecida a pHs bajos y ausencia de oxigeno, mientras que los éxidos de Mn (lIl)
y Mn (IV) son muy poco solubles y se forman a pHs altos y en presencia de oxigeno. El
estado de oxidacién intermedio Mn (lll), es inestable en condiciones normales a menos
gue forme complejos con ligandos orgdnicos o inorganicos [4].

El ciclo biogeoquimico del Mn esta mediado por reacciones de oxidacién y reduccion,
absorcién bioldgica y formaciones minerales (Fig. 1) [2]. La oxidacién abidtica de Mn
() puede ser catalizada por condiciones ambientales extremas y por la adsorcién de
iones a superficies minerales como oxidos de Fe vy silicatos, mientras que la reduccidn
del Mn (IV) es favorable en presencia de agentes reductores bajo condiciones
anaerodbicas, pH bajo o en presencia de agentes quelantes de Mn (l1) [5]—[8].

Desde el punto de vista bioldgico, el Mn es un micronutriente esencial para la vida de
la mayoria de los organismos [3]. Su capacidad de participar en reacciones redox lo
hacen un elemento central en un gran numero de procesos bioldgicos. Es cofactor de
numerosas enzimas, incluyendo manganeso superoxido dismutasa, manganeso
catalasa y ribonucleotido reductasa dependiente de manganeso [9]. Es
particularmente importante para las plantas y microorganismos fotosintéticos ya que
el Mn forma parte del centro de reaccién fotosintético [10], [11].

Si bien la oxidacién abidtica de Mn (ll) es termodinamicamente favorable, sucede a
muy baja velocidad. La oxidacién bidtica de Mn (ll) puede aumentar hasta cinco
ordenes de magnitud la velocidad a la que se forman los 6xidos de Mn (OxMn) [12],
[13]. La diferencia de velocidad de la oxidacién de Mn (ll) bidtica y abidtica sugiere que
la oxidacion biolégica domina en el medioambiente y que la mayor cantidad de OxMn

9



que se encuentran en la naturaleza derivan directamente de la oxidacion bioldgica [2].
Este proceso es llevado a cabo por microorganismos oxidadores de Mn (ll), que

incluyen una variedad de bacterias y hongos [14].

oo
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Figura 1. Ciclo del manganeso mediado por oxidaciones bidticas y abidticas. Se pueden apreciar los
estados de oxidacion de Mn mds comiUnmente encontrados en la naturaleza Mn (l1), Mn (lll) y Mn (IV).
La forma mas oxidada, es insoluble y forma 6xidos con una fuerte capacidad oxidante, capaces de oxidar
compuestos inorganicos y organicos. El estado de oxidacidn intermedio, Mn (lll), es inestable como un
ion en condiciones ambientales normales a menos que forme complejos con ligandos organicos o
inorganicos. Tomado de Tebo et al. 2007 [2].

1.2 Oxidos de Manganeso

Se conocen mas de 30 minerales diferentes de 6xidos de manganeso los cuales se
producen en una amplia variedad de entornos geoldgicos. Son los principales
componentes de los nddulos de Mn que pavimentan enormes dareas del fondo del
océano y fondos de muchos lagos de agua dulce. Estan ampliamente distribuidos en
suelos y sedimentos y participan en una variedad de reacciones quimicas que afectan
el agua subterranea y la composicion del suelo [15].

Los oxidos de Mn en fase sélida se caracterizan por tener estructuras cristalinas
abiertas y grandes superficies con altas cargas negativas. Las unidades estructurales
basicas para los 6xidos de Mn son octaedros de MnQg, que se ensamblan para
construir estructuras de tuneles y estructuras de capas [16]. Tanto los dxidos de
manganeso de estructura de tunel como de capa pueden alojar una gran variedad de

cationes o moléculas de agua para compensar su carga negativa con la unién reversible
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de estos cationes. En general, la reactividad (por ejemplo, la capacidad de adsorcién o
velocidad de transferencia de electrones) de los minerales de éxido de Mn varian
directamente con sus areas superficiales, que aumentan a medida que la cristalinidad
disminuye [17]. Estas caracteristicas estructurales de los OxMn les otorga una gran
capacidad de adsorcion de metales cargados positivamente como Pb (), Zn (l1), Co (II)
y Ni (I1) [18].

Después del oxigeno, los OxMn son los agentes oxidantes mas abundantes que se
producen de forma natural en el medio ambiente. Ademas de servir como aceptores
terminales de electrones para la respiracién bacteriana, participan en numerosas
reacciones redox y de adsorcion [14]. Consecuentemente tienen un importante rol en
la biodisponibilidad y el ciclo geoquimico de muchos elementos esenciales o tdxicos
[4]. Participan en el ciclo de elementos abundantes como Cy S, y también en los ciclos
de elementos traza como Fe, Co, Pb, Cu, Cd y Cr [19].

Por otro lado, los OxMn son capaces de transformar un amplio rango de substratos
organicos, incluyendo numerosos contaminantes tales como agentes antibacterianos,
fenoles, anilinas y pesticidas [20]—-[23].

La participacion de los OxMn en la degradacién de contaminantes organicos, asi como
en la adsorcién de metales pesados los convierten en un interesante insumo con
diversas aplicaciones industriales. Actualmente se utilizan los OxMn en el tratamiento

de aguas residuales y en procesos de purificacién de aguas [17], [18]

1.3 Bacterias oxidadoras de Manganeso

1.3.1 Habitats
Las bacterias oxidadoras de manganeso (BOM) estdn ampliamente distribuidas en Ila
naturaleza en suelo, agua, sedimentos y rocas. Se han identificado en ambientes tan
diversos como nddulos de manganeso en aguas profundas [24], en respiraderos
hidrotermales [25], en la interface éxica/andxica en los fiordos [26], en barniz

desértico [27], en depdsitos de manganeso en tuberias de agua [28], [29], en films
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superficiales ricos en manganeso de lagos poco profundos, en sedimentos de lagos de
agua dulce y en depdsitos de ferromanganeso [30]-[32].

Una caracteristica comun a muchos de estos habitats es un suministro continuo de Mn
(1), que se producen tipicamente de dos diferentes maneras (Fig. 2). El primero (Fig. 2
a) es en la conjuncion de las interfaces déxica/andxica. En condiciones anaerdbicas los
oxidos de Mn (lll) y Mn (IV) se pueden reducir rdpidamente por una variedad de
mecanismos directos e indirectos, tales como la excrecién de agentes reductores
orgdnicos o inorgdnicos, o por la respiracion bacteriana [33]. Esto resulta en una
solubilizaciéon del Mn, que puede difundirse en la zona dxica, haciendo una condicién
ideal natural de enriquecimiento para las BOM. Tales interfaces son comunes en casi
todos los sedimentos que contienen Mn y en los lagos estratificados y fiordos [26],

[34].
a Redox Interfaces (sediments, stratified lakes, fjords, Black Sea)
(O, oxidants, high pH)
bacteria

OXIDIZING ZONE  Mn2*——— MnO,(s)

redox interface diffusion g sedimentation or settling

REDUCING ZONE ~ Mn?"s———MnO,(s)
bacteria
(H,S, Fe?*, organic acids)

b Seepage of Anaerobic Water

oxidized water

Hydrothermal Vent Plume
2
( Mn=—=MnO,  ariculate

W MnO,

Ferromanganese
¥ Nodules

Figura 2. Habitats de bacterias oxidadoras de manganeso. Se muestran los dos entornos
generales mejor caracterizados en los que se podria esperar encontrar enriquecimiento natural
de BOM. (a) en la conjuncidn de las interfaces dxica/andxica; (b) ambientes anaerobios, plumas
hidrotermales de aguas profundas. Tomado de Nealson et. al. 2006 [33].

El Mn (1l) también es suministrado continuamente en ambientes anaerobios (Fig. 2b).

Esto ocurre en plumas hidrotermales de aguas profundas en los cuales el Mn (II) es
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introducido en las profundidades del mar o a través de aguas subterraneas [25]. En
ambientes acuaticos estratificadas (Fig. 2 b), la oxidacidn microbiana de manganeso
puede ser un proceso de gran importancia en el ciclo biogeoquimico de este elemento.
Los 6xidos de Mn producidos se devuelven como precipitados sélidos a los sedimentos
o pueden mantenerse en forma particulada en el agua donde pueden ser utilizados
para la oxidacidon anaerdbica de otros agentes, incluyendo Fe (ll), H,S, y materia

organica [33].

1.3.2 Distribucion filogenética

Dentro del dominio bacteria, las BOM se encuentran presentes en linajes filogenéticos
divergentes tales como Firmicutes, Actinobacteria y Proteobacterias (Figura 3). En
Firmicutes se ha reportado la oxidacion de Mn en bacterias del género Bacillus [35],
mientras que en Proteobacterias se ha determinado esta capacidad en algunos
representantes de los géneros Pseudomonas (y-Proteobacteria)[36], Leptothrix (B-
Proteobacteria) [37] y Erythrobacter (a-Proteobacteria) [3], [38].

También se ha descripto la capacidad de oxidar Mn en Pedomicrobium sp. ACM 3067
(a-Proteobacteria) que, en contraste con otras cepas que oxidan Mn en fase
estacionaria, realiza la oxidacién en fase logaritmica (temprana y media) [39]. Dentro
de Actinobacteria los géneros Brevibacterium y Rhodococcus también se han descripto
como oxidadoras de Mn [40].

A medida que se incrementan las estrategias para cultivar microorganismos oxidadores
de Mn (Il), un numero creciente de linajes filogenéticos divergentes comienzan a ser

identificados.
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Figura 3. Arbol filogenético del dominio bacteria donde se muestra las bacterias oxidadoras de manganeso.
Las secuencias de 16S rDNA alineadas se obtuvieron de la base de datos del Ribosomal Database Project. Las
cepas oxidadoras de Mn para las que las secuencias aparecen en el RDP se muestran en negrita. Filos entre
comillas se consideran como taxones de afiliacidn incierta y tienen pocos (si los hay) miembros cultivados.

Tomada de Tebo et al 2004 [4].

1.3.3 Beneficios de los 6xidos de Mn para las BOM

A pesar de que el conocimiento de la oxidacién de Mn por bacterias es ya extendido,

se conoce muy poco sobre el porqué de este fendmeno y de los mecanismos

involucrados [41]. Sin embargo, la gran diversidad de BOM hace presumir que podria
haber fundadas razones evolutivas para poseer esta habilidad.

Muchos estudios se han preguntado si estas bacterias podrian crecer con Mn (ll) como
fuente de energia. Dado que la reaccién de oxidacién de Mn (ll) en presencia de O,
(Mn2+ +1/2 0, + H,0 & MnO, + 2H") tiene como consecuencia un cambio de energia
libre de 70 kJ mol™ a pH=7, en principio las bacterias podrian sostener un crecimiento
quimiolitotréfico a partir de la oxidacion de Mn [42]-[44]. Sin embargo, aunque la

oxidacién de Mn (IlI) a Mn (lll) o Mn (IV) es térmodinamicamente favorable, no existe
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evidencia inequivoca que vincule directamente la oxidacion de Mn (ll) a la
conservacion de la energia.

A los o6xidos de manganeso producidos por BOM se les ha atribuido funciones
protectoras. Podrian proteger las células de dafio ocasionado por la radiacién UV o,
debido a su gran capacidad de adsorcion, evitar la toxicidad ocasionada por metales
pesados. Se ha propuesto también que los OxMn producidos por las bacterias podrian
defenderlas de la predacion o de ataques virales [45].

En algunos microorganismos se ha demostrado que el Mn (ll) intracelular actia como
un antioxidante, protegiendo a la célula de especies reactivas del oxigeno (ROS), tales
como superoéxido, incluso en células que no poseen la superéxido dismutasa [46]. La
reaccion de Mn (ll) con superdxido puede producir éxidos de Mn (lll) o Mn (IV) Esta
reaccién es probable que se produzca en la membrana interna, donde las ROS se
producen como subproductos de la respiracion. La interrogante que se plantea para las
BOM que precipitan Mn extracelularmente, es si la oxidacion de Mn (ll) esta
relacionada con este “barrido” intracelular de ROS, o si las bacterias estan
aprovechando de una quimica similar para protegerse de oxidantes en el medio
ambiente [47].

Se ha demostrado que los dxidos de Mn oxidan sustancias humicas, convirtiéndolas en
compuestos organicos con menor peso molecular que podrian servir como sustratos
para el crecimiento de la bacteria [48]. Esto implica que las BOM podrian sobrevivir en
ambientes con pocos nutrientes mediante la produccién OxMn, que confiere a estos
microorganismos la capacidad de degradar bioldgicamente fuentes de carbono
recalcitrantes. [3]. En este sentido, las BOM pueden ser comparadas con hongos
degradadores de madera, los cuales secretan peroxidasas y lacasas capaces de
degradar la lignina y posteriormente por accidon de enzimas que oxidan Mn se forman
complejos de Mn (lll), los cuales pueden subsecuentemente oxidar compuestos

fendlicos [3].

1.3.4 Mecanismos bacterianos de oxidacion de Mn.
La oxidacion de Mn mediada por bacterias puede llevarse a cabo a través de

mecanismos directos o indirectos. Los mecanismos indirectos se dan a causa de la
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modificacion del pH o de las condiciones redox del ambiente donde se encuentran o
mediante la produccidn de productos de desecho que oxidan quimicamente el Mn (Il)
[49], [50]. Ejemplos de mecanismos indirectos incluyen la produccién de O, por
bacterias fotosintéticas, y la produccion y liberacion de metabolitos alcalinos u
oxidantes. La oxidacion directa de Mn involucra la produccién por parte de los
microorganismos de macromoléculas especificas como polisacaridos [51]-[53] o
proteinas que catalizan el proceso. En varios géneros bacterianos se ha demostrado
que hay enzimas que estdn implicadas en la oxidacion de manganeso. ([36], [37], [54]—
[56].

A pesar de la diversidad de organismos con esta capacidad, hay puntos comunes en el
mecanismo de la oxidacidn bacteriana de Mn (ll) [57]. El producto es principalmente
diéxido de manganeso (IV), y la oxidaciéon ocurre a través de dos pasos secuenciales
[Mn (II) = Mn (lll) = Mn (IV)] que requieren O, [58]. Los organismos comUnmente
inician la oxidacién de Mn (Il) al comienzo de la fase estacionaria y depositan los dxidos
en su superficie exterior [59].

Las enzimas responsables de la oxidacién de Mn (Il) han sido identificadas en muchas
especies y se pueden dividir en dos categorias generales. La mayoria de las manganeso
oxidasas estudiadas pertenecen al grupo de las multicobre oxidasas (MCO), aunque
algunas hemo peroxidasas también han sido reportadas. Las MCO son una familia de
proteinas caracterizadas por la presencia de sitios de unién a cobre y un mecanismo
catalitico que implica la oxidacién de sustratos tan diversos como el Fe () y la lignina,
y como ultimo paso la transferencia de electrones con la correspondiente reduccion de
0, en H,0. La identificacion de las MCO es a través de la conservacion de los sitios de
unién a cobre, identificados tanto a nivel de secuencia como por sus caracteristicas
espectroscopicas [60], [61]. Como representantes de las MCO se han identificado la
enzima MofA producida por Leptothrix sp. [42], MnxG producida por Bacillus sp. [46],
asi como las enzimas MnxG y McoA producidas por Pseudomonas putida GB-1 [62]

Las manganeso oxidasas del tipo hemo peroxidasa se caracterizan por la presencia de
uno o dos dominios de unién a hemo conservados y multiples motivos de unién a Ca

del tipo repeat-in-toxin (RTX), caracterizados por ser regiones ricas en aspartato y
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glicina. Estos motivos se localizan hacia el carboxilo terminal respecto al dominio de
unién a hemo. Dentro de las hemo peroxidasas se han identificado las enzimas MopA
producidas por las a-Proteobacterias Aurantimonas manganoxydans SI85-9A1 y
Erythrobacter sp. 77 SD21 [63], [64]. También se ha reportado para Roseobacter sp.
AzwK-3b la capacidad de oxidar manganeso mediante la accién de una hemo
peroxidasa. Se ha propuesto que una o mds de sus hemo peroxidasas secretadas
oxidan indirectamente Mn (ll) a través de la produccién de superdxido y la remocién
de perdéxido de hidrogeno [65].

Recientemente se ha identificado en Pseudomonas putida GB-1 la presencia de ambos
mecanismos de oxidacién de Mn (ll), mediados por las MCO MnxG y McoA vy por la
hemo peroxidasa MpoA, siendo hasta el momento el Unico microorganismo en el que

se ha reportado esta capacidad [66].

1.3.5 Aplicaciones ambientales de las BOM y los OxMn

Aunque se ha conocido por mas de un siglo la existencia de microorganismos con el
potencial de cambiar el estado de oxidacién de metales, recientemente se ha prestado
particular atencion debido a que estos procesos abren una ventana hacia nuevas
aplicaciones biotecnoldgicas. Los metales biogénicos ofrecen prometedoras e
interesantes perspectivas para varias aplicaciones como la eliminacién de
contaminantes recalcitrantes en condiciones anaerdbicas [67], la generacién de
electricidad a partir de sedimentos y corrientes de aguas residuales [68], la
recuperacién de metales en combinacién con la formacién de nuevos biocatalizadores
[69] y la remediacién de metales contaminantes de suelos y aguas [70]. Las ventajas de
los metales biogénicos son varias: no requieren quimicos caros para su produccion,
tienen una gran superficie especifica y una alta energia de unién por superficie de
area, ademas de una fuerte capacidad oxidativa y una alta reactividad catalitica.
Sumado a esto, las matrices bacterianas mejoran el contacto entre el contaminante y
los metales [18].

Los OxMn son frecuentemente usados en tratamientos de aguas en sistemas de

distribucidn para remover el manganeso y el hierro disuelto, los cuales alteran el gusto
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y la coloracién del agua [71]. Estos sistemas tipicamente utilizan OxMn comerciales o
arenas complementadas con OxMn [23]. Sin embargo, las caracteristicas presentadas
por los OxMn biogénicos sugiere una tendencia hacia la sustituciéon de los OxMn
comerciales por BOM o por los éxidos producidos por estas. Se ha determinado que
los OxMn biogénicos tienen una mayor area de superficie especifica (98 m?/g para
Pseudomonas putida y 224 mz/g para Leptothrix discophora SS-1) que los éxidos
sintéticos 8-MnO, (58 m?/g) y el OxMn pirolusita comercial (4,7 m?%/g), v
consecuentemente tienen una mayor capacidad de adsorcién. Los OxMn producidos
por Leptothrix discophora SS-1 absorben hasta cinco veces mas Pb (ll) por mol de
manganeso que un éxido de Mn (IV) abidtico [72] y esta alta afinidad por el Pb (ll)
también se demostré en Pseudomonas putida MnB1 [73]. Estos ultimos autores
sugieren que la mayor energia de unién por unidad de superficie que presentan los
oxidos biogénicos se debe a la interaccidn especifica de los microorganismos con los
oxidos de Mn, que afecta indirectamente la union del Pb (ll) [74]. Los OxMn biogénicos
mostraron altas capacidades de adsorcién también para Zn (ll) [75], Ni (I) y Co (ll), con
una eficiencia en algunos casos diez veces mas alta que los OxMn sintetizados
guimicamente [76].

Ademas de sus fuertes capacidades de adsorcién, los OxMn también sirven como un
fuerte oxidante de compuestos inorganicos. La contaminacidén con arsénico del agua
potable es uno de los mds importantes problemas ambientales, por ejemplo en Japdn,
algunas regiones de USA, Argentina y Chile, entre otros [77]. El As (lll) es mas tdxico
qgue el As (V) y generalmente se necesita una etapa preliminar de oxidacion de As (lll) a
As (V) para poder removerlo mediante técnicas fisicoquimicas. Se demostrd la
capacidad de los OxMn biogénicos formados por Acremonium KR21-2 de oxidar As (lll)
y adsorber As (I11/V) [76].

Debido a su alta reactividad, los OxMn también podrian ser utilizados para remover
trazas recalcitrantes de contaminantes organicos en procesos de tratamiento de agua.
Reactores basados en OxMn biogénicos podrian oxidar contaminantes selectos sin el
alto costo energético requerido por la luz ultra violeta, técnica actualmente utilizada, o

la adicién de quimicos peligrosos. Se ha comprobado la capacidad de los OxMn para
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oxidar claritromicina, clorofenol, diclofenac, 17a-etinilestradiol (EE2), sulfametoxazol y
triclosan en biorreactores de membrana y columna a escala de laboratorio [78]—[80].

El EE2 ha demostrado ser el causante de feminizacion de peces machos y otros
organismos acuaticos expuestos a efluentes de aguas residuales que contenian este
compuesto. El potencial de los OxMn para oxidar EE2 se estudié en un reactor de flujo
continuo con granulos de MnO, mineral. Se logré remover el 81,7% de la actividad
estrogénica y el EE2 no sélo se adsorbid sobre los granulos de MnO, sino que también
fue degradado a compuestos que carecian de actividad. A su vez los autores sugieren
que el Mn (ll) resultante fue re-oxidado microbiolégicamente a Mn (IV) por la
comunidad de BOM (Figura 4) [80]. La capacidad de las BOM de regenerar los éxidos
dentro del reactor mejoraria los costos del proceso comparado con la regeneracién
abidtica [17]. Sin embargo, la regeneracién bidtica requiere una fuente de carbono
suficiente [78] y ademas puede verse limitada por la presencia de otros constituyentes
disueltos (por ejemplo amonio) [79].

Aunque la utilizacién de OxMn como una etapa del tratamiento para la eliminacién de
contaminantes es prometedora, su aplicacidon enfrenta varios retos. En primer lugar,
los OxMn sélo son capaces de oxidar determinados contaminantes y por lo tanto los
reactores basados OxMn deberian acoplarse a procesos de tratamiento adicionales. En
segundo lugar, la velocidad de oxidacion es dependiente del pH, el cual puede tener
gue ser ajustado a fin de mantener la tasa deseada de eliminacién de contaminantes.
Por ultimo, los reactores actuales necesitarian disminuir en un factor de 10 su tamafio
con el fin de ser competitivos con los procesos de oxidacidon basados en ozono
empleados actualmente. Estos retos deben superarse antes de que los reactores en
base a OxMn puedan alcanzar un amplio uso en aplicaciones de tratamiento de agua

[17].
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Figura 4. Esquema conceptual del modelo de oxidacion de EE2 catalizada por 6xidos de Mn.
Las BOM son capaces de re-oxidar Mn (ll), permitiendo asi la re-deposicion de éxidos de
manganeso biogénicos. Tomado de Hennebel et. al. 2009 [18].

Lower molecular weight
oxidation products

1.4 Antecedentes

En el marco de un proyecto sobre el estudio de comunidades bacterianas antdrticas, se
colectaron muestras de diferentes ambientes incluyendo agua de lago, agua de
deshielo de glaciares, sedimento, matas microbianas y rocas de la peninsula Antartica.
Con la finalidad de identificar funciones de potencial interés biotecnolégico para la
produccién de biocombustibles se realizé una aproximacion de metagendémica
funcional asi como una aproximacion microbioldgica clasica [81], [82].

A partir de una muestra de deshielo de la peninsula Antartica se construyé una
metagenoteca funcional en fésmidos utilizando Escherichia coli EPI300 como cepa
hospedera. Mediante esta aproximacion se identificéd un clon (denominado 18E5) que

formé precipitados rojizo-amorronados en presencia de MnCl, (Figura 5) [83].

a b Figura 5. Identificacion del clon oxidador de Mn 18E5
en medio suplementado con MnCl,. (a) Clon positivo
MnOx; (b) Clon negativo MnOx. Tomado de Ferrés et.
al. 2015 [83].
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Se confirmd que el fenotipo se debia a la presencia de éxidos de Mn segun el ensayo
de la Leucoberbelina (Figura 6 ) [84], sugiriendo que el inserto codifica para una

manganeso oxidasa [81].

Figura 6. Confirmacion de la actividad manganeso
oxidasa (MnOx). Se muestran colonias de clones MnOx
crecidas en medio solido con el agregado de MnCl,. A la
colonia inferior se le agrego una gota de LBB y se observa
como dicho reactivo se torna azul al contacto con la
colonia. Tomado de Ferrés et. al. 2015 [83].

Se secuencio el fésmido completo utilizando la tecnologia de secuenciacién masiva lon
Torrent y se lograron ensamblar cinco contigs de 18.232 pb (C_1), 6.954 pb (C_2),
7.194 pb (C_3), 1.316 pb (C_4), y 1.472 (C_5) sumando un total de 35.168 pb. (Figura 7)
(85]
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Figura 7. Representacion de los contigs obtenidos de la secuenciacién del fésmido 18E5.
Tomado de Ferrés 2015 [85].

21



De las 23 secuencias identificadas ninguna mostrd caracteristicas clasicas de MCO, la
clase de enzimas mds comiunmente reportada para la oxidacion de Mn. Las posibles
funciones encontradas, inferidas por homologia de secuencia aminoacidica se
muestran en la figura 8.

Dentro de las secuencias identificadas que resultaron interesantes se encuentra el ORF
1.18 el cual codificara una posible citocromo c peroxidasa. Si bien las citocromo ¢
peroxidasas no han sido reportadas como enzimas con actividad MnOx, otras hemo
peroxidasas si han sido caracterizadas. Por otro lado, Caspi y colaboradores [41]
demostraron la pérdida de la actividad MnOx en mutantes de Pseudomonas putida
MnB1 incapaces de sintetizar citocromo c y que perdian por completo la actividad
citocromo c oxidasa. El parecido en las reacciones de oxidacién y reduccién llevadas a
cabo por ambos tipos de enzimas puede ser un indicio de una via comun de oxidacién

del Mn.
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2 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Hipétesis
Dada la existencia de hemo peroxidasas capaces de llevar a cabo la oxidaciéon de Mn vy
el hecho que la citocromo c peroxidasa sea una hemo peroxidasa, nuestra hipdtesis de

trabajo es que ésta ultima podria ser capaz de oxidar Mn

2.2 Objetivo general
Basandonos en los antecedentes expuestos, plateamos como objetivo general de este
trabajo determinar si la citocromo ¢ peroxidasa es responsable de la oxidacidon de Mn

previamente identificada.

2.3 Objetivos especificos
1. Expresar la citocromo c peroxidasa de forma heterdloga en E. coli

2. Determinar si la cepa transformada puede oxidar Mn (ll)
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Material de partida

Como material de partida se utilizé la cepa E. coli EPI300 conteniendo el fésmido 18E5,
la cual presentd actividad manganeso oxidasa en un screening funcional de una
biblioteca metagendmica previamente construida. La metagenoteca se cred a partir
del ADN metagendmico obtenido de un charco de deshielo antartico y se utilizé el kit
CopyControl™ Fosmid Library Production de Epicentre disefiado para la construccién
de bibliotecas metagendmicas en fésmidos. Este kit utiliza como hospedero la cepa
EPI300™-T1R de Escherichia coli y como vector el fésmido pCC1FOS. El pCC1FOS
contiene un gen de resistencia a cloranfenicol (Cm) como marcador de seleccién y dos
origenes de replicacion, uno de ellos de copia Unica (ori2) y otro de multicopia (oriV).
Este ultimo origen de replicacidn requiere el producto del gen trfA, que esta codificado
en la cepa hospedera EPI300™-T1R bajo control de un promotor inducible por L-
arabinosa. El sistema permite la estabilidad de los fésmidos dentro de E. coli EPI300™-
T1R en copia simple, y la posibilidad de aumentar el nimero de copias al inducir la

expresion del gen trfA con arabinosa (Ara).

3.2 Mini preparacion de ADN plasmidico por el método de lisis alcalina.

A partir de una colonia aislada de la cepa E. coli EPI1300 + 18E5 se realizd un cultivo
primario en 5 ml de LB suplementado con 12,5 pug/ml de Cm y se incubé durante 16 hs
a 37 °C y 200 rpm. Se sembraron 100 ul del cultivo primario en 5 ml de LB
suplementado con Cm 12,5 pg/mly se incubé a 37° Cy 200 rpm hasta alcanzar una DO
600 nm = 0,2 -0,3. Se indujo un aumento en el nimero de copias del fdsmido con el
agregado de L-Ara 0,01% (m/V) e incubando a 37 °C y 200 rpm durante 4 hs. Una vez
inducido el numero de copias se purificé el fésmido mediante el método de lisis
alcalina.

Se cosecharon 4 ml de cultivo por centrifugacién a 12.000 rpm durante 30s. Se
descartd el sobrenadante y se re-suspendié el pellet bacteriano en 200 ul de solucién |
(anexo), cuya funcién es mantener las células en una solucién isoténica y evitar la

accion de ADNasas. Para provocar la lisis celular y la desnaturalizacién del ADN se
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agregaron 200 pl de solucidén Il (anexo) y se mezclé por inversion. Esta solucion
contiene SDS y NaOH, favoreciendo la ruptura celular y la generaciéon de un ambiente
alcalino donde el ADN liberado es desnaturalizado. Para promover la re-naturalizacion
del ADN se neutralizé el medio con el agregado de 200 pl de solucidn 1l (anexo). Se
mezclo por inversidn y se coloco en hielo por 5 min. El fundamento tedrico del método
se basa en que al ser el fésmido un ADN relativamente pequeio y encontrarse cerrado
covalentemente, al neutralizar la solucion el fosmido se re-naturaliza facilmente
mientras que el ADN gendmico no. EIl ADN gendmico desnaturalizado forma
precipitados con las proteinas y son facilmente separados del fésmido que se
mantiene en solucidn. Posteriormente, se realizé una extraccién organica con 200 pl
de cloroformo y se centrifugd a 12.000 rpm durante 5 min. Se separé la fase organicay
la interface, donde se encuentran las proteinas y el ADN, de la fase acuosa donde se
encuentra el ADN fosmidico en solucién. Se precipité el ADN con 2 voliumenes de EtOH
100% y se dejé durante 10 minutos a temperatura ambiente para deshidratar y
precipitar el ADN. Se centrifugd a 12.000 rpm durante 10 min, se descartd el
sobrenadante y se lavé el pellet de ADN para eliminar sales remanentes con 500 pl de
EtOH 70% (V/V). Se centrifugd a 12.000 rpm durante 5 min, se descart6 el
sobrenadante y se secé el pellet de ADN mediante centrifugacion al vacio en SpeedVac
con el fin de eliminar los posibles restos de EtOH. El pellet obtenido se re-suspendid en
50 ul de H,0 miliQ, se le agregaron 2 pl de ARNasa (10 pg/ml) y se incubd 15 min a 37
°C. La purificacién se guardd a -20 °C.

Paralelamente se realizé la purificacion del fdsmido con el kit comercial Quick Plasmid
Miniprep Kit, Pure Link (Invitrogen). Este kit también se basa en el método de lisis
alcalina. La diferencia con el protocolo anteriormente descripto radica en el método de
recuperaciéon del ADN en solucién. Este kit, en lugar de precipitar el ADN utiliza una
columna de silica para recuperarlo. EI ADN se adhiere a la silica debido a la alta
concentracion de sales caotrépicas presente en las soluciones del kit. Posteriormente
se lava la columna para remover posibles contaminantes y se eluye el ADN con una

solucién baja en concentracion de sal.
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Se comprobd la calidad y cantidad de ADN obtenido mediante electroforesis en gel de
agarosa como se detalla mas adelante. En esta oportunidad se sembraron 5 pul de cada

una de las preparaciones plasmidicas.

3.3 Amplificacidn del gen que codifica para la citocromo c peroxidasa

3.3.1 Cebadores
Con el objetivo de amplificar el gen que codifica para la citocromo ¢ peroxidasa (citC)
se utilizé la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Con esta finalidad se
disefiaron cebadores especificos basados en la secuencia nucleotidica del gen. Para
facilitar el clonado del producto de PCR una vez obtenido, los cebadores directo y
reverso fueron disefiados adicionando el sitio de reconocimiento de las enzimas de
restriccion Ndel y Xhol respectivamente. Se calculé la temperatura de
desnaturalizacién (Tm) correspondiente a cada cebador mediante el programa Perl
Primer V1.1.21. En la Tabla 1 se detallan las secuencias y la Tm para los cebadores

disenados.

Tabla 1. Secuencias de acidos nucleicos y Tm de los cebadores utilizados.

Gen Cebador  Secuencia de Acidos Nucleicos* Tm
amplificado (°C)
citC Directo 5'-GGAATTCCATATGCTAACAATTTACCCAAGAAG-3' 57,59
Reverso 5'-CCGCTCGAGTTAACGCTGTCGGTCAAC-3' 56,37
ADNr16s 27F 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' 53,0
1492R 5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3' 55,0

* Para los cebadores directo y reverso se resalta en rojo el sitio de corte para las enzimas de restriccion Ndel y
Xhol respectivamente.

3.3.2 Puesta a punto de las condiciones de amplificaciéon por PCR
Se puso a punto la amplificacién utilizando un gradiente de temperaturas de
hibridacién de manera de obtener un amplicén Unico y del tamafo esperado (1346
pb). Se realizaron 10 condiciones de amplificacion distintas en un gradiente de
temperaturas de 45 °C a 55 °C, debido a que se recomienda que la temperatura de

hibridacion sea cinco grados menos que la Tm. Se utilizd como ADN molde el fésmido
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18ES5 extraido previamente. La reaccion de PCR se realizé en un volumen final de 25 pl

segln se muestra en la Tabla 2. El programa de PCR utilizado se detalla en |la Tabla 3.

Tabla 2. Concentraciones y volimenes de los reactivos utilizados en la reaccién de
amplificacién.

Reactivo Concentracion en stock Volumen (uL)
Buffer 10x 2,5
dNTP’s 0,2 mM 1
Primer directo 10 uM 1
Primer reverso 10 uM 1
ADN molde 18E5 20 ng/ul 1
Dream Taq (Thermo Fisher) 5U/ul 0,125
H,0 - 18,5
Total 25

Tabla 3. Condiciones de ciclado para la amplificacidn del gen citocromo c peroxidasa

Etapa Temperatura (°C) Tiempo (min) N° ciclos
Desnaturalizacién Inicial 95 3 1
Desnaturalizacion 95 0,5 30
Hibridacion 45-55 0,5 30
Extension 72 1,5 30
Extension final 72 10 1

Como control negativo se realizd una reaccién sin el agregado de ADN. Como control
positivo se amplificd el gen que codifica para el ARNr de la subunidad 16S de
los ribosomas (ADNr). Se utilizé en este caso los cebadores 27F y 1492R que amplifican
una region de aproximadamente 1500 pb, también detallados en la Tabla 1. Como
molde se utilizd un ADN gendmico bacteriano disponible en el laboratorio.

En base a los resultados obtenidos se selecciond la condicion de amplificacion mas
apropiada y con el fin de obtener un amplicén apto para realizar el posterior clonado,
se realiz6 la amplificacion utilizando la enzima Pfu polimerasa (Thermo Scientific). Esta
enzima tiene actividad exonucleasa 3' a 5' (proofreading) que, a diferencia de la Taq
polimerasa, da como resultado una mayor fidelidad en la amplificacion. Esto es de gran
interés ya que muchos errores de incorporacion de nucleétidos pueden afectar la

correcta expresion de la proteina. Sumado a esto la enzima Pfu genera extremos

28



romos que permitird su posterior clonado en el vector pBlueScript SK (pBSK) en el sitio
EcoRV.

Paralelamente se realiz6 la reaccién de PCR en las mismas condiciones pero utilizando
la cepa EPI300 18E5 como molde (PCR de colonia). Con el fin de lisar las células, se
agregd una etapa previa adicional de 20 min a 95 °C. Esta etapa inicial de
calentamiento provoca la liberacidon del plasmido de ADN de la célula, por lo que
puede servir como molde para la reaccién de amplificacién. Luego de esta etapa se
pausa el termociclador, se agrega la polimerasa y se sigue la reaccién con las mismas

etapas descriptas en la Tabla 3.

3.4 Electroforesis en gel de agarosa

Con el fin de determinar la presencia de amplicones del tamafio esperado se realizaron
electroforesis en gel de agarosa 0,7% en TAE 1X (Tris-acético 0,04 M, EDTA 0,001 M,
pH= 8,0). Para la visualizacién del ADN se utilizaron 2,5 ul de SYBR® Safe (Invitrogen)
cada 50 ml de gel. Se sembrd una alicuota de 5 pl de la reaccion de PCR, se corrid la
electroforesis a 9 V/cm y se expuso a luz ultravioleta para la visualizacion. El peso
molecular aproximado de los fragmentos obtenidos fue determinado por comparacion

con el marcador de peso molecular GeneRuler 1 Kb ladder (Thermo Scientific).

3.5 Purificacidon de productos de PCR

Los productos de PCR que fueron utilizados para la clonacion (realizados con Pfu)
fueron escindidos del gel y purificados con el kit comercial Zymoclean (Zymo
Research). Debido a que los fragmentos a purificar no pueden ser irradiados con luz
ultravioleta para evitar posibles alteraciones del ADN, se corridé un carril extra para
poder visualizar donde se localizaba nuestro producto de PCR y luego se recorté el gel
siguiendo esta guia. Este kit de purificacidn utilizado provee una purificacion rdpida de
ADN de alta calidad a partir de geles de agarosa. Contiene una solucidon que permite
disolver la agarosa, y el ADN es recuperado mediante una columna de silica. La eluciéon
del ADN se realizé con 50 pl de agua destilada estéril. EI ADN recuperado fue
cuantificado por medida de la absorbancia a 260 nm utilizando el espectrofotometro

nanodrop.
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3.6 Clonado del gen citC en el vector pBSK

Previo al clonado del gen citC en el vector de expresion pET14b, se realizé un paso
preliminar de clonado en el vector pBSK. El vector pBSK contiene una secuencia de
sitio de clonado multiple (MCS) y una secuencia de resistencia al antibiético ampicilina
(Figura 9). Posee la subunidad a del gen lacZ que permite la a complementacion en
una cepa adecuada, en este caso E. coli DH5a. El sitio de clonado multiple del pldasmido
se encuentra dentro de la subunidad a del gen lacZ, permitiendo verificar el correcto
clonado de nuestro amplicén por la pérdida de la complementacion. De esta manera,
en presencia del sustrato X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido) en el
medio de cultivo, las colonias con el inserto de interés seran blancas y aquellas sin
inserto serdn azules. Asi, el vector pBSK permite detectar facilmente la incorporacién

de un inserto.
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Figura 9. Mapa del vector de Clonado pBSK. En el sitio de de clonado multiple del

plasmido se encuentra una secuencia de reconocimiento para la enzima de restriccion

EcoRV, la cual se utilizd para clonar nuestro gen de interés.
Ademas, facilita la posterior digestion de nuestro producto de PCR con las enzimas de
restriccion cuyas secuencias de reconocimiento fueron incluidas en los cebadores. Si

bien se puede digerir directamente el producto de PCR con dichas enzimas, no es

posible verificar la correcta digestion de ambas. En cambio, una vez clonado el
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amplicon citC en el vector pBSK, la digestion con las enzimas de interés generara dos
fragmentos de ADN facilmente identificables en un gel de agarosa.

El vector pBSK se encontraba en una cepa de E. coli almacenada a -80 °C, por lo que
para obtenerlo, inicialmente se realizéd una mini preparacion plasmidica. Se sembré un
cultivo primario a partir de una colonia aislada de la cepa E. coli DH5a (pBSK) en 5 ml
de LB suplementado con Amp 50 pg/ml durante 16 hs a 37 °C y 200 rpm, y luego se
procedid de igual manera a lo descripto en el punto 3.2.

A continuacidn se digirid el vector pBSK con la enzima EcoRV (Thermo Scientific)
incubandose a 37 °C durante 1 h con la finalidad de linealizar el pldsmido, generando
extremos romos que permitieran el clonado del producto de PCR. La reaccién de

digestion se detalla en la Tabla 4.

Tabla 4. Concentraciones y volimenes de los reactivos para la digestidon del pBSK con la
enzima EcoRV

Reactivo Concentracién en stock Volumen (ul)
EcoRV 10 U/l 1
Buffer R 10x 2
H,O - 12
PBSK 10 ng/ul 5
Vf 20

La ligacion se llevd a cabo mediante la accién de la enzima T4 ADN ligasa (Thermo
Scientific), incubandose 10 min a temperatura ambiente para generar el plasmido
pBSK-CitC (Tabla 5). La T4 ADN ligasa cataliza la formacién de un enlace fosfodiester
entre el extremo 5' fosfato y el 3' hidroxilo terminal de ADN doble cadena. La enzima
tiene la capacidad de reparar uniones de cadena simple de ADN, ARN o hibridos

ADN/ARN.

Tabla 5. Concentraciones y volumenes de los reactivos para la reaccién de
ligacidn del gen citC al vector pBSK

Reactivo Concentracion en stock Volumen (ul)
citC amplificado 36 ng/ul 5
PBSK 10ng/ul 1
T4 ligasa 1U/ul 1
Buffer T4 5X 2
H,O - 1
Vf 10
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3.7 Transformacion de células de E. coli DH5a con el plasmido pBSK-CitC
Con la finalidad de introducir la construccién pBSK-CitC en una célula hospedera, se
trasformaron células E. coli DH5a, previamente inducida su competencia como se

describe a continuacion.

3.7.1 Preparacion de células competentes
Para la generacién del estado de competencia se utilizé un método quimico el cual
altera la membrana externa celular aumentando su permeabilidad al ADN. A partir de
una colonia aislada de E. coli DH5q, se inocularon 5 ml de LB sin antibidtico y se incubé
durante 16 hs a 37 °Cy 200 rpm. Posteriormente se realizé una dilucién 1/100 en LB y
se dejo crecer hasta una DOgynm = 0,2-0,3. Las células se recuperaron por
centrifugacién a 4.500 rpm y 4 °C durante 5 min en tubos estériles previamente
enfriados en hielo. Se re-suspendié el pellet bacteriano en 20 ml de CaCl, 0,1 M frio
por cada 50 ml de cultivo original. Se dejé en hielo 20 min y se recuperaron las células
nuevamente por centrifugacion a 4.500 rpm y 4 °C durante 5 min. Se descarto el
sobrenadante y se re-suspendieron las células con 0,5 ml de CaCl, 0,1 M frio por cada
50 ml de cultivo original. Se debid tener especial cuidado pues las células en esta etapa
ya estdn en estado de competencia y son muy susceptibles, por lo que se re-suspendid
con pequenos golpeteos alternando con periodos de hielo. Las células competentes se

guardaron a -80 °C en glicerol 25% (V/V) en alicuotas de 100 pl.

3.7.2 Transformacion de células competentes

Para introducir el ADN plasmidico en la cepa E. coli DH5a, se utilizaron 100 pl de las
células competentes, se les agregd 1 ul de mezcla de ligacién (pBSK + citC) y se dejo en
hielo 10 min. Se realizé un control negativo en el cual no se agregd ADN a las células, y
un control positivo utilizando un plasmido cuantificado (1 ng del plasmido pUC).

Se utilizd el método de shock térmico, el cual favorece la formaciéon de poros en la
membrana que facilitaran el ingreso del ADN. Con esta finalidad, la mezcla se sometié
a un golpe de calor a 42 °C durante 90s y rapidamente se colocé en hielo 2 min. Luego
se agregd 1 ml de LB a cada tubo y se incub6 1 h a 37 °C con agitacion para permitir a

las células asimilar el ADN y expresar la resistencia al antibidtico. Se plaguearon
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fracciones de 100 pl en placas de LB suplementadas con Amp 50 pg/ml y X-gal 20
ug/ml, y se incubaron a 37 °C durante 16 hs.

Teniendo en cuenta las caracteristicas del vector de clonado explicadas anteriormente
se seleccionaron las colonias blancas resultantes de la transformacién, las cuales se
esperaba tuvieran el plasmido pBSK-CitC. Se verificd la presencia del inserto por PCR
de colonia con los cebadores disefiados para el gen citC y las condiciones detalladas

anteriormente.

3.8 Clonado del gen citC en un vector de expresion

Con la finalidad de introducir el gen citC en un vector de expresion, se purificé el
pldsmido pBSK-CitC mediante el método de lisis alcalina explicado anteriormente y se
sometio a una doble digestion con las enzimas de restriccion Ndel y Xhol, cuyos sitios
de reconocimiento fueron adicionadas en los cebadores disefiados para amplificar el
gen, tal como se detallé anteriormente. De igual manera se realizé la doble digestion
del vector de expresion pET14b con las enzimas Ndel y Xhol (Thermo Fisher). Las

reacciones de digestion se detallan en la Tabla 6 y fueron realizadas a 37 °C durante 1

h.

Tabla 6. Doble digestion de los plasmidos pET14b y pBSK-CitC con las enzimas de
restriccion Ndel y Xhol.

Reactivo Concentracion en stock Volumen (ul)
pET14b o pBSK-CitC 50 ng/ ul 20
Ndel 10 U/l 1
Xhol 10 U/pl 2
Buffer 0 10X 3
H,0 , 4
Vf 30

El producto de ambas digestiones fue evaluado mediante electroforesis como se

detalld anteriormente. Se sembrd la totalidad de la reaccion de digestion y para
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purificar los fragmentos de interés se utilizé el kit comercial Zymocleam (Zymo

Research) utilizando el mismo procedimiento que en 3.5.

El vector pET14b contiene un promotor T7 que puede ser reconocido por la T7 ARN
polimerasa presente en cepas E. coli DE3, la cual es inducible por IPTG (isopropil-B-D-1-
tiogalactopiranésido). Contiene también un gen que confiere resistencia a ampicilina y
una secuencia que codifica para una serie de histidinas que quedan fusionadas en el
extremo N-terminal de la proteina. Esta secuencia de histidinas permite purificar la
proteina recombinante utilizando una columna con una matriz que contiene Ni (ll)

inmovilizado (Figura 10).
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Figura 10. Mapa del vector de expresion pET14b. (a) Esquema del vector de expresién donde se
puede ver en el sitio de clonado secuencias de reconocimiento para las enzimas de restriccion
Ndel y Xhol las cuales se utilizaron para realizar la clonacién; (b) Esquema del sitio de clonado
multiple (MCS) ampliado.
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El gen citC se ligd al vector pET14b mediante la accidon de la enzima T4 DNA ligasa

generando la construccién pET14b-CitC (Tabla 7).

Tabla 7. Ligacidn del gen citC al vector de expresiéon pET14b

Ligacion Concentracion en stock Volumen (ul)
citC 50 ng/ 5
pET14b 50 ng/ 1
T4 ligasa 1u/ul 1
Buffer T4 5X 2
H,O - 1
Vf 10

3.9 Transformacion de células E. coli DH5a con pET14b-CitC

Con la intencién de mantener nuestro pldsmido recombinante pET14b-CitC en una
célula hospedera, se transformaron células competentes de E. coli DH5a con la mezcla
de ligacidn ya que se consideraron las células mds adecuadas para este propdsito. Se
confirmé por PCR de colonia que las células resultantes de la transformacién poseian
el gen citC.

A partir de una colonia fresca de esta transformacion se sembré un cultivo primario en
LB suplementado con Amp 50 pg/ml y se incubd durante 16 hs a 37 °C y 200 rpm.

Posteriormente, las células se guardaron en glicerol 25% (V/V) a -80 °C.

3.10 Transformacion de células E. coli BL21 (DE3) pLysS con pET14b-CitC

Con la finalidad de introducir el plasmido pET14b-CitC en células capaces de expresarlo
se transformaron células de E. coli BL21 (DE3) pLysS.

La cepa E. coli BL21 (DE3) plLysS permite la expresion de proteinas con una alta
eficiencia. Cualquier gen que esté bajo el control de un promotor T7 y que tenga un
sitio de unidén al ribosoma es susceptible de ser expresado en esta cepa. Esta cepa
contiene el gen T7 del bacteriéfago A, que codifica la T7 ARN polimerasa, bajo el
control de un promotor lac inducible por IPTG. Esta cepa también contiene el plasmido
pLysS, que porta resistencia a Cm y que contiene el gen que codifica la lisozima del
fago T7. La presencia de este plasmido permite reducir el nivel de expresion basal de

los genes bajo el control del promotor de T7, pero no interfiere con el nivel de
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expresion alcanzado después de la induccion por IPTG. Se siguieron iguales
procedimientos a los explicados en 3.7.1 y 3.7.2 para la realizacion de células
competentes y transformacion de las mismas.

La transformacion fue plaqueada en LB solido con Amp 50 pg/mly Cm 25 ug/ml y se
incubaron 16 hs a 37 °C. Mediante PCR de colonia se confirmo la presencia del gen de
interés (citC). Como control negativo se usd la cepa E. coli DH5a (pET14b) y como
control positivo la cepa E. coli EPI300 (18E5). A su vez, para determinar si el inserto
quedo en la orientacidén que se esperaba se realizd la amplificacidon con el cebador T7

en conjunto con el cebador reverso o con el directo de citC.

3.11 Secuenciacion

Con la intencién de corroborar la secuencia del inserto citC del plasmido recombinante
pET14b-CitC y cerciorarse que no habia ninguna mutacion que pudiera afectar la
expresion y actividad de la proteina, se secuencio el inserto. Se utilizd el servicio de
secuenciacion de Macrogen, Korea. Se secuencié en ambas direcciones utilizando los
cebadores T7 directo (#69348-3) y reverso (#69337-3), con el fin de cubrir todo el gen.
Para el analisis de las secuencias obtenidas se utilizé el programa DNABaser para el
ensamblado y el algoritmo BLAST del NCBI para comparar la secuencia del gen citC
clonado en el vector de expresién con la secuencia que se encontraba en el fésmido de

partida.

3.12 Evaluacion de la actividad MnOx en medio sdlido.

Para determinar si la cepa E. coli BL21 (DE3) pLysS (pET14b-CitC) era capaz de oxidar
manganeso, se crecié la misma en medio sélido LB suplementado con Amp 50 ug/mly
Cm 25 pg/ml con el agregado de 500 uM de MnCl, y en presencia de 0,5 mM del
inductor IPTG, y se procedid a corroborar la actividad mediante el ensayo de Azul de
Leucoberbelina (LBB). La LBB es un colorante organico sulfurado que se oxida en
presencia de Mn (lI) a Mn (VII), cambiando de incoloro a azul. Al agregar LBB al cultivo
bacteriano, éste se torna azul en caso de existir 6xidos de manganeso.

Se reveld con LBB 0,04% (m/V) en acido acético 45 mM. Como control se utilizé la cepa

BL21 (DE3) pLysS conteniendo el plasmido pET14b sin inserto.
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3.13 Expresion heterdloga de la proteina CitC recombinante

3.13.1 Induccidn de la expresién de CitC a pequeiia escala
Para comprobar que la proteina se estaba expresando, inicialmente se realizé un
ensayo a pequefia escala.
A partir de una colonia aislada de E. coli BL21 (DE3) pLysS (pET14b-CitC), se inocularon
5ml de LB suplementado con Amp 50 pg/mly Cm 25 ug/mly se incubd a 37 °C durante
16 hs a 200 rpm. Se utiliz6 como control negativo la cepa E. coli BL21 (DE3) pLysS
(pET14b) la cual se incubé en las mismas condiciones.
Se tomaron 100 pl del cultivo primario y se realizd un cultivo secundario inoculando 5
ml de LB suplementado con Amp 50 pg/ml y Cm 25 pg/ml con 100 pl del cultivo
primario. Se dejé crecer a 37 °C con agitacidon a 200 rpm hasta llegar a una DOgy = 0,5-
0,7. Posteriormente se ensayaron dos condiciones distintas de induccién tanto para la
cepa conteniendo el plasmido pET14b-CitC como para el control: inducciéon con 0,5
mM de IPTG y 500 uM de MnCl,; e induccién con 0,5 mM de IPTG. La induccién se
realizé durante 2 hs a 30 °C.
Para determinar la sobre-expresidn de la proteina recombinante se tomaron alicuotas
de 1 ml del cultivo previo a la induccién (TO) y luego de las dos horas de induccién (T2).
Los cultivos se centrifugaron a 5.000 rpm durante 5 minutos y los pellets bacterianos
se almacenaron a -20 °C hasta su posterior analisis. Las distintas muestras fueron
sometidas a una electroforesis de proteinas en geles de poli-acrilamida en condiciones

desnaturalizantes (SDS-PAGE).

3.13.2 Electroforesis de proteinas por SDS- PAGE
Para evaluar los ensayos de expresién de proteinas se utilizé electroforesis en geles de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes. El dodecil sulfato sddico (SDS) es
un detergente anidnico que desnaturaliza las proteinas alterando su estructura
secundaria y terciaria. Confiere ademas unacarga negativaa cada proteina en
proporcidén a su masa, por lo que luego pueden ser separadas en un campo eléctrico
segln su peso molecular. Se utilizaron geles discontinuos, compuestos por un gel

concentrador y un gel separador (anexo). Como agentes polimerizantes se utilizd

37


https://es.wikipedia.org/wiki/Detergente
https://es.wikipedia.org/wiki/Ani%C3%B3n
https://es.wikipedia.org/wiki/Desnaturalizaci%C3%B3n_(bioqu%C3%ADmica)
https://es.wikipedia.org/wiki/Carga_el%C3%A9ctrica

persulfato de amonio (APS) y N,N,N',N'-tetrametiletilenodiamina (TEMED). Para la
preparacién de las muestras se re-suspendieron los pellets bacterianos con el buffer de
carga (anexo) y se incubaron 5 min a 100 °C. Se sembraron 15 pl de muestra y se
corrieron a 30 mA en buffer de corrida (anexo).

Finalmente, los geles fueron tefiidos durante 2 hs con la solucién de tefiido (anexo)
que contiene el colorante Azul de Coomassie, el cual forma complejos no covalentes
con las proteinas. Su incorporacién es proporcional a la cantidad de proteina,
permitiendo detectar bandas de al menos 100 ng de proteina. Posteriormente se
destifieron los geles durante 2 hs con solucién de destefiido (anexo). El tamafio de la
proteina se estimé en comparacién con un estandar de peso molecular que se detalla

en cada caso, sembrandose 10 pl del mismo en cada gel.

3.13.3 Induccidn de la expresion de CitC a mayor escala
Con el fin de inducir la proteina a mayor escala para poder posteriormente purificarla,
se sembrd un cultivo primario a partir de una placa fresca de la cepa BL21 (DE3)
pLysS+pET14b-CitC en 5 ml de LB liquido suplementado con Amp 50 pg/mly Cm 25
pug/ml, y se incubd durante 16 hs a 37 °C y agitacién a 200 rpm. Posteriormente se
inocularon matraces de 750 ml de medio liquido 2XTY (anexo) + Amp 50 pg/ml + Cm
25 pg/ml con 3,75 ml del cultivo primario. Se incubaron a 37 °Cy 200 rpm hasta llegar
a una DOgyy = 0,5- 0,7 (aproximadamente a las 4 hs). Posteriormente se incubd el
cultivo 15 minutos en hielo y se le agregaron 20 ml de etanol 95%. De esta manera
detenemos el crecimiento bacteriano y favorecemos que la maquinaria celular se
concentre en la produccién de proteinas. A continuacién se indujo la expresién de la
proteina recombinante con 0,5 mM de IPTG. Se ensayaron distintas condiciones de
temperatura para la induccién, asi como en presencia o ausencia de hemina en el
medio. Se agregaron condiciones con hemina basandose en que la proteina CitC tiene
dos grupos hemo y con la hipétesis de que la hemina favoreciera el mejor plegamiento
y mejor actividad de la proteina. Se indujeron cultivos de 250 ml en las seis condiciones

que se describen en la Tabla 8.
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Tabla 8. Diferentes condiciones de induccidon ensayadas.

Condicién Descripcion

1 BL21 pET14b-CitC + IPTG 0,5mM + Hem 0,1 mM a 12 °C
BL21 pET14b-CitC + IPTG 0,5mM + Hem 0,1 mM a 25 °C

BL21 pET14b-CitC + IPTG 0,5mM + Hem 0,1 mM a 30 °C

2
3
4 BL21 pET14b-CitC + IPTG 0,5mM a 12 °C
5 BL21 pET14b-CitC + IPTG 0,5mM a 25 °C
6

BL21 pET14b-CitC + IPTG 0,5mM a 30 °C

Se tomaron alicuotas de 1 ml los cultivos previo a la induccion (TO) y a las 2 hs (T2) y 4
hs de inducido (T4). Se centrifugaron las alicuotas a 4.000 rpm durante 5 minutos y los
pellets bacterianos se almacenaron a -20 °C hasta su posterior analisis. Luego de las
cuatro horas de induccién, los cultivos se centrifugaron a 4.000 rpm durante 30
minutos, se seco el pellet y se guardé a -80 °C.

Para confirmar que se produjo la induccidn de la proteina recombinante, las distintas

muestras fueron sometidas a SDS-PAGE como se detallé anteriormente.

3.14 Localizacidn celular de la proteina recombinante

3.14.1 Obtencidn de la fraccion soluble e insoluble
Con el fin de determinar si la proteina recombinante se encontraban en la fraccién
soluble o en la fraccién insoluble, se procedié a preparar los extractos celulares
mediante disrupcidn mecanica de la membrana utilizando una prensa de French. Se re-
suspendieron los pellets celulares en 15 ml de buffer de unién (anexo) con el agregado
de 75 ul de una solucién 200 mM de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) en EtOH
95%. El PMSF es un inhibidor de proteasas que evita la degradacion de proteinas una
vez que la célula se rompe. Para romper las células se pasaron las muestras tres veces
por la prensa de French utilizando una presion de 1500 Psi. Posteriormente, se
agregaron 150 pl de Tritéon X-100 por cada 15 ml de extracto total. El Tritén X-100 es
un detergente suave que favorece la solubilizacidon de proteinas. Se tomd una alicuota

de 200 ul del extracto total y se guardo a -20 °C para posteriormente evaluar mediante
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SDS-PAGE. Los extractos totales se centrifugaron a 12.000 rpm por 30 minutos, y el
sobrenadante se centrifugd nuevamente en las mismas condiciones. El sobrenadante
conteniendo la fraccion proteica soluble se guardd a -20 °C hasta su posterior uso.
También se guardaron los pellets conteniendo la fraccion insoluble para evaluar por
SDS-PAGE junto con el extracto total y la fraccién soluble.

Se realizé un SDS-PAGE en iguales condiciones a las explicadas para el punto 3.13.2.
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4 RESULTADOS

En la figura 11 se muestra un esquema con la aproximaciéon metodoldgica utilizada en
este trabajo.

— f1 (+) ori

ampicillin lacZ'

enR

#e  EPI300 .
18E5

* PCRcit. c peroxidasa pBSK-citC
* Clonado en pBSK

pUC ori’

P lac

* Transformacién DH5a
* Seleccién blanco/azul
* Confirmacién PCR colonia

* Extraccion pBSK-citC

<}: * Digestién Ndel/Xhol
* Clonado pET14b

* Transformacién BL21DE3pLysS
* Confirmaciéon PCR colonia
* Secuenciacion

* Verificacion fenotipo MnOX I|:>

Figura 11. Esquema de la estrategia metodoldgica utilizada. A partir del fosmido 18ES5 purificado se amplificé el
gen citC mediante PCR y se ligd en el vector pBSK, obteniéndose el pldasmido pBSK-CitC. Se transformaron
células competentes DH5a con pBSK—CitC, se seleccionaron las colonias blancas y se confirmé la presencia del
inserto por PCR. Se digirié el plasmido pBSK-CitC con las enzimas Ndel/Xhol y se cloné en el vector de expresion
pET14b generando el plasmido pET14b-CitC. Se transformaron células competentes de BL21 (DE3) pLysS con
pET14b-CitC y se confirmé mediante PCR. Se evalud la actividad manganeso oxidasa mediante el ensayo de LBB.

41



4.1 Extraccion del fosmido 18E5
A partir de la cepa E. coli EPI1300 + 18ES5, se extrajo el fésmido 18E5 conteniendo el gen
de la citocromo c peroxidasa mediante el método de lisis alcalina y mediante la

utilizacidn de un kit, de manera de comparar los resultados de las dos técnicas.

1 2 3 4 MPM pb
[ p—-—d’
: 210000 Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa del fosmido
%6000 18ES5. Carril 1y 2: extraccién con kit comercial; Carril 3 y
f"‘&%ooo 4: extraccién segun protocolo de lisis alcalina; MPM:

Marcador de peso molecular GeneRuler 1Kb.

W——-1000

Ll

Como se muestra en la figura 12, fue posible aislar el fosmido18E5 mediante las
distintas extracciones plasmidicas. Se evidencian dos bandas de alto peso molecular en
los 4 carriles que posiblemente corresponden a las conformaciones relajada y super-
enrollada del fésmido. Ambas conformaciones se ubican por encima de la banda de 10
Kb del marcador de peso molecular, lo que concuerda con lo esperado para el fosmido
18E5 el cual tiene un tamafo de aproximadamente 35 Kb. En las extracciones
plasmidicas realizadas por el método de lisis alcalina se observa una mancha difusa de
bajo peso molecular que posiblemente corresponda con la presencia de ARN. Esto
sugiere que, si bien se utilizd RNAsa en la extraccion, la cantidad utilizada no fue

suficiente para degradar el ARN por completo.

4.2 Amplificacion del gen que codifica para la citocromo C peroxidasa

Utilizando el fosmido 18E5 como molde se amplificé el gen citC mediante PCR
utilizando los cebadores especificos disenados y un gradiente de temperaturas. Se
obtuvo un amplicdn de aproximadamente el tamafio esperado (1346 pb) en las diez
condiciones de temperatura de hibridacion ensayadas (datos no mostrados). En base a

estos resultados utilizamos 55 °C como temperatura de hibridacién porque al utilizar la
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temperatura de hibridacion mds alta reducimos la posibilidad de amplificaciones

inespecificas.

La figura 13 muestra los productos de amplificacion del gen citocromo ¢ peroxidasa
realizada con la enzima Pfu con el fin de asegurarnos mayor fidelidad en la
amplificacién. Se pueden observar en el carril 1 y 2 las amplificaciones del gen citC
realizadas por PCR de colonia o utilizando como molde el ADN del fésmido 18E5,
respectivamente. El control positivo presenta una banda del tamafio esperado (1465
pb) correspondiente al gen que codifica para el ARNr de la subunidad 16S utilizando los

cebadores detallados en materiales y métodos.

1 2 + - MPM pb

6000
Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa del

3000 producto de amplificacion del gen citocromo ¢
peroxidasa. Carril 1: Amplificacion por PCR de
1500 colonia; Carril 2: Amplificacién utilizando como ADN
e molde el fésmido 18E5; Carril 3: Control Positivo (16S
1000 ADNFr), utilizando los cebadores 1492R y 27F ; Carril
4: Control Negativo, sin ADN; Carril 5: Marcador de
peso molecular, GenRuler 1Kb.

b S——

4.3 Construccion del plasmido pBSK-CitC

La banda correspondiente al gen citc fue escindida del gel, purificada y clonada en el
vector pBSK, el cual anteriormente fue digerido con EcoRV y purificado a partir del gel
(datos no mostrados). Se generé de esta manera el plasmido pBSK-CitC, se
transformaron células DH5a y se seleccionaron las colonias blancas, posibles clones
con el inserto de interés. Se detectaron dos colonias blancas en un total de 126
colonias, las cuales fueron sometidas a PCR de colonia para comprobar si presentaban
el gen de interés. Como se muestra en la figura 14, solo en una de las dos colonias
blancas (colonia 2) se logré amplificar el gen citC. La banda presenté el mismo tamafio
gue el control positivo (PCR de colonia de |la cepa EPI300 18E5). Si bien en el carril 1 se
observa una banda muy tenue del tamafio esperado, la misma banda se observa

también en el control negativo. Dado que el control negativo no contiene ADN molde,
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si bien esta amplificacidon podria deberse a una contaminacidn, lo mas probable es que
se deba a la difusion de los productos de los pocillos de al lado en el momento de

sembrar el gel.

1 2 MPM + -

... 6000pb
e 3000pb Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa de la
: confirmacion de la construccion pBSK-CitC
mediante PCR de colonia. Carril 1: Colonia Blanca
1; Carril 2: Colonia Blanca 2; Carril 3: Marcador de
1500pb peso molecular GeneRuler 1Kb; Carril 4 Control
= - Positivo: EPI300 18ES; Carril 5 Control Negativo:
__ 1000b DH5a.

Adicionalmente se realizd la extraccion del plasmido pBSK-CitC de ambas colonias y se
corriéd una electroforesis en gel de agarosa para visualizar el plasmido y compararlo
con el pBSK sin inserto. Como se muestra en la figura 15, el pldsmido obtenido a partir
de la colonia 2 (carril 2), que habia amplificado el gen citC en la PCR de colonia, tiene
un mayor peso molecular que el control del plasmido pBSK. Esto sugiere que el
plasmido obtenido de la colonia 1 contiene un inserto de ADN. Por otro lado, el
plasmido obtenido de la colonia 1 (carril 1) presentd un perfil distinto al de la colonia 2

y al del control pBSK, que sugiere un peso molecular similar o aun menor al control.

Figura 15. Electroforesis en gel de agarosa
de la preparacion plasmidica de pBSK-CitC.
Carril 1: Purificacion plasmidica de la colonia
blanca 1; Carril 2: Purificacidon plasmidica de
la colonia blanca 2; Carril 3: Marcador de
peso molecular GeneRuler 1Kb; Carril 4 y 5:
Control plasmido pBSK.
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En base a estos los resultados mostrados en las figuras 14 y 15, se continud trabajando

con la colonia 2 y el plasmido pBSK-CitC obtenido a partir de ésta.

4.4 Construccion del plasmido pET14b-CitC

Dado que los cebadores para la amplificacion del gen fueron disefiados con sitios de
reconocimiento para las enzimas Ndel y Xhol, el plasmido pBSK-CitC fue digerido con
ambas enzimas, obteniéndose dos bandas, una del tamafio del gen citC (1346pb) y una
banda de aproximadamente 3 Kb correspondiente al vector pBSK (datos no

mostrados).

Por otro lado, el vector de expresion pET14b fue digerido con las mismas enzimas que
el gen. Como se muestra en la figura 16, se observa en el carril 1 una banda de
aproximadamente 4600 pb correspondiente a la conformacion lineal del vector
pET14b, sugiriendo una correcta digestién. Como control se corrié el pET14b sin digerir

donde se puede observar que éste corre con distintas conformaciones (carril 2).

Figura 16. Electroforesis en gel de agarosa de la
R .’ doble digestion del vector pET14b con Ndel y
q’ ; Xhol. MPM: Marcador de peso molecular

o GeneRuler 1Kb; Carril 1: Vector de expresidn
pET14b digerido; Carril 2: Vector de expresion

3000 . . pET14b.

Tanto el gen citC como el vector pET14b digeridos con las enzimas Ndel y Xhol fueron
escindidos del gel, purificados y ligados para obtener la construccidon pET14b-CitC. Se
transformaron células DH5a con el plasmido pET14b-CitC y se comprobd la presencia
del gen citC mediante PCR de colonia (datos no mostrados). Se obtuvieron dos colonias

positivas de 72 colonias analizadas. Esto podria deberse a que el paso de la doble
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digestion no hubiese sido completamente exitoso y que algunos plasmidos se
digirieran sélo con una de las dos enzimas (Ndel o Xhol), por lo cual en el paso de
ligacidn el vector se podria haber auto ligado. Por lo tanto al transformar las células las
mismas adquirieron resistencia a Amp dada por el pET14b auto ligado sin haberse éste

ligado al gen citC.

Posteriormente se realizd la extraccién del pldsmido pET14b-CitC y se corrid una
electroforesis en gel de agarosa para compararlo con el pET14b sin inserto. Como se
muestra en la figura 17, la construccidon pET14b-CitC (dos clones diferentes, carriles 1y
2) presentan un mayor peso molecular que el plasmido pET14b (carril 3), sugiriendo
que la ligacidn fue realizada con éxito.

pb MPM 1 2 3

Figura 17. Electroforesis en gel de agarosa de la
preparacion plasmidica de pET14b-CitC. MPM:

’

6000 £ 4 Marcador de peso molecular GeneRuler 1Kb; Carril 1y
: 2: pET14b-CitC; Carril 3: Control vector de expresion
L' PET14b.

3000 ! 4

| I
1500 & ¢

Se transformaron células E. coli BL21(DE3)pLysS con el plasmido pET14b-CitC, se
seleccionaron 8 colonias y se realizé PCR de colonia para comprobar la presencia del
gen citC en las mismas. Como se muestra en la figura 18, las 8 colonias dieron un
amplicon del tamano esperado confirmando la presencia del gen de interés. Como

resultado todas las colonias amplificadas dieron positivo.

Se selecciond una de las colonias para seguir trabajando. Se secuencid el gen citC
utilizando el servicio Macrogen, Korea. Luego de ensamblar las secuencias obtenidas
con el programa DNABaser se comparé la secuencia utilizando el algoritmo BLAST del
NCBI, mostrando un 100% de identidad con la secuencia que se encontraba en el

fésmido 18ES.
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Figura 18. Electroforesis en gel de agarosa de los amplicones obtenidos mediante PCR de
colonia. Carriles 1-8: colonias obtenidas en la transformacién de E. coli BL21(DE3)pLysS con el
plasmido pET14b-CitC; MPM: marcador de peso molecular GeneRuler 1Kb; (-) control negativo
DH5a; (+) control positivo E. coli EP1300+18E5.

4.5 Evaluacidn de la actividad MnOx en medio sélido.

Para determinar si la enzima citocromo c peroxidasa es la responsable del fenotipo de
oxidacion de manganeso previamente observado en el fésmido 18E5, se evalué la
capacidad de la cepa recombinante E. coli BL21(DE3)pLys (pET14b-CitC) de oxidar
manganeso. Se sembrd la cepa en medio sélido LB con el agregado de 500 uM de
MnCl, y en presencia del inductor IPTG, y se incubd a 37 °C durante 16 hs. Las colonias
no presentaron la coloracién rojiza-amarronada caracteristica de la formacién de
Oxidos de manganeso (datos no mostrados). Posteriormente se sometieron las
colonias al ensayo de Azul de Leucoberbelina (LBB). Este sustrato es muy sensible a la
presencia de oxidos de manganeso y permite evidenciarlos en condiciones donde a
simple vista no se detecta la coloracién marrén. El resultado no fue positivo, no
detectandose color azul al agregar LBB sobre las colonias (datos no mostrados). Para
descartar la posibilidad de que el hecho de no evidenciar un fenotipo de oxidacién de
manganeso se deba a que la proteina recombinante no se expresa en nuestro sistema,

evaluamos su presencia en células totales y en extractos celulares.

4.6 Expresion de la proteina
Para comprobar que la proteina se estaba sobre-expresando en nuestra construccién,
se prosiguio a inducir la expresion de la proteina en medio liquido, evaluando distintas

condiciones. Se realizdé un ensayo de induccion a pequeiia escala y otro a gran escala.
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4.6.1 Ensayo a pequeiia escala
En este ensayo se trabajé con pequefios volumenes de cultivo (5 ml). Se evalud
mediante SDS-PAGE el perfil de proteinas totales en las distintas condiciones
ensayadas. Como se muestra en la figura 19, en la cepa E. coli BL21(DE3)pLysS
(pET14b-CitC) se observa una banda intensa de aproximadamente 50 kDa a las 2 horas
de induccién con IPTG ya sea en presencia (carril 1) o en ausencia (carril 2) de MnCl,.
Como se observa en el carril 3, esta banda no estd presente o estd presente en muy
baja cantidad previo a la induccién, siendo el perfil de proteinas totales muy similar al
observado en el control [E. coli BL21(DE3)pLysS (pET14b)] previo a la induccidn (carril
6). Se puede observar para el control que luego de la dos horas de induccién para
ambas condiciones (carriles 4 y 5), no se observa la sobre-expresién de una proteina

del tamafio esperado para CitC.

BL21(DE3)pLysS (pET14b-citC)  (BL21 (DE3) pLysS (pET14b)

Figura 19. SDS PAGE de proteinas totales de la induccion de la expresion de la proteina
CitC a pequefia escala. Carriles 1, 2 y 3: células conteniendo el vector pET14b-CitC a las dos
horas de induccion con IPTG y MnCl, (carril 1), con IPTG (carril 2) o sin inducir (carril 3);
Carriles 4, 5 y 6: controles de células conteniendo el vector control pET14b a las dos horas
de induccién con IPTG y MnCl, (carril 4), con IPTG (carril 5) o sin inducir (carril 6); MPM:
Marcador PageRuler™ Unstained Protein Ladder 26614 (TermoFisher).

Un analisis bioinformatico de la secuencia aminoacidica de la citocromo c peroxidasa,
de 449 aminodcidos, predijo un peso molecular de aproximadamente 48,06 kDa y un
punto isoeléctrico tedrico de 5,09. Mediante esta aproximacion se detecté una banda
sobre-expresada de aproximadamente el tamafio esperado para CitC en las células
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conteniendo el vector pET14b-CitC (carriles 1 y 2), tanto para la condicién con IPTG

como para IPTG+ MnCl,.

4.6.2 Ensayo a mayor escala
Posteriormente a estos resultados se realizé la induccion de la proteina a mayor escala
en distintas condiciones de temperatura (12 °C, 25 °Cy 30 °C) con hemina (Figura 20) y
sin hemina (Figura 21). Como se muestra en ambas figuras, a las 2 hs y 4 hs de
induccidn (T2 y T4) hay una sobre expresién de una proteina de aproximadamente el
tamafio esperado para CitC para las condiciones 25 °Cy 30 °C al comparar con el perfil
de proteinas totales previo a la induccién (T0). Para la condicién de 12 °C tanto con

hemina como sin hemina no se observa ninguna proteina sobre-expresada del tamafio

esperado.
12°C 25°C 30°C
— — —r
TO MPM T2 T4 T T4 T T4

—~ 144

Figura 20. Induccion de la proteina en presencia de hemina. TO: cultivo previo a la
induccidn; T2: 2 hs de induccién y T4: 4 hs de induccidn para las condiciones 12°C, 25°Cy
30°C. MPM: Unstained Protein Molecular Weight Marker #SM0431 (Fermentas).
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Figura 21. Induccion de la proteina en ausencia de hemina. TO: cultivo previo a la

induccién; T2: 2 hs de induccién y T4: 4 hs de induccion para las condiciones 12°C, 25°C
y 30°C. MPM: Unstained Protein Molecular Weight Marker #SM0431 (Fermentas).
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Si bien las condiciones de induccién a 25 °C y 30 °C fueron donde se observé mayor
sobre-expresion de la proteina CitC, se continud trabajando Unicamente con las células
inducidas a 25 °C. Dado que la proteina CitC proviene de un ambiente frio, esperamos

que una menor temperatura favorezca el correcto plegamiento de la proteina.

4.7 Obtencion de extractos solubles e insolubles

Se obtuvieron los extractos celulares a partir de los pellets almacenados a -80 °C para
evaluar dénde se ubicaba la proteina dentro de la célula. Los extractos celulares
totales fueron centrifugados de manera de separar la fraccion soluble (sobrenadante)
de la fraccién insoluble (pellet). En la figura 22, se muestran los resultados obtenidos
para ambas condiciones de induccién a 25 °C (con hemina y sin hemina), donde se
puede ver una gran banda del tamafio aproximado de la proteina (48,06 kDa) en los
carriles 3 y 4. Estos corresponden al primer pellet, indicando que la mayor parte de la
proteina se encuentra en la fraccion insoluble. Para los carriles 5y 6 donde se corrio el
sobrenadante, y por lo tanto se observan las proteinas que se encuentran en la
fraccién soluble, no se detecta ninguna banda sobre-representada del peso de la

proteina de interés.

MW, kDa
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Figura 22. Extractos celulares solubles e insolubles. Carril 1 y 2: 2° pellet para las
condiciones IPTG e IPTG + Hem, respectivamente; Carril 3 y 4: 1° pellet para las condiciones
IPTG e IPTG + Hem, respectivamente; Carril 5y 6: Fraccion soluble para las condiciones IPTG
e IPTG + Hem, respectivamente. MPM: Unstained Protein Molecular Weight Marker
#SM0431 (Fermentas).
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5 DISCUSION

El punto de partida del presente trabajo fue el clon E. coli EPI300 + 18E5 de una
metagenoteca funcional, en el cual se detectd la capacidad de oxidar manganeso. Se
propuso estudiar la participacion del gen citocromo c peroxidasa incluido en el fésmido

18ES5, en la actividad manganeso oxidasa observada en dicho clon.

Siguiendo con lo que nos plantemos en la estrategia metodoldgica, se logrd clonar el
gen de interés en el vector de expresion pET14b e introducirlo en una cepa disefiada

para la expresion de proteinas recombinantes, E.coli BL21 (DE3) pLysS.

Al momento de la amplificacidn se procuré disminuir al maximo los posibles errores de
incorporaciéon de nucledtidos que pudieran afectar luego la correcta amplificacion de la
proteina. Por lo tanto se utilizd la enzima Pfu, la cual tiene actividad exonucleasa 3' a
5' que asegura mayor fidelidad en la amplificacién. Al secuenciar y analizar la secuencia
clonada en el vector pET14b, de determind una identidad del 100% con la secuencia de

la citocromo ¢ peroxidasa presente en el fésmido 18ES5.

Se prosiguié a comprobar la actividad MnOx en medio sélido en las mismas
condiciones que se habian ensayado para el clon de la metagenoteca (en presencia de
500 pM de MnCl,), y en este caso en presencia del inductor IPTG. El resultado no fue el
esperado, no detectandose los precipitados rojizo-amarronado caracteristicos de la
presencia de 6xidos de manganeso en la superficie celular. Tampoco se observd un
cambio al color azul al aplicar el sustrato LBB a las colonias. La pregunta que nos

hicimos entonces fue si la proteina realmente se estaba expresando.

Con los ensayos de induccion de la expresion de la proteina se pudo confirmar la
sobre-expresion de una proteina de aproximadamente el tamafio esperado, siendo
Optima a los 25 °C y 30 °C. Con esto se reafirmé que los procedimientos realizados
hasta el momento tanto para el clonado como para la expresién de la proteina se

habian realizado con éxito.
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Basandonos en trabajos previos, se esperaba que la citocromo ¢ peroxidasa fuera una
proteina periplasmica. Mediante la utilizacién del servidor PrediSi se predijo un
péptido sefial de exportacidon hacia el periplasma, lo cual concuerda con proteinas
homologas reportadas [85]. Se planted la posibilidad de que si bien la proteina se
estaba expresando, por algin motivo no lograba llegar al periplasma, donde
esperabamos fuera funcional. Una explicacion posible seria que al hacer una fusion N-
terminal con His- Tag en pET-14b, la secuencia sefial N- terminal propia de CitC ya no
puede ser reconocida por la maquinaria de translocacion.

Para determinar en qué fraccién celular, soluble o insoluble, se encontraba la proteina
recombinante se obtuvieron los extractos celulares de manera de separar las distintas
fracciones. Estos ensayos revelaron que la mayor parte de la proteina se encontraba
en la fraccién insoluble.

E. coli es uno de los sistemas celulares hospederos mas utilizados para la expresién
heterologa de proteinas recombinantes. Presenta muchas ventajas como su rapida
tasa de crecimiento y un gran nimero de herramientas disponibles para aplicaciones
biotecnoldgicas [86]. La secuencia aminoacidica de la citocromo ¢ peroxidasa presenté
77% de identidad con Roseobacter sp CCS2, una bacteria gram negativa con un
contenido GC de 55%. Dado que E. coli también es gram negativa y con un contenido
GC similar (50,8 % para BL21 (DE3)) en un principio se esperaria que esta cepa fuera un

buen hospedero para expresar la citocromo c peroxidasa.

E.coli carece de la maquinaria necesaria para realizar algunas modificaciones post-
traduccionales y una baja eficiencia para la formacién de puentes disulfuros. Muchas
veces la falta de estas modificaciones puede afectar al correcto plegamiento, expresion
y funcion de la proteina ([87], [88]). La solubilidad de la citocromo c¢ peroxidasa
recombinante podria depender de alguna de estas modificaciones. Generalmente las
proteinas que no son capaces de plegarse correctamente o que resultan tdxicas para la
célula se acumulan en forma insoluble en cuerpos de inclusién, que son agregados
proteicos intracelulares. Estos agregados estdn compuestos principalmente de

proteina foranea, desnaturalizada y su solubilizacion suele ser muy compleja [89]. Es
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muy probable que la citocromo c peroxidasa recombinante, que se encuentra

mayoritariamente en la fracciéon insoluble, forme este tipo de agregados.

Debido a que se logrd sobre-expresar gran cantidad de proteina pero la gran mayoria
en forma insoluble se podrian ensayar métodos de optimizacidn de la expresién de la
proteina para intentar obtenerla en la fraccidn soluble. Esto involucraria variar la
temperatura, la tasa de expresion, el metabolismo del hospedero o la co-expresién con
chaperonas [88]. Otras variantes podrian ser transformar con el vector pET14b-CitC
otras cepas bacterianas para expresar la proteina recombinante o también se podria
utilizar otros vectores de expresidon que poseen sefiales de exportacién al periplasma.
Ya ha sido reportado la utilizacién de E. coli como hospedero para expresar la
citocromo c peroxidasa de forma soluble [90], [91]. Para el caso de Rhodobacter se
ensayaron distintas cepas de expresion, distintos medios de cultivo y distintas
condiciones de disponibilidad de oxigeno. Se determind que las condiciones dptimas
de expresidn se daban en anareobiosis y en un medio de cultivo minimo. Las
condiciones de anaerobiosis serian necesarias para la maduracidn del citocromo c, ya
qgue el operdn involucrado se expresa bajo condiciones de anaerobiosis. En el caso de
Geobacter la aproximacién que se utilizdo fue expresar la proteina recombinante en

condiciones de aereobiosis en una cepa que contenia un plasmido con dicho operdn

También se podria trabajar directamente con la proteina agregada obtenida en los
extractos insolubles. Los agregados pueden ser solubilizados con detergentes como
urea, y la proteina puede ser plegada nuevamente mediante dilucidn, dialisis o
métodos de re-plegamiento en columnas [88]. Cualquiera sea el método utilizado,
seria interesante, ya que se tienen los extractos, poder purificar la proteina para

confirmar su actividad in vitro.
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6 CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

6.1 Conclusiones

Se logré clonar la citocromo c¢ peroxidasa en el vector de expresién pET14b y
expresarla de forma heterdloga en E. coli BL21, no pudiéndose verificar la capacidad
de la cepa transformada de oxidar manganeso en medio sélido LB suplementado con
MnCl,. Si bien se confirmd la sobre-expresidon de una proteina del tamafio esperado,
ésta se encontraba mayoritariamente en la fraccién insoluble, por lo que se deberia
optimizar la metodologia para obtenerla en la fraccion soluble o solubilizarla para

poder purificar la proteina y ensayar su actividad in vitro

6.2 Perspectivas

Dada la posibilidad de que la proteina citocromo ¢ peroxidasa no sea la responsable de
la actividad manganeso oxidasa, o que sea necesario otro factor presente en el
fésmido 18E5 para llevar a cabo esta funcién, como perspectivas a futuro nos

plantemos dos aproximaciones.

Por un lado la realizacién de una mutagénesis generalizada in vitro del fésmido 18E5,
mediante la utilizacidon de un transposén, y seguidamente transformar estos fésmidos
mutados a la cepa hospedera original E. coli EPI300 donde se identifico la capacidad de
oxidar manganeso. Al sembrar las células transformadas con el 18E5 mutado en medio
sélido LB suplementado con 500 uM de MnCl,, esperamos ver pérdida de actividad
manganeso oxidasa en alguno de los clones. En las colonias que no se presenten los
caracteristicos precipitados rojo-amarronados del clon original, posiblemente el
transposdn haya interrumpido un gen que participe en la oxidacion de manganeso.
Dichas colonias posteriormente serdan secuenciadas para poder inferir exactamente
gue gen o genes de las 23 secuencias codificantes encontradas estarian relacionadas

con la oxidacion de manganeso.

Por otro lado pretendemos poner a punto la realizacion de zimogramas, técnica
electroforética que permite la evaluacion de la actividad enzimatica en el gel. Ya se han
reportado estudios donde se logra determinar la actividad enzimatica MnOx en geles

de poliacrilamida, tanto en condiciones nativas como en condiciones
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desnaturalizantes. A grandes rasgos lo que se hace en estos casos es correr el gel en
condiciones desnaturalizantes y luego re naturalizar las proteinas, o si es nativo correr
en geles sin el agregado de b-mercaptoetanol, SDS, ni calentamiento de la muestra.
Luego de la corrida electroforética el gel se incuba en un buffer con el pH adecuado
para el funcionamiento de la proteina y con el suministro de MnCl,. Se deberia
visualizar la oxidacién Mn (ll) en los geles después de varias horas de incubacion,
mediante la formacién de bandas de color marrén donde se encuentre la proteina con
actividad MnOx. Los geles también pueden ser revelados con LBB, donde la formacion
de bandas color azul permiten detectar las proteinas con actividad. Las bandas donde
se detecta actividad luego pueden ser analizadas por MALDI-TOF / MS, con el fin de

identificar la enzima.
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8 ANEXO

8.1 Medios de cultivo

Luria Bertani Caldo (LB)
Extracto de levadura 5 g/L

Triptona 10g/L
NaCl 10 g/L
LB-Agar

LB-Caldo

Agar 15g/L

2XYT

Triptona l6g/L
Extracto de levadura 10g/L
NaCl 5g/L

8.2 Lisis alcalina

Solucién |

Glucosa 50 mM
Tris.HCl (pH 8,0) 25 mM
EDTA (pH 8,0) 10 mM

Solucion Il
NaOHO0,2 N
SDS 1%

Solucién Il
Acetato de Potasio 3M
Acido acetico 11,5% (V/V)

8.3 Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida SDS

Gel separador 12%
e buffer separador 2,5 ml
e Acrilamida 30% 4,04 ml
e H20 3,56 ml
e TEMEDS5 ul
e AP 10% 50 pl
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Gel compactador

Buffer compactador 1,25 ml
Acrilamida 30% 0,8ml

H20 2,95 ml

TEMED 5 pl

AP 10% 30 pl



Buffer Tris-Glicina

Tris 302,75 g
Glicina 721¢g
SDS 50g
H20 5L

Antes de usar diluirlo 10X

Buffer de carga 2X

0,5 M Tris pH 6,8 12ml
Glicerol (20%) 10ml
SDS 20% 10ml
0,1% azul bromo fenol 5ml

H20 Csp 45ml|

Antes de usar agregar 8- mercapto etanol 10%

Acrilamida 30%
Acrilamida 58,4¢g
Bisacrilamida 1,6 g

H20 Csp 200 ml

Buffer separador

Tris base 72,6 ¢
SDS1,6¢g

H20 300 ml

pH 8,8

Llevar a 400 ml de H20

Buffer compactador
Tris base 24 g
SDS1,6¢g

H20 300 ml

pH 6,8

Llevar a 400mL de H20

Solucién de tenido Rapido
0,1%(m/V) Azul Brillante de Coomassie R250 en:

Metanol 500 ml/L
Acido acético glacial 100 ml/L
H20 400 ml/L
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Solucidn de desteiiido Rapido

Metanol 500 ml/L
Acido acético glacial 100 ml/L
H20 400 ml/L

Buffer de unién (pH 8,0) en 100 ml
H20 49,6 ml

Imidazol stock 5M 400 ul

Buffer His Tag 2X 50 ml

2X His Tag Buffer
100 mM NaH2PO4
600 mM NacCl
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