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RESUMEN 
 En Escherichia coli como en otras bacterias se han encontrado 

flavohemoglobinas, proteínas involucradas en la defensa celular ante el estrés 

oxidativo. Las flavohemoglobinas tienen un papel esencial en la destoxificación del 

oxidó nítrico (NO·), una molécula de gran reactividad química. La 

flavohemoglobina (Hmp) de E. coli, es codificada por el gen hmp. La transcripción 

del gen es inducida por la presencia de paraquat (PQ, generador cíclico de 

superóxido) o nitroprusiato de sodio (SNP, donador de NO·). Esta inducción es 

independiente al sistema SoxRS. El objetivo de este trabajo fue profundizar en el 

estudio de la regulación del gen hmp de Escherichia coli y Salmonella enterica 

serovar Typhimurium en respuesta al estrés oxidativo por PQ o SNP. 

Analizando fusiones transcripcionales de los genes hmp de E. coli y S. 

enterica, Φ(hmpEc-‘lacZ) y Φ(hmpSt-‘lacZ) mostramos que mutaciones en fur y 

ramA causan alteraciones a la expresión de ambas fusiones. Fur es un regulador 

negativo de la expresión de hmp, ensayos electroforéticos de movilidad de bandas 

demostraron que Fur se une a la región intergénica glyA-hmp de E. coli y de 

Salmonella. El papel de RamA en la regulación de este gen por la presencia de 

PQ aún no es claro, pero en ausencia de ramA la expresión de hmp disminuye. 

Un análisis de la región cis del gen hmp determinó que la secuencia entre la 

bases -56 a la -68 con respecto al sitio +1 (inicio de transcripción) es importante 

en la expresión del gen, pero no en la inducción por la presencia de PQ o SNP. 

Con experimentos de 5’-RACE se demostró que únicamente existe un sólo sitio de 

inicio de la transcripción en hmp. Ensayos tipo Northern blot indicaron que la 

inducción de la transcripción de hmp por SNP es inmediata, mientras que en 

presencia de PQ, la inducción se observó hasta 45 minutos después del 

tratamiento. Adicionalmente se estudió la expresión de hmp en ausencia de NsrR, 

un regulador recientemente identificado como sensor de NO·. Mutaciones en el 

gen nsrR resultaron en una desrepresión de la expresión de hmp. 

 El análisis del papel del dominio hemo y el dominio flavin de la proteína 

Hmp, determinó que ambos dominios juegan un papel importante para la 

protección en el estrés oxidativo producido por NO·. 
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ABSTRACT 
Flavohaemoglobins have been found in Escherichia coli as in many other 

bacteria. Flavohaemoglobins are proteins involved in the cellular defence to 

oxidative stress. Flavohaemoglobins have an essential role in the detoxification of 

nitric oxide (NO·), a molecule with high hemical reactivity. The E. coli 

flavohaemoglobin, Hmp, is coded by the hmp gene which is located at the 55 

minute of the chromosome. Transcription of hmp is induced by the presence of 

paraquat (PQ, a superoxide producer cyclic agent) or sodium nitroprussiate (SNP, 

an NO··donor). These inductions are independent of the general responsive 

system to superoxide, SoxRS. The goal of this project was to deepen the study of 

the regulation of the hmp genes of Escherichia coli and Salmonella enterica 

serovar Typhimurium in response to the oxidative stress produced by PQ or SNP.  

Transcriptional fusions to lacZ of the hmp genes, Φ(hmpEc-‘lacZ) and 

Φ(hmpSt-‘lacZ),  showed that mutations in fur and ramA cause alterations to the 

expression of both fusions in the presence of PQ. Fur is a negative regulator of the 

expression of hmp, tests of gel mobility shift assays demonstrated that Fur is 

united to the intergenic region glyA-hmp of E. coli and of Salmonella. The paper of 

RamA in the regulation of this gene by the PQ presence not yet is sure but, in 

ramA absence the expression of hmp diminishes.  

Cis-analysis of the hmp promoter determined that the sequence between 

the -56 to -68 bases upstream of the transcriptional start site is important for the 

expression of gene, but not for the induction by the presence of PQ or SNP. On the 

other hand we observed the presence of only one transcriptional start site. We 

determined the expression kinetics of hmp by Northern blot and observed that the 

induction by SNP was immediately.  By contrast, PQ induction of hmp was only 

detected after 45 minutes. We analyse the expression of hmp in absence of yjeB 

(nsrR) gene, we observed up expression in presence of PQ. 

The analysis on the role of the haem and flavin domains in the Hmp protein 

determined that, both domains play a role important in the protection of the 

oxidative stress by NO·. 
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1.1. LA BACTERIA Escherichia coli. 
 
1.1.1. Escherichia coli, una enterobacteria facultativa. 

Escherichia coli es una Enterobacteriaceae Gram-negativa anaeróbica 

facultativa, que en presencia de oxígeno puede llevar a cabo el metabolismo 

aeróbico, pero en ausencia de éste puede utilizar aceptores alternos de electrones 

como nitrato (NO3
-), nitrito (NO2

-), dimetilsulfóxido (DMSO), trimetilamina N-óxido 

(TMAO) o fumarato, para llevar a cabo el metabolismo anaeróbico, o en ausencia 

de cualquier aceptor de electrones llevar a cabo la fermentación (Lin y Lynch, 

1996). 

 

 E. coli es el principal constituyente de la flora intestinal de los humanos y 

algunos vertebrados. Algunas cepas de E. coli adquieren factores de virulencia y 

son responsables de infecciones digestivas y urinarias. Dependiendo del síntoma 

al que son asociadas se clasifican en cuatro categorías: E. coli enteropatogénicas 

(EPEC), E. coli enterohemorrágicas (EHEC), E. coli enteroinvasivas (EIEC) y E. 

coli enterotoxigénicas (ETEC) (Souza et al., 2001). 

 

 Escherichia coli K-12 es una cepa no patógena frecuentemente usada como 

modelo en estudios fisiológicos y genéticos (Souza et al., 2001). 

 

1.1.2. Características estructurales y fisiológicas de Escherichia coli. 
 
1.1.2.1. Estructura celular. 

La arquitectura celular de E. coli es común a la de algunos procariotes. 

Para mantener aislado el interior de la célula del ambiente exterior, la célula 

presenta dos membranas, ambas compuestas de fosfolípidos, glicoproteínas y 

proteínas que pueden servir como soporte o como transportadores. La membrana 

interna se encuentra entre el citoplasma y el periplasma y la membrana externa se 

encuentra entre el periplasma y el ambiente exterior (White, 2000; Moat et al., 

2002). 
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 E. coli presenta varios apéndices que tienen diferentes funciones, como el 

flagelo usado para la motilidad de la célula, las fimbrias (algunas llamadas pili) 

usadas para la adherencia a las superficies y el pili sólo existe en algunas células 

y se utiliza para poder intercambiar material genético (White, 2000). 
 

1.1.2.2. Composición química. 
La composición de una célula de E. coli se observa en la Tabla 1 (tomada 

de Neidhardt y Umbarger, 1996). El peso total de una célula es de 9.5 x 10-13g (en 

peso seco es de 2.8 x 10 -13 g). 

 

Tabla 1. Composición química de una célula de Escherichia coli. 

Componentes Pesos seco total
(%) 

Peso 
(g) 

Número aproximado de 
moléculas por célula 

Proteína 55.0 4.0x104 2,350,000 
RNA 

rRNA 23S 
rRNA 16S 
rRNA 5S 
tRNA 
mRNA 

20.5 

 
1.0x106 

5.0x105 
3.9x104 
2.5x104 
1.0x106 

 
18,700 
18,700 
18,700 
198,000 
1,380 

DNA 3.1 2.5x109 2.1 
Lípidos 9.1 705 22,000,000 
Lipopolisacáridos 3.4 4,070 1,430,000 
Peptidoglicanos 2.5 (904)n 1 
Glicógeno 2.5 1.0x106 4300 
Poliaminas 0.4 233 6,700,000 
Metabolitos, 
cofactores, iones 

 
3.5   

 

1.1.3. Fisiología del crecimiento bacteriano. 
El crecimiento se define como un incremento en la masa. 

 

1.1.3.1. Fases de crecimiento. 
En la cinética de crecimiento de una bacteria se observan cuatro fases de 

crecimiento, la fase lag, la fase logarítmica, la fase estacionaria y la fase de 

muerte. 
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En la fase lag el cultivo se adapta al medio nuevo ya que las células pueden 

ser viejas o poseer cantidades reducidas de ATP, cofactores esenciales o de 

ribosomas. Otra de las razones de esta fase, es el tiempo que requieren la células 

para recobrarse de los productos tóxicos después de estar en la fase estacionaría 

(White, 2000) 

 

En la fase logarítmica (también es llamada fase exponencial), los 

microorganismos crecen y se dividen exponencialmente. Durante esta fase la 

población es más uniforme química y fisiológicamente, por ello los cultivos en fase 

exponencial se utilizan en estudios bioquímicos y fisiológicos (White, 2000). 

 

En la fase estacionaria el crecimiento se detiene y la curva de crecimiento 

se hace horizontal. Un factor principal es el agotamiento de nutrientes, o la 

limitación de oxígeno para los organismos aerobios, o por la acumulación de 

productos tóxicos (White, 2000). 

 

En la fase de muerte los cambios ambientales que se generaron en la fase 

estacionaria provocan la reducción de células viables, hecho que caracteriza esta 

fase. La muerte en un cultivo puede deberse a varios factores, la causa común se 

debe a la falta de energía celular y a la actividad de enzimas líticas (White, 2000). 

 
1.1.3.2. Nutrientes necesarios para el crecimiento de E. coli 

En un ambiente natural las bacterias están frecuentemente bajo 

condiciones limitadas de nutrientes, por lo tanto su crecimiento es lento o pueden 

existir periodos largos en donde no hay crecimiento. En el laboratorio, las 

bacterias son crecidas en medios de cultivo diseñados para proveer todos los 

nutrientes esenciales (Todar, 2004). 

 

Los nutrientes que requiere una célula de E. coli son: C, H, O, NH4
+, SO4

2-, 

PO4
3-, K+, Mg2+, Fe2+, Ca2+, Mn2+ y trazas de Zn, Co, Cu y Mo. Estos elementos se 
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encuentran en forma de agua, de iones inorgánicos, pequeñas moléculas y 

macromoléculas (Todar, 2004). 

 

Para poder crecer las bacterias necesitan de una fuente de nitrógeno, una 

fuente de carbono y energía, así como ciertas condiciones fisiológicas en el medio 

de cultivo, concentración de oxígeno, de temperatura, de pH. (Todar, 2004). 

Aeróbicamente puede crecer hasta una densidad de aproximadamente 

108células/ml. El medio rico consiste de triptona y extracto de levadura (medio 

Luria-Bertani, LB). El medio mínimo contiene un amortiguador, una fuente de 

carbono, una fuente de nitrógeno y requiere de vitaminas, aminoácidos y otros 

suplementos (Miller, 1992). 

 

1.1.3.3. Efecto de la temperatura y pH en el crecimiento. 
 Cuando los microorganismos se encuentran a temperaturas por encima de 

la óptima, se afectan la estructura y la función celular; a bajas temperaturas se 

afecta la función celular, pero no necesariamente la estructura o la composición 

química. .Las altas temperaturas ocasionan la desnaturalización de las enzimas, al 

igual que se deterioran las membranas. A muy bajas temperaturas las enzimas 

bajan su velocidad de reacción. Para E. coli la temperatura óptima es de 37ºC, la 

temperatura máxima en la cual esta bacteria puede crecer es de 45ºC y la mínima 

es de 10ºC, por eso se clasifica como un organismo mesófilo (Ingraham y Marr, 

1996). 

 

 Aunque a menudo los microorganismos crecen en un amplio rango de pH, 

su tolerancia tiene un límite. Variaciones en el pH puede dañar la membrana 

plasmática o inhibir la actividad de las enzimas y las proteínas transportadoras. E. 

coli se clasifica como un organismo neutrófilo por el rango de pH para su 

crecimiento, que es entre 5.5 y 8 (Ingraham y Marr, 1996). 
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1.1.4. Metabolismo aeróbico. 
En la cadena respiratoria los electrones se transfieren a quinonas, las 

cuales conectan las diferentes deshidrogenasas con las diferentes reductasas y 

oxidasas terminales que están presentes bajo diferentes condiciones de 

crecimiento. 

 

E. coli presenta tres quinonas, la ubiquinona (UQ), la menaquinona (MQ) y 

la dimetilmenaquinona (DMQ), la presencia de estas depende de la naturaleza del 

aceptor de electrones. Cuando E. coli crece aeróbicamente, la UQ es la quinona 

más frecuente (60%), seguida de la DMQ (37%) y la MQ (3%). Cuando crece 

anaeróbicamente en presencia de nitrato las principales quinonas son DMQ (70%) 

y MQ (30%), mientras que en presencia de fumarato o DMSO son MQ (74%) 

seguida de DMQ (16%) y UQ está en menor cantidad (10%) (White, 2000). 

 

Cuando E. coli crece aeróbicamente, transfiere los electrones a dos 

diferentes complejos de oxidasas terminales, el complejo citocromo bo (tiene un 

hemo tipo b y un hemo tipo o llamado bo3 o citocromo o) y el complejo citocromo 

bd (tiene un hemo tipo b y un hemo tipo d y es llamado citocromo d). El citocromo 

bo es la oxidasa predominante cuando los niveles de oxígeno son altos; cuando la 

tensión de oxígeno es menor, E. coli utiliza el citocromo bd (White, 2000). 

 
1.1.5. Metabolismo anaeróbico. 

En anaerobiosis E. coli puede producir al menos cinco diferentes 

reductasas terminales, donde el aceptor de electrones puede ser nitrato, nitrito, 

TMAO, DMSO o fumarato. Sin embargo es necesaria la acción cooperativa de 

varios reguladores globales para que se lleve a cabo este tipo de respiración. 

 

 El cambio de una atmósfera aeróbica a una anaeróbica provoca cambios en 

el metabolismo, se lleva a cabo la represión de genes requeridos en la aerobiosis 

y la inducción de genes requeridos en anaerobiosis. Las bacterias han 

desarrollado mecanismos de transducción de señales en respuesta a la 
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disponibilidad de aceptores de electrones presente en el medio. (White, 2000; 

Sawers, 1999; Partridge et al., 2006). Algunos de los genes que responden a la 

anaerobiosis son regulados globalmente por dos sistemas, el sistema ArcAB y el 

sistema FNR. 

 

1.1.5.1. El sistema Arc. 
 El sistema ArcA/ArcB es un sistema de dos componentes que regula más 

de 30 genes. Principalmente reprime la transcripción de genes que codifican 

enzimas que participan en la respiración aeróbica. 

 

La transmisión de señales entre ArcB y ArcA ocurre por una cascada de 

fosforilación entre la His→Asp→His→Asp de la proteína sensora ArcB al regulador 

de respuesta ArcA. La fosforilación de ArcA conduce a la represión de genes 

involucrados en el transporte de electrones, el ciclo de los ácidos tricarboxílicos y 

en el ciclo del glioxilato. Además activa genes que codifican proteínas 

involucradas en el metabolismo fermentativo (Sawers, 1999). ArcB no percibe el 

oxígeno directamente, sino que los transportadores de electrones tipo quinona 

actúan como una señal negativa que inhibe la autofosforilación aeróbica de ArcB 

(Georgellis et al., 2001). 

 
1.1.5.2. El sistema Fnr. 
 La proteína Fnr tiene la función de regular el cambio del metabolismo 

aeróbico al anaeróbico. Induce la expresión de genes necesarios en el 

metabolismo anaeróbico y reprime genes indispensables del metabolismo 

aeróbico. En E. coli regula cerca de 120 genes (Sawers, 1999). 

 

Se ha sugerido que Fnr percibe el oxígeno directamente a través de dos 

centros hierro-azufre ([4Fe-4S]2+) sensibles al balance redox. En presencia de 

oxígeno estos centros se convierten en ([2Fe-2S]2+), lo que inactiva la función de 

Fnr para la unión al DNA (Sawers, 1999). 
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1.1.6. Fermentación. 
La fermentación fue originalmente descrita por Pasteur como “la vie sans 

air”. Esta es una condición bajo la cual ocurre el crecimiento sin ningún aceptor de 

electrones (Bock y Sawers, 1996). Los productos de la fermentación en E. coli 

comprenden una mezcla de ácidos como el D-lactato, etanol, acetato, formato y 

succinato; estos productos tienen diferentes estados de oxidación (Bock y Sawers, 

1996). 

 

 

1.2. EL ESTRÉS OXIDATIVO EN BACTERIAS. 
 
1.2.1. El estrés oxidativo generado por ROS. 

El estrés oxidativo se define como la pérdida en el balance entre agentes 

prooxidantes y antioxidantes, a favor de los prooxidantes (Storz y Zheng, 2000). 

 

1.2.1.1. Producción de especies reactivas de oxígeno (ROS). 
Los organismos aeróbicos que usan el oxígeno molecular (O2) generan 

especies reactivas de oxígeno (ROS), las cuales son tóxicas, además son más 

reactivas que el O2. Las principales ROS que se generan son: 1) las que son 

producto de la ruptura o de la excitación del O2, como el oxígeno atómico (O), el 

ozono (O3) y el oxígeno en singulete (1O2) y 2) las que están parcialmente 

reducidas como el superóxido (O2
·-), el peroxido de hidrógeno (H2O2) y el radical 

hidroxilo (·OH). Las especies parcialmente reducidas se generan cuando la célula 

crece bajo condiciones aeróbicas (Hansberg, 2002). 

 

El O2 se considera un radical libre por tener dos electrones desapareados, 

estos dos electrones tienen spins paralelos, es decir giran en el mismo sentido. 

Los electrones con spins paralelos solo pueden reaccionar con electrones que 

giren en sentido opuesto a éstos. Por esta razón el O2 no es tan reactivo y se 

encuentra en un estado estable (Halliwell, 2006). 
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 El O se produce a través de la ruptura de los dos enlaces covalentes del O2, 

por la luz ultravioleta. El oxígeno atómico puede combinarse con el O2 para 

generarse el ozono, que es un gas irritante de olor penetrante y además es más 

oxidante que el O2. El O3 reacciona con las proteínas, los lípidos, el NAD(P)H, el 

ascorbato, el ácido úrico y además puede generar otras especies reactivas 

(Hansberg, 2002). 

 

 El 1O2 se forma cuando uno de los dos electrones libres del O2 capta 

energía y cambia de giro. Esta especie es muy reactiva y es capaz de reaccionar 

con la mayoría de las moléculas de la célula, principalmente DNA, proteínas y 

lípidos (Halliwell y Gutteridge, 1984; Hansberg, 2002). 

 

 Durante la respiración aeróbica una pequeña parte de los electrones que 

pasan por la cadena respiratoria salen de ésta y son captados por el O2. Cada una 

de estas reducciones es catalizada por una enzima de la cadena respiratoria que 

se encuentra asociada a la membrana de la célula. En la primera reducción el 

oxígeno capta un electrón y se forma el O2
·-, que es una especie poco reactiva ya 

que solo reacciona con quinonas (a una tasa importante), fenoles, el hierro libre o 

unido a proteínas (con los cúmulos de [Fe-S]) y con otros radicales como el óxido 

nítrico. El O2
·- reduce al Fe(III) en Fe2+, y puede reaccionar con el ascorbato pero 

no con el NAD(P)H, ni con el DNA, lípidos o los aminoácidos de las proteínas 

(Halliwell y Gutteridge, 1984; Hansberg, 2002). 

 

 Al captar un segundo electrón O2
·- se forma el ión peroxido (O2

2-) el cual no 

tiene electrones desapareados y no es un radical. A pH fisiológico el O2
2- es 

protonado para formarse el H2O2 (Halliwell y Gutteridge, 1984). Esta reacción es 

llevada a cabo por la enzima superóxido dismutasa; aunque también algunas otras 

oxidasas pueden formar H2O2, como la oxidasa de xantina, las oxidasas de 

aminoácidos, las oxidasas de hexosas y las de fenoles. El H2O2 es una especie 

poco reactiva y se difunde a través de la célula. Reacciona con el ascorbato pero 
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no con el NAD(P)H, ni con el DNA, lípidos y la mayoría de las proteínas 

(Hansberg, 2002). 

 

El ·OH y el ión hidroxilo (-HO) se forman cuando el H2O2 acepta un electrón 

desapareado, por ejemplo, de un metal de transición como el Fe2+ o el Cu+. Esta 

reacción es conocida con el nombre de reacción de Fenton. El -HO es inocuo ya 

que se protona y forma agua, sin embargo el ·OH es una de las moléculas más 

reactivas, dado que es oxidante y se difunde rápidamente, reacciona con cualquier 

compuesto de la célula (Halliwell y Gutteridge, 1984; Hansberg, 2002). 

 

1.2.1.2. Daño producido por ROS. 
Los blancos biológicos de las ROS son el DNA, RNA, las proteínas y los 

lípidos. Muchos de estos daños son causados por el radical hidroxilo formado en 

la reacción de Fenton. 

 

Durante el estrés oxidativo los lípidos son el principal blanco de las ROS. 

Los radicales libres pueden atacar directamente a los ácidos grasos poli-

insaturados en las membranas e iniciar la peroxidación de lípidos. El efecto 

primario de la peroxidación es la disminución de la fluidez de la membrana, en la 

cual se alteran sus propiedades y además puede dañar a las proteínas que se 

encuentran unidas. Pero esto puede llevar a que se formen más radicales y los 

ácidos grasos poliinsaturados son degradados a una gran variedad de productos, 

como los aldehídos. Los aldehídos son muy reactivos y pueden dañar a las 

proteínas (Cabiscol et al., 2000). 

 

El daño que se provoca en el DNA depende de la presencia de hierro. Las 

ROS atacan las bases y la desoxirribosa de las cadenas nucleotídicas, 

produciendo 8-hidroxiguanina, la desaminación de la citosina en uracilo y de la 5-

metilcitosina en timina, además puede provocar el rompimiento de una o las dos 

hebras del DNA. El ·HO puede atacar tanto a las purinas como a las pirimidinas así 

como a la desoxirribosa, provocando la ruptura del DNA. Estas lesiones evitan que 
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algunas proteínas o algunas otras moléculas se unan al DNA, además la 

replicación del DNA puede dañarse (Fang, 2004; Cabiscol et al., 2000). 

 

 El daño en las proteínas es generado principalmente por el ·HO. Puede 

provocar la oxidación de los grupos sulfhidrilo, reducción de los puentes disulfuro, 

oxidación de los aminoácidos (en particular los residuos de arginina, prolina o 

lisina, los cuales forman carbonilos) cercanos al sitio de unión del metal a través 

de la oxidación catalizada por un metal (MCO), reaccionar con aldehídos, 

modificar los grupos prostéticos o grupos metales, interacción proteína-proteína y 

fragmentación de péptidos (Cabiscol et al., 2000; Fang, 2004). 

 

Todas estas modificaciones son perjudiciales para la célula, ya que 

provocan la pérdida de la función de las membranas y las proteínas, bloquean la 

replicación del DNA o causan mutaciones. 

 

1.2.1.3. Sistemas de defensa contra el estrés oxidativo por ROS. 
El daño provocado por las ROS es reparado a través de varios sistemas de 

defensa de la célula. Estos sistemas se dividen en mecanismos de destoxificación 

enzimática, moléculas antioxidantes encargadas de atrapar ROS, regulación de la 

obtención del hierro, mecanismos de respuesta genética a los ROS y los procesos 

de reparación del daño producido. Además hay otros mecanismos que ayudan a 

mantener el estado redox de la célula (Fang, 2004). 

 

Mediante la destoxificación enzimatica, las ROS son convertidas a especies 

menos tóxicas. Algunas de las principales enzimas que intervienen en estos 

procesos son las catalasas, la superóxido dismutasa y las peroxidasas. Se ha 

determinado que en algunas bacterias (como Helicobacter pylori, Salmonella 

typhimurium, Mycobacterium bovis y Haemophilus influenzae) estas proteínas son 

indispensables para la virulencia (Fang, 2004). 
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Algunas moléculas no enzimáticas ayudan a mantener un ambiente 

reductor intracelular, ya que atrapan o consumen el O2 libre. Estos antioxidantes 

son el NADPH y el NADH, el β-caroteno, el ácido ascórbico, el α-tocoferol y el 

glutatión (Halliwell, 2006; Fang, 2004). 

 

El hierro al reaccionar con el H2O2 produce el ·HO el cual es muy tóxico. En 

los microorganismos existen sistemas que regulan la obtención de hierro para 

llevar a cabo su almacenamiento. La regulación se lleva a cabo a dos niveles: 1) la 

obtención es a través de receptores específicos en membrana. En bacterias y 

hongos el hierro se incorpora directamente como Fe2+ o como Fe(III) unido a 

sideróforos y se almacena en la ferritina. En E. coli y otras bacterias la proteína 

Fur une hierro y reprime la síntesis de la proteínas relacionadas con el 

metabolismo de éste. 2) Dentro de la célula dos proteínas, la bacterioferritina y 

ferritina, muy similar a la ferritina de los eucariotes, funcionan como ferroxidasa 

(Cabiscol et al., 2000; Fang, 2004; Hansberg, 2002). 

 

Además de los compuestos antioxidantes, en E. coli y otros 

microorganismos existe una respuesta genética por la presencia de ROS. El 

sistema SoxRS está involucrado en la respuesta contra el estrés oxidativo 

provocado por el O2
·- y por el monóxido de nitrógeno (NO·), por otro lado la 

proteína OxyR responde a la presencia de H2O2 (González-Flecha y Demple, 

2005). 

 

1.2.1.3.1. El sistema SoxRS en Escherichia coli. 
 El sistema SoxRS se activa por la presencia del O2

·-, generado por agentes 

cíclicos redox como el paraquat (metil viológeno, PQ) o la menadiona. La 

activación de este sistema lleva a cabo la expresión de un conjunto de genes que 

codifican para proteínas cuya función se encuentra involucrada en la protección 

y/o destoxificación del O2
·- (Tabla 2) (Walkup y Kogoma, 1989). 
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Tabla 2. Genes regulados por la proteína SoxS en presencia 
de superóxido en E. coli. 

Gene Producto 
sodA Superóxido dismutasa dependiente de manganeso 
nfo Endonucleasa IV 
zwf Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa 

fumC Fumarasa C 
acnA Aconitasa A 
tolC Proteína de membrana externa 
fur Represor global de genes para la adquisición de Fe 

micF Regulador del RNA de ompF 
agn43 Proteína de membrana externa 
acrAB Bomba de salida de diversas drogas 
nfsA Nitroreductasa A 
fpr Ferredoxin/flavodoxin reductasa 

fldbA Flavodoxina 
fldB Flavodoxina 
ribA GTP ciclohidrolasa 

 

 La proteína SoxR (17 kDa) constitutiva en la célula pertenece a la familia de 

MetR de reguladores bacterianos, presenta un motivo de unión a DNA (hélice 

vuelta hélice) en el extremo amino. SoxR se encuentra como un homodímero y es 

el factor de transcripción del gen soxS. SoxR presenta un centro activo redox de 

[2Fe-2S] en cada subunidad. Cuando los centros metálicos están en forma 

reducida [2Fe-2S]+1, SoxR se encuentra en su forma inactiva, pero cuando estos 

centros se oxidan [2Fe-2S]+2, SoxR se encuentra en su forma activa (Figura 1) 

(Gaudu et al., 1997). 

 

Los genes soxR y soxS se encuentran arreglados divergentemente en E. 

coli y Salmonella enterica serovar Typhimurium. SoxR en su forma inactiva se 

encuentra unida en la región intergénica entre estos dos genes, pero aunque se 

encuentre unida no activa la expresión de soxS, cuando SoxR se activa por la 

presencia de O2
·- estimula la expresión del gen soxS y a su vez la expresión del 

regulón (Wu y Weiss, 1991; Storz y Zheng, 2000). 
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Figura 1. Mecanismo de activación del sistema SoxRS en E. coli. 

 

 La proteína SoxS (13 KDa) pertenece a la familia de reguladores 

transcripcionales tipo AraC/XylS y a la nueva familia de Rob y de otras pequeñas 

proteínas similares a SoxS. La activación del regulón depende de que la proteína 

SoxS se una a la región promotora de los genes blanco (Tabla 2) (Li y Demple, 

1994), aumentando la unión de la RNA polimerasa para estimular la transcripción. 

La secuencia a la cual se une SoxS es una secuencia degenerada 

(AYNGCACNNWNNRYYAAAYN, Martin y Rosmer, 2002), similar a la que se unen 

MarA y Rob, proteínas que pertenecen a la misma familia de activadores 

transcripcionales (González-Flecha y Demple, 2005; Storz y Zheng, 2000). El 

regulón SoxRS induce varias clases de genes relacionados con la defensa 

antioxidante, como sodA, nfo, zwf, fpr, ribA y nfsA y el metabolismo central como 

fumC y acnA (Tabla 2). 

 

1.2.1.3.2. El regulón OxyR. 
Este regulón se encuentra involucrado en la respuesta al estrés oxidativo 

por el H2O2. OxyR es una proteína homotetramérica (34 kDa) que activa la 

transcripción del regulón. Esta proteína pertenece a la familia de reguladores 

bacterianos tipo LysR, el dominio de unión a DNA se localiza en su extremo amino 

(Storz y Zheng, 2000). 
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Figura 2. Mecanismo de activación de OxyR en E. coli. 

 

OxyR puede encontrarse en estado oxidado o reducido, pero sólo la forma 

oxidada activa la transcripción de los genes blanco, involucrados en la defensa 

antioxidantes contra H2O2 (Tabla 3). La oxidación de OxyR ocasiona la formación 

de un puente disulfuro entre la cisteína 199 y la cisteína 208 (Figura 2). 

Mutaciones en cualquiera de estas dos cisteínas inhibe la capacidad de OxyR 

para percibir el H2O2. Tanto las formas oxidadas como las reducidas se pueden 

unir al DNA. En su forma oxidada, OxyR reconoce la secuencia ATAGnt, en los 

cuatro surcos mayores continuos, mientras que en su forma reducida reconoce 

dos pares de surcos mayores separados por una vuelta (Storz y Zheng, 2000). 

 

Tabla 3. Genes regulados por la proteína OxyR en presencia de  
peróxido de hidrógeno en E. coli. 

Gene Producto 
katG Hidroperoxidasa I 

ahpCF Alquil hidroperóxido reductasa 
fur Represor global de genes para la adquisición de Fe
dps Proteína de unión no especifica a ADN 
gorA Reductasa de glutatión  
grxA Glutaredoxina I 
fhuF Reductasa férrica 
oxyS RNA regulador pequeño 
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1.2.2. El estrés oxidativo generado por RNS. 
 
1.2.2.1. Producción de especies reactivas de nitrógeno (RNS). 

El monóxido de nitrógeno (NO·), también conocido como óxido nítrico, es un 

gas incoloro relativamente soluble en agua, intermediario obligado del ciclo del 

nitrógeno. En las bacterias el NO· se forma en la respiración a través de la acción 

de varias nitrito reductasas y tal vez por la actividad de la NO· sintasa, homóloga a 

la enzima de los mamíferos que cataliza la oxidación de la L-arginina a NO· y 

citrulina en presencia de oxígeno. Es reducido a óxido nitroso (N2O) por varias NO· 

reductasas (Poole, 2005). 

 

El NO· es un radical porque tiene un electrón desapareado. Sin embargo al 

igual que el O2
·- no es muy reactivo y se puede difundir. Reacciona lentamente con 

los grupos tioles o con los sulfhidrilos de algunas proteínas. Puede formar otros 

radicales mucho más oxidantes que el propio NO·, como el nitrato al reaccionar 

con el O2 y el peroxinitrito (ONOO-) al reaccionar con el O2
·- (Hansberg, 2002). 

 

El NO· es una molécula de gran importancia en los sistemas biológicos, 

participa en sistemas de señalización. A concentraciones de 10-7 M controla la 

presión sanguínea en los mamíferos y funciona como un mensajero en el sistema 

nervioso central y periférico. El NO· formado por el sistema inmune inhibe enzimas 

indispensables como las oxidasas terminales y otras hemoproteínas que unen 

oxígeno y enzimas con centros Fe-S como las aconitasas (Poole, 2005). 

 

El NO· es un radical lipofílico que se difunde a través de la membrana y el 

citoplasma. Un gran rango de compuestos son usados para inducir el estrés 

nitrosativo, estos compuestos pueden variar en los efectos biológicos que 

provocan de acuerdo a su concentración, a la disponibilidad de oxígeno, de iones 

metal, pH, la reactividad a los nucleófilos y otras variables. El uso de S-

nitrosotioles, nitroprusiato de sodio (SNP) y liberadores de NO· como los 
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NONOatos (diazeniumdiolato) y NOCs varía debido a la reacción promedio que 

presenta cada uno de estos compuestos, desde unos pocos minutos a algunas 

horas. El anión SNP [Fe(CN)5(NO)]2-, con un grupo nitrosil NO+ a pH neutro, es el 

agente nitrosativo más frecuentemente usado como un liberador de NO·, pero esto 

puede ocurrir solo indirectamente a través de la nitración y un grupo tiolato (Poole, 

2005). 

 

1.2.2.2. Daño producido por RNS. 
 El peroxinitrito oxida los grupos sulfhidrilo de las proteínas y péptidos de 

bajo peso molecular, induce la peroxidación de lípidos en las membranas y causa 

la nitración de los residuos de tirosina de las proteínas para formar 3-nitrotirosina, 

la cual se considera un marcador de estrés nitrosativo (Beckman y Koppenol, 

1996; Akura et al,. 2006). Se ha determinado que bajo condiciones fisiológicas el 

peroxinitrito reacciona rápidamente con las bases de guanina de los ácidos 

nucleicos para formar 8-nitrosoguanina (Akura et al., 2006). 

 

1.2.2.3. Sistemas de defensa contra el estrés oxidativo por RNS. 
En defensa a la presencia de NO· los microorganismos han desarrollado 

mecanismos de defensas. Uno de los mecanismos de defensa son las proteínas 

que perciben el NO·. El sistema SoxRS también es inducido por la presencia de 

NO·. Recientemente se ha descrito que el NO· nitrosila los centros [2Fe-2S] de 

SoxR activando la transcripción del regulón (Ding y Demple, 2000). 

 

1.2.2.3.1. Las flavohemoglobinas. 
Las flavohemogloninas son proteínas presentes en los microorganismos 

involucradas en la defensa ante el estrés oxidativo por RNS. Existe evidencia de 

que la actividad de estas proteínas consume NO·, protegiendo procesos sensibles 

como la respiración. Por otra parte evidencia genética determinó que mutantes 

nulas de los genes que codifican para estas proteínas son esenciales para resistir 

contra el NO·. La expresión de estos genes son inducidos por el NO· y especies 

relacionadas. (Poole, 2005). 
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En E. coli la flavohemoglobina Hmp (codificada por el gen hmp) es un 

monómero de 44 kDa. El extremo N-terminal presenta un dominio hemo con 46% 

de identidad a la secuencia de la hemoglobina Vgb de Vitreoscilla. El extremo C-

terminal es similar a la ferrodoxin NADP+ reductasa, presentando sitios altamente 

conservados de unión a FAD y NAD(P)H (Wu et al., 2004). 

 

La inducción de la transcripción del gen hmp por NO·, SNP, GSNO (S-

nitrosoglutatión) fue la primera evidencia genética de que las flavohemoglobinas 

están involucradas en la protección al NO· (Poole, 1996). Otras observaciones 

fueron que: 1) mutantes nulas en el gen hmp de Salmonella y E. coli son 

hipersensibles a GSNO y a macrófagos; 2) el grupo hemo de Hmp es reducido por 

sustratos fisiológicos (NAD(P)H) a través de la transferencia de electrones de 

FAD; 3) en ausencia de oxígeno Hmp reduce el NO· a NO- y posteriormente se 

forma óxido nitroso (Poole, 2005); 4) por medio de perfiles transcripcionales del 

genoma de varias bacterias se ha observado la inducción consistente del gen hmp 

en cultivos de E. coli expuestos a NO· y agentes nitrosativos en condiciones 

aeróbicas (Mukhopadhyay et al., 2004) y anaeróbicas (Justino et al., 2005), 

además se ha observado lo mismo en Bacillus subtilis (Moore et al., 2004) y 

Pseudomonas aeruginosa (Firoved et al., 2004). 

 

1.2.2.3.2. La flavorubredoxina NorVW 
En E. coli existe otro mecanismo para reducir y destoxificar a la célula del 

NO· bajo condiciones anaeróbicas, en este sistema se encuentra involucrada la 

proteína llamada flavorubredoxina (FlavoRb). Esta proteína tiene una actividad de 

NO· reductasa (Gardner et al., 2002; Gomes et al., 2002). FlavoRb es un miembro 

de la familia de flavoproteínas tipo A presente en una gran variedad de 

procariotes, arqueas filogenéticamente y metabólicamente diversas, bacterias 

anaeróbicas facultativas y estrictas, cianobacterias fotosintéticas, organismos 

fijadores de nitrógeno y bacterias. Esta familia de enzimas tienen en común dos 

dominios que se encuentran conservados, un dominio similar a la β-lactamasa en 

el N-terminal, que presenta un sitio catalítico difierro y un dominio flavodoxin con 
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un sitio FMN. La enzima FlavoRb de E. coli presenta un dominio extra en el C-

terminal que presenta un centro similar a la rubredoxina (da Costa et al., 2003). 

 

La FlavoRb es codificada por el gen norV (ygaK, b2710), hacia la región 3’ 

de este gen se encuentra el gen norW (ygbD, b2711) que codifica para una NADH 

oxidoreductasa que tiene un dominio FAD, esta proteína se encarga de reducir a 

la FlavoRb a expensas de NADH. Por ensayos de RT-PCR se encontró que norV 

y norW forman un operón (daCosta et al., 2003). Adyacente a este operón y 

divergentemente transcrito se encuentra en gen norR (ygaA, b2709), que codifica 

para un regulador transcripcional dependiente del factor sigma 54 en E. coli. Esta 

proteína es muy similar a la proteína NorR de Ralstonia eutropha, la cual funciona 

como un regulador transcripcional de la NO· reductasa b3 en presencia de NO· (da 

Costa et al., 2003). La proteína NorR esta organizada en tres dominios: un 

dominio GAF en el N-terminal al cual pueden unirse pequeñas moléculas, un 

dominio central que puede interactuar con la RNA polimerasa y puede llevar a 

cabo hidrólisis de ATP y un dominio de unión a DNA en el C-terminal (Hutchings et 

al., 2002). 

 

Existe evidencia de que NorR es el regulador transcripcional del operón 

norVW, realizando una fusión de la región promotora del gen norV con el gen lacZ 

como monitor de expresión, Hutchings y colaboradores (2002) determinaron que 

bajo condiciones anaeróbicas el promotor norV es activado por la presencia SNP, 

de modo completamente dependiente de NorR (Hutchings et al., 2002). Ya que en 

la secuencia promotora de los genes norVW se encuentra la secuencia para la 

unión a sigma 54 se ha propuesto que esta inducción también es dependiente de 

este factor (Gardner et al., 2003). 

 

En el 2005 D’Autréaux y colaboradores reportaron el mecanismo de 

percepción del NO· que utiliza NorR para activar la transcripción de la FlavoRb, y 

su reductasa para poder reducir el NO· a oxido nitroso (D’Autréaux et al., 2005). 
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Debido a que el operón norVW es un sistema eficiente para reducir NO· en 

ausencia de oxígeno se ha reportado que mutantes en el operón o en su regulador 

son más sensibles a la presencia del SNP que una cepa silvestre bajo condiciones 

anaeróbicas, sin embargo en presencia de oxígeno no se ha observado la misma 

sensibilidad (Gardner et al., 2002). 

 
 
1.3.  LAS HEMOGLOBINAS BACTERIANAS Y SU PAPEL EN EL ESTRÉS 

NITROSATIVO (ARTICULO DE REVISIÓN). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ARTICULO DE REVISIÓN

D.R. O TIP Rcvlrtr Etpccirüzrdn cn Cicucir¡ Qufmico-Biológicre, 7(2):67-7J, 2004

CrruErcn MoLECULAR DE LAS HEMocLoBTNAS BAcTERIANAS:
Esrnucrum, REcULACTóN Y FUNCTóN

Eflzabeth Hernández-U¡zúa+ 1l lorge Membril lo-Hernándeztü
Lab de Microbiologta y Genétlca Molecular, Depto. de Blologta Molecular y Biotecnologta,

Instltuto de Investlgaciones Biomédicas, UNAM, C.P. 045i,0, México, D.F.
E- mal I : + e lyzabet@conee.unqm, mx ; + rj mh@bi omedicas.unam. mx

Re su¡¡ r¡r
Las hemogloblnas se definen como aquellas hemoprotefnas que unen reverslblemente el oxfgeno, Estas protefnas se
encuentran distribuidas en plantas, protozoarlos, hongos y bacterias, Las hemoglobinas presentes en los mlcroorganlsmos
se han dlvldldo en tres Brupos, En el primer Brupo se encuentran aquellas hemoprotefnas que presentan un solo dominio
con el grupo hemo, poreJemplo la hemoglobina de Vitreoscil la. En el segundo se encuentran aquellas hemoglobinas que
presentan dosdiferentesdominios, el prlmerdomlnlocon el grupo hemoel cual es homólogo a la hemoglobinade Vltteoscil la
y un segundo dominio con actividad de reductasa el cual es homólogo a la famllla de las protefnas ferrodoxfn NADP reductasas
(FNR), aéstashemogloblnasse lesconocecomoflavohemoglobinas, unejemploes Hmp, laflavohemogloblnade Éscfier/cllra
cofi ésta fue la prlmera flavohemoglobina estudiada a nivel molecular. En el tercer6rupo se encuentran las hemoglobinas
truncadas, éstas son protefnas pequeñas de 20 a 30 amlnoácidos en donde se encuentra el domlnlo hemo, Poco se sabe
acerca de la función deestas hemoglobinas, pero se ha reportado su paftlclpaclón en la protección ydestoxificación delóxido
nftrico.
Palablqs Clqve; Flayohemogloblna, hemogloblna, hmp, óxido nttrico, vgb.

Aesrn,\cr
Haemogloblns are defined as haemoproteins that reversibly bind oxygen. They are present in allorganisms, plants, protozoá,
fungl and bacteria. Haemoglobins can be classlfled Into three groups. The first group comprises haemoproteins wlth only one
domain, forexample, the haemoglobln of Vlt¡eoscll la.Thesecond group includes haemogloblnswlthtwodlfferentdomains,
a haemodomain homologus to the ViÍreoscil/a haemoglobin and an a domain homologus to the familyof ferrodoxin NADP
reductases (FNR), The third group consists of truncated haemoglobins. These proteins are 20 to 30 aminoaclds long with a
haemogroup.Theirfunctionlsnotwellknow, buttheyhavebeenreportedtoparticlpateintheprotectlonanddetoxification
of nitricoxide,
Key lYords: Flavohaemoglobin, haemoglobin, hmp, nltrlc oxlde, vgb.

l ¡rrnooucclót¡
as hemoglobinas se def incn como aquol las
hemoprotef nas que pueden unir rcversiblemente el
oxfgeno, cstas globina$ son unf, familia de protefnas
anccstrales quo sÉ Éncuentran distribuidas en

diferentes organismos incluyendo plantas, protozoarios,
hongos y bactcrias (Figura I ), En la secuencia de estas
hcmoprotolnas sÉ Énauentran dos am inoác idos conservados,
una histidina la cual forma un enlace covalente en el dom inio
hemo con ol hierro y una fenilalanina que se encuentra
formando una asa ontre la hélice C y D de la protefna

Nota: Artfculo reclbldo el 02 dejunlo del ?004 yaceptado el 04 de
novlembre del 2004.

formando una especie de bolsil lo para el dominio hemor.

Por mucho tiempo se pensó quo las homoglobinas sólo se
encontraban prescntes cn organismos superioros, on I 953 Keilin
fuc el primero en sugorir la presencia do cstas protelnas en
microorganismos2, sin embargo, hasta 1986 se demostró por
evidencia molccular la presencia do una hemoglobina en la
bacteria Vltreosclllal.

A la fecha, las hemoglobinas presontcs en los microorganismos
sehan dividido entres grupos, En elprimergrupo seencuentran
aquellas hemoprotclnas que presentan un solo dominio, el cual
comprende al grupo hemo, ejemplos de microorganismos quc
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presentan estas protefnas son, Vitreoscilld, Campylobacter
j ejunl, Nostoc commune, Paramecium caudutum, TeÍrahymena
pyr iformis, y Tetralryme na thermophild.En el segundo grupo

sc cncuentran las hemoprotelnas que tienen dos diferentes
dominios, cl primer dominio ol cual comprende al grupo hemo
homólogo a la hcmoglobina de Vitreoscllla y un segundo
dominio con actividad de reductasa homólogo a la familiade las
protcfnas fenodoxfn NADP reductasas (FNR), cn el cual se
reconoccn sitios de unión paraFAD yNAD(P)H, ostas protefnas

son llamadas flavohemoglobinasl, estas protefnas se oncucntran
muy distribuidas en bacterias como Ralstonia eutropáa (antes

Alcaligenes eutrophus)t, Bacll lus subtil isí, Erwlnla
c hys anthemf , Esc her ichia c olf , Myc obac terium tubercul oslse,
Salmonella typhimurlumto y en levaduras como Candida
norvegens istt y Saccharomyces cerevisiael'� (Tabla I)'

Recientemente se describió otraclase de hemoprotclnas llamadas
hemoglobinas truncadas (TrHbs), El análisis f i logenético de
estas protefnas indica que las TrFIbs se encuentran formando
un grupo distinto a las hemoglobinas, constituycndo una
nueva familia de pequcflas protefnas con un tamaflo de 20 a 30
aminoácidos y quc se encuentran ampliamente distribuidas en
eubacterias, cianobaterias, protozoarios y plantasrs. Laprimcra
TrHb fue descrita en 1989 en Parameclum caudatumta. Ala
fecha se han identificado más de 40 gcncs de TrHbs. Un dato
importante És quc estas hemoprotcfnas comúnmente se
encuentrsn coexisticndo con las flavohemoglobinas on ol mismo
organismo, lo cual sugiore funciones distintas de cada una. De
tcuerdo a su rehción filogenética est83 protefnf,s se hsn

dividido en tres grupos (grupo I, II y III), , dentro del grupo I se
cncuentran las TrFIbs de Mycobacterium tuberculos¡s, las de
las cianobactc;ias Sy nechocystis y Nosloc commune,ladel alga
unicclular Chlamydomonas eugqmetos y el protozoario
Paramecium, en el grupo II se encuentran dos TrHb en M

tuberculosis y las globinas de S. aureus y B. pertussls; poco 3e
conoce sobre el grupo III'3, La rcgulación de la expresión dc las
Trllbs no es conocida pero se sabe quc cn C. eugametos ds
inducida en rcspuÉsta a la activación de la fotosfntesis y sc

localiza a lo largo de la membrana del cloroplasto; por otra psrtÉ

en Nostoc commune laTrllb se encuentra Én ol citoplasma y se
inducc sólo en condiciones anaeróbicasrr'ró. También se ha

sugerido que las TrHbs protogcn a la bacteria M. tuberculosis
delóxido nftrico (NO) generado por laóxido nftrico sintasa II de
los macrófagos cn los procesos de infección'?.

Poco se sabe acercade lafunción fisiológicay bioqufmicade las
hcmoglobinas en microorganismos, se han propuesto varias
funciones, inicialmente sc pensó que podrlan estar participando
en el transporte y almaccnamiento dc oxfgcno, asf también, sc

sugirió quc podrfan tener funciones de sensor o tal vez como
una protcfna que participara cn diferentes estrescs ambientales.
Una de las funciones propucstss para la hemoglobina Vhb dc

Vitreoscllla fue su participación para el mejoramiento de la
transfcrcncia de oxfgeno a bajas tonsioncs de éstolt 're.

Recientcmente se reportó su papol on la protección y

destoxificación del NÓ. En Escherichia coll, el gen árnp, [el
pr imer gen c lonado y secuenciado de hctnoglobinas
bacterianasü1, cs inducido por la prescncia de NCtzo y libcradotes



ddcrrü'ic, 2m4 f+etrgn¿rr-f-núa' E y lVfurfrrinoFkuránd4 J.: I-trrrgtotúEs bectdnre¡

GrupoI Hemogloblnar
(un rolodomlnio)

Grupo Il Flavohemogloblnas
(dordomlnlos)

GrupoIII Hemogloblnas
Truncadrs

Bacterlac
Vltreoscllla
Campylobacter JeJunl

Clanobactedas
Nostoc commune

Protomnrian
Paramecium caudatum
Te tr ahy me na pyr lfor ml s
Tetrahymena Í her mophtl a

Bacterlas
Ralstoniq eutrophus
Bacillus subtilis
Erwinia chrysanthemi
Escherichiq coli
Myc o bac ter ium tuberculos ls
Sqlmonella enterica
Rhizoblum melllotl

Levaduras
Cqndida norvegensis
Saccharomvces cerevislae

Bncterlrs
Myc obacterlum lubercul os is

Clrnobac{edas
Synechocystis
Nostoc commune

Protozoarios
Paramecium caudalum

Trbh  L  H rmog lob lne r  y  l l e vohemog lob ln r r
m  l c roo rg r  n  l rmo r .

de éste como ̂ S-nitrosoglutatión (CSNO) y nitroprusiato de
sodio(SNP)2r.

H¡t ' , toct -ogrNAs y FLAVoHEMocLoBtNAs
Le hemogfobfna VHb de Vltreoscllla
VHb os unaprotefnahomodiméricade l5.TkDaque unooxfgono,
éstaes laprotef na mejorcaractcrizadadel grupo I de homoglobinas
bacterianas, El gen vgá que codifica para csta protefna ha sido
clonado y expresado en Escherichia colibtjo el control de su
proplo promotorr'22,

Estudios para saber la distribución de osta protofna para lo cual
fue expresada en Escherichia coli, presentaron que la mayor
localización es en el ospacio citoplásmico y un 40% es on el
espacio periplásmico, además la exportación do la protefna al
periplasma se dobe a la presencia de una secucncia de 16
aminoácidos en la secuencia amino-terminaltl. Rocientemente se
rcalizó lq localización de VFIb por microscopia electrónica
marcando a la protefna con partfculas de oro en células de
Vllreoscillay en células recombinantes de E coli, los resultados
mostraron a VHb principalmcntc localizada en el espacio
citoplásmico cerca de la membranaza.

Ls estructura tridimensional do esta protef na se ha rcsuelto por
cristalografla de rayos X, y so ha observado que adopta la forma
clásicado lar globinas, elgrupo homo se encuentradenüo de una
caverna hidrofóbica formada por las hélices B, C, E, F, O y H de
laprotofna. Unagran diferonciade las hemoglobinas de bacterias
aon respccto a los hemoglobinas de mamfferos cs la ausonciade
lahél iceF5.

Por otra perte, se describió la prescncia de una protelna flavfn
reductasa que copurifrca con VHb en Vllreoscilla, esto sugiere
el ensamble ¡¿ vivo do ostas dos protelnas mediante un enlacc
no eovslcnto produciendo unaprotelna hlbrida muy similar a las

mlcroorgrnlrmor.  EJrmplor d¡ lo¡ SruPor htmogloblnrr  prerente¡

fl avohemoglobinas?rt,?7.

La máxima expresión del gen vgá se observa en condiciones
bajas deoxlgeno, el promotorde gen (Pvgá)de estahemoglobina
es inducido cuf,ndo los niveles de oxfgeno son menores al 2%o
de saturaciónxt,le. vgb es regulado positivamente por cAMP-
CRP y FNR, yB quc mutantes en los genas cyay fnr en células
recombinantes do E colJreducen los niveles de expresión de este
gen. El sitio do unión de CRP cn la sacuencia promotora del gen
vgá se encuentra alrededor do la bqse -97, mientras que, para
FNR se han rcportado dos secuencias, la primera reportada por
Tsai et al., la cual, se Gncucntrf, c€ntrada alrededor de la base -
41.5 y la sogunda reportada por Joshi y Dikshit locelizsda
alrededor de -25.5, esto nos indica que en E coli FNR y CRP se
unen a dos sitios diferentes en el promotor del gen vgá20'r0,r ¡. Un
tercer mecanismo de regulación se ha observado en presencia de
fuontes de nitrógeno complejas en el modio, como extracto de
levadurf,, sin embargo, estc mecanismo aún no hasido estudiado
con detalleu,

Basados en las propicdados do unión al oxfgeno y a la
slntesis dependicnte do oxfgeno, VHb cs inducido bajo
condiciones hipóxicas, esto sugiere que la función primaria
de esta protefna os atrapBr el oxfgeno y facilitar su transferencia
a las vfas respiratorias y asl pcrmitir a Vitreoscillasobrevivir
bajo estas condiciones, ya quo os un microorganismo aerobio
6g1¡ i9161r,  la,

Sc ha demostrado que la oxprcsión de VFIb en varias especies de
microorganismos do importancia biotecnológiga como
Escherlchia coli, Pseudomonas aeruglnosa, Azotobacter
vlnelandii, Rhlzoblum etli, Streptomlcer sp., Serratla
marcescens y Burkholderla sp. y Én plantas como ol tabaco, da
lugar a un incremento en la densidad celular. on cl metabolismo
oxidativo, la formación dc productos secundarios y cn procesos
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dc biorremediación especialmente bajo condicioncs de
microaerofi lia, Porejemplo, on células recombinantes de E col/
y Pseudomonas se incromenta la densidad celulaÉa'r5'ró'37' l8
producción de a-amilasa en E. colilt y cefalosporina C en
Acremonium chrysogenumte. En otros cstudios se ha observado
que VFIb incrementa la degradación dc desechos tóxicos como
el ácido benzoico y de 2,4-dinitrotolueno en Pseudomonas y
Burkholdelia respectivamcntc*'t', y mejora las propicdades de
frjación de nitrógeno en Rhizoblum etliaz.

Recientementc se rcveló que VHb protogc a las células del estrés
nitrosativo, ya que en células recombinantes de E. coli, la
respiración fue protegida por la presencia dc VHb en células
tratadas con I 0 mM de NO, mientras que a 20 mM dc NO hubo
una reducción de más del 50 % de larespiraciónarjo. En 2003 en
nuÉstro laboratorio se reportó que VHb expresada en una
mutante hmp de E coli, puedc proteger la respiración sensible
por la presencia de SNP (donador de óxido nftrico)n. Sin
embargo, Frey elal. analizando el efecto de las especies reactivas
del oxfgeno y del nitrógeno (ROS y RNS respectivamente) en la
inducción de vgá, observaron quÉ no hay un aumento en la
axpresión de vgá por la proscncia de ROS o RNSar.

Le ffavohemogfoblne Hmp de Escherlchia coll
Hmp de Éscfte rlchlacolies la hcmoglobina mejor estudiada del
grupo de las flavohcmoglobinar, sin ombargo, no fue la primcra

hcmoglobinadescrita, cn los aflos treintaOshino et al. purifi caron
una protefna de lovadura semejante a las hemoglobinas y

describieron caractorlsticas importantes de sus propiedadosaó.
En bactcrias el primerejomplo fuc laprotefna.da R eutropha, esta
protef na fue inicialmente identificada como un citocromo tipo ó
cn el espacio citoplasmático y subsecuÉntcmente descrita como
una flavohemoglobina con base en los análisis de la protelna
purificadaaT.

El primer gen idcntifi cado de fl avohemoglobinas bacterianas fu e
elgenhmpda E. col/, Vasudevanetal. clonaron el gen del minuto
57,7 del cromosomadcE coli, este gen codificaparaunaprotÉfna
dc 44 kDa con caracterlsticas espectrales similarcs a las de la
hemoglobinada Vitreoscllld (Figura 2). El gon /uttp se encuenta
flanquoado por los genes glyA, que codifica para la serina
hidroximetil transfcrasay g/nB, que codifica para la protefnaPll
involucrada cn la regulación de la actividad de la glutamino

sintetasa¡t'ae. Hmp perteneco al grupo de hemoglobinas
bacterianas que presentan dos dominios con 396 aminoácidos.
Enel extremo aminotcrminal compucstopor 144 aminoácidos se
encuentrael dominio hcmo elcual tieno 457o de identidady 67%
de similitud con la secuencia de la protef na VHb de Vitreoscilla
yen cl carboxiloterminal scencuentrael dominioflavfnreductas4
el cual cs similar a la familia dc fcrrodoxin-NADP" reductasas,
presÉnta 8l% de similitud al dominio reductasa dc FNRqro'

Por medio de análisis espectrales de fracciones subcelulares de
una ccpa de E coli que sobreexpresa al gen ámp, se observó que

el 86% de osta protclna se localiz¿ cn el citoplasmay l4 % en el
periplasmasl.

La estructura de esta protclna se determinó por cristalografla dc
rayos X y al igual que la hemoglobina VHb, cl dominio hemo

adopta la forma clásica de Elobinas2rrz (Figura 2)'

Stevanin et al. en el 2000 propusieron quc tal vcz Hmp se
encuentreon formadimérica i¿v¡vo, ellos Bnalizaron launión del
cianuro a laprotelnapuraobsorvando un efecto de cooperatividad
a diferencia de la hemoglobina de Vltreoscilla la cual cs un

homodlmero y la protef na férrica presenta Enti-cooperatividad5r.

El dominio fl avfn rcductasade Hmp y de otras fl avohemoglobinas
presenta sitios dc unión para NAD(P)H y para FAD, Este
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domlnio pertenocc a la familia de fenodoxin-NADP" roductasas,
y so puedo subdividir en dos subdominios independientes
ostructural y funcionalmentc, un subdominio de unión a FAD,
el cual, sc cncucntra dol rosiduo I 5 I al 25 I y un subdominio de
unión a NAD(P)H que sÉ Éncucntra del residuo 259 al 396, El
hemoyel dominio FADse aproximanaunadistanciamlnimade
5.9 A promoviendo la transferencia do electronos del FAD nl
hemo en un ambiento predominantemente polar dado por varias
cadenas do aminoácidos. En el subdominio de unión a FAD se
han idontifi cado varios aminoácidos conscrvados: tirosina(Tyr)
206, glutamoto(Olu) 388, glutamina(Gln) 205, arginina(Arg) 204,
Tyr206 y serina(Ser)207y cncl subdominio de unión aNAD el
Olu 388 está muy consorvados2.

Para determinar laposible función de Hmp se realizaron análisis
de la expresión genética del gen midiendo la actividad
transcripcional de la fusión cromosomal de laregión promotora
del gen hmp aon un gen monitor como lacZ. Poolc el a/.
analizaron la cxpresión de hmp bajo diferentes condicionos de
crecimicnto, observaron que en una mutante /zr, (gen que
codifica para la protclna FNR que regula la expresión de genes
nccesarios de anaerobiosis), en condiciones de anaorobiosis y
en prescncia dc agentcs donadores de NO, la expresión dol gen
hmp se induce, sugiriendo que FNR es un regulador nogativo
de la expresión dcl gen durante condiciones anaeróbicas, sin

ombargo, ellos argumentan qu€ dobe de existir otro factor
difcrcnte que regula la expresión del gen bajo condiciones
aeróbicasz0, Por ensayos de protecclón do la DNasa I y gelcs de
rotf,rdo so demostró que el promotor del gen frzp presonta un
sitio do unión para la protelna FNR ubicado entre la base -2 y
+ I l20J', Además, se ha demostrado que la represión ejercida por
FNRsobre ázp es por la inhibición quo sufrcFNRalnitrosilarse
por la presencia del NOia (Figura 3). Por otra parte, también se
obseruó quc ánp es inducido por la prosoncia de nitrato, nitrito
y NO indopondionte dc los factores de regulaclón NarLP,
reguladores de genca que participan en larespiración anaeróbica
en presoncia dc nitrato y nitrito como aceptores de olectrones,
y SoxRS, sistcma global de regulación de la respuesta al estrés
oxidativo en E. colizo.

La expresión de ámp también se obscrva disminuida en la fase
de crecimiento cxponcncial en comparación con la fase de
crecimiento estacionaria on donde se obscrva un aumento de
dos veces, esta inducción está mediada por el factor sigma S de
laRNApolimerasair,

Además dc FNR existen otos factores involucrudos cn la
rogulación de la cxpresión del gen hmp an rcspuasta al cstrés
oxidativo. Se ha repofiado que la sobrooxprosión dc Hmp es
capaz de gcncrar superóxidoró, Porotra parte, nuesüo laboratorio
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reportó en 1999 quc una mutanto on ol gan hmp (ánrp::Tn5) es
hipersensible a los donadores de NO como SNP (nitroprusiato
de sodio)y GSNO(S-nitosoglutatión)57. También se reportó que
la fusión Q(hmp-lacQ es inducible por la presencia de 200 pM
delradicalParaquat (mctil viológeno), en este mismo estudio, se
usaron otros generadorcs de superóxido como la menadiona,
plumbaginay elmetazulfato de fenazina, pero éstos no indujeron
la expresión del gen hmp,quizfis debido a las diferencias en el
potencial redoxJs.

Por otra pilte, se ha repoftado que hmp es inducible por NO
dcpcndientc dc laprotcfnaMctR, lacual, es un reguladorglobal
de la vla de la biosfntesis de metionina on E colj, MetR también
es el factor transcripcional rÉsponsablÉ de la expresión del gen
g/y,4, que se encuentraen laregión 5' del gen ñzpy en dirección
opuesta compartiendo la región reguladora. En la región
intcrgénica cntrc hmp-glyA se localizan dos sitios de unión para
MctR, el sitio dos sc centra a-l2l bases y el sitio uno a - 143 bases
con rcspccto al sitio dc inicio de la transcripción de glyA y r-
l04y -75 con respecto al sitio de inicio de latranscripción de ftrnp.
La homocistefna (Hcy) tienc un cfccto positivo en la regulación
mediadaporMetR, es decir, si no hay Hcy en el medio MetRsc
une preferentemente al sitio unor que se enauentra más próximo
al gen hmp, por el contrario, en presencia de Hcy, MetR se une
a los dos sitios, pero la afinidad por el sitio dos es mayor que por
el sitio uno, Cuando MetR sólo se une al sitio uno. actúa como
un represor de la expresión del gen glyA. En este artlculo sc
demuestra que sólo la presencia del sitio uno de unión a MetR
(sitio dos deletado), es indispensable para la inducción del gen
hmp en presencia dc SNP y GSNO, La inactivación de la
homocisteina puede ocurrir por la reacción de nitrosilaciónl'
(Figura3),

Un mecanismo similar al de FNR se describió en ol 2002 por
D'Autreaux y colaboradores para Fur, el regulador global para
la obtención de hierro, cllos reportan que la actividad de Fur se
ve afectadapor lapresencia de concentraciones micromolares de
NO, formándose el complejo FcFur-NO, el cual, no puede unirse
al DNA5e. Ademfu, Fur regula la trnnscripción de ázp en
Salmonellato (Figura 3). En E coli el quelante de hieno 2'2-
dipiridilo induce latranscripción de firapen condiciones aeróbicas
y anaeróbicas¡o.

La inducción de la expresión del gen hmp bajo condicioncs de
estrés oxidativo por superóxido y por la presencia de agentes
donadores dc NO involucran a las flavohemoglobinas en la
protección al estrés, sin embargo, hasta el dla de hoy el mecanismo
por el cual las bacterias perciben el NO y especies reactivas
relacionadas no sc conoce. En Enu inia c hrysanthemi se reportó
que la expresión de la flavohcmoglobina HmpX es importante
para la patogénesis dc esta bacteria en plantas?.

La protefna Hmp prcscnta dos actividades en la destoxificrción
del NO dependiendo de lo disponibil idad de oxfgeno,

aeróbicamcnte Hmp destoxifica a las células dol NO actuando
eomo unf, NO dioxigenasae'ól'62 o desnitrosilasa catalizando la
reacción de NO a NO-, (nitrito)63, anaeróbicamente Hmp tiene
actividad de NO reductasa catalizando la reacción de NO a N-O
(óxido nitroso)64 (Tabla II),

Recientemente nuestro laboratorio reportó la importancia de
ambos dominios de laflavohemoglobinaHmp (hemoy flavfn)en
la protección de la respiración inhibida por NO en E coli¡'.

O t ras  f l avohemog lob lna r
Se ha reportado la presencia de flavohemoglobinas Én otras
bacterias, con funciones similares en la protección al NO como
FImp.

Hup oe Salmonella enterlcd sERovAR Typnruunrupt
La flavohemoglobina de Salmonella ds 94o/o idéntica a la
secucncia de Hmp de E. coli. Analizando la cxprcsión dc una
fusión O(ázrp lacQ en Salmonel/a se dotcrminó quc laexprcsión
de hmp cn rcspucsta al NO es indcpendiente de SoxS, OxyR y
FNR bqjo condiciones aeróbicas, sin ombargo, cn una mutante

fur, gen que codifica para la protefna Fur responsablo de la
regulación dc genes involucrados en la obtención de hierro, la
expresión dc lafusión O(/rnr¡rlacZ) fue inducida, además de que
una secuencia de unión a Fur fue identificadacn cl promotor del
gen hmp de Salmonellato.6t . Por otra parte, se sabe quc los gcnes
reprimidos por Fur son inducidos por la presencia de NO, yaque
el NO inactiva a cstc factor transcripcionalse.

En células dcSa lmonella,Hmp proyee protección a lapresencia
del NO producido por macrófagos humanos, por lo que células
mutadas en el gen hmp son más scnsibles a la muerte mediada
por los macrófagosdó.

FHP oe Raktonla eufiopha
En esta bacter ia dcsni t r i f icante,  la  expresión de la
flavohemoglobina Jhp sc induce 20 veces bajo condiciones
limitadas do oxlgenoó7. Dos sitios de unión a Na¡L (contrada
alrededor de la base -l 08) y uno a FNR (centrada alrededor do
la base -86), se cncucntran en la región reguladora de estÉ gÉn,
sugiriendo el papel de oste gon cn cl mctabolismo anaeróbico.
Mutantes en el gen Jhp no prcacntaron diferencias en el
crccimiento aeróbico, pero esta mutantc no acumulóNrO durante
la desnitrifi cación con nitrato como único accptor de electronest.
La expresión de FFIP en E coli incrementa la resistencia al cstrés
nitrosativo, demostrando que esta protefna puodc protcger a,it.
eutropha dclNO, sin embargo, la concentración intracelular de
NO en el proccso de desnitrificación en csta bactcrias es
controlada por las NO reductasas, por lo tanto, no cs claro si la
actividad destoxificante de FFIP está afectada baio condiciones
desnitrificantesar,

H¡¡p ot Baclllus subtllk
Bqio condicionos do snacrobiosis con nitrato como rlnico aceptor
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dc electronos, so observó inducción de la expresión de la fusión
Q(hmp-lacZ) da B. subtilis. FNR actua como un inductor de la
exprosión de hmp dependiente de los reguladores ResD-ResE,
roguladores del metabolismo anaeróbico en B. subtllls. En
mutantes resDEla expresión de hmp disminuye l0 veces con
respccto a lacepasilvestre bqjo condiciones limitadas de oxlgeno,
pEro se inhibe en mutantes/zr y narG, además la prescncia de
nitrito pero no dc nitrato rostaura la inducción de esta fusión6.
Se describió el sitio de unión a RosD en la región promotora de
hmplocalizado cntre las base {7 y 49ót. En presencia de SNP
(donador do NO) hmp se induce 20 veces en condiciones
aeróbicas y por lo monos I 00 veces en condiciones anaeróbicas,
además, se ha observado una disminución cn la cxpresión
inducida por NO de este gen cn mutantes ResD o ResE, aunque
se obseryaron nivcles basales de expresión en ambas mutantesóe,
Esto indica que la función de Hmp en B. subtilis as la protección
al estrés por NCt¡3.

Evolucró¡r DE LAs cLoBtNAS
En 1996 Moens el a/. , sugirieron que cn la cvolución todas
las globinas provienen de una protclna ancestral común que
pesaba cerca de l7 kDa y que probablomontc presontaba la
forma de las globinas y funcionaba como una protef na redox,
La identif icación de la hemoglobinas en Deinococcus y
Aqulfex, consideradas dos especies primitivas, sugicre quc
las homoglobinas existen desde hacc aproximadamente 2
xl00 aflos, es decir, antes de que existiera oxfgeno on la
atmósfera, En el árbol evolutivo quc proponcn hay tres
aparentes grupos, el primero contoniendo las globinas de los
metazoarios y plantas, el segundo grupo las de los cil iados
y el terccro las de lovaduras y proteobacteriasTo,

Evolutivamontc no se tiene claro por qué se scpararon los
dominios homoy flavfn en labacteria Vltreoscllla.Se haasumido
que las hemoglobinas ancestrales, aparecieron en las bacterias
cuando on la atmósfera de la tierra era anóxica y abundaba el
NO7r. Asl la función primaria de las hemoglobinas ancestrales
tuvo que ser la detoxificación del NO de la atmósfera, La aparición
de las cianobactcrias fotosintéticas y el oxlgeno libre en la
atmósfera( 1.8 billones dc aflos) dieron resultado a unaaünósfera
aeróbica y a un motabolismo aeróbico. La presencia do una
cantidad limitada do oxfgono atnosférico probablemcnte causó
que las hemoglobinas ancestrales se involucraran 0n el
almacenamionto dcl oxfgeno y su transporto. Es interosante que
especics relacionadas t Vitreoscllla sc conozcan eemo
cianobacterias sin coloÉr, La separación y la interacción de los
dominios hemo y flavln, la corcana similitud con las
flavohemoglobinas y las caractcrfsticas de unión de oxfgeno en
VHb sugioren que la hemoglobina do Vitreoscilla,puede ser la
conexión evolutivaentre las fl avohomoglobinas que metabolizan
NO y la hemoglobinas quc transportsn oxfgenoTr.
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1.3.1. Publicaciones recientes sobre la regulación del gen hmp de 
Escherichia coli y Salmonella enterica serovar typhimurium. 

Aunque Crawford y Goldberg (1998) hallan determinado que Fur era el 

único factor transcripcional involucrado en la regulación del gen hmp de 

Salmonella, recientemente los autores se retractaron de este resultado debido a 

que los resultados publicados se realizaron sobre una fusión Φ(iroC-lacZ) y no en 

una Φ(hmpSt-lacZ) (Crawford y Goldberg, 2006 

 

Recientemente se reportó a la proteína NsrR (codificada por el gen yjeB) 

como la responsable de la regulación del gen hmp por la presencia de NO·. En 

este articulo se identificó a NsrR como un regulador negativo de la expresión del 

gen, que en presencia de NO· se inactiva debido a la presencia de un posible 

centro Fe-S (Bodenmiller y Spiro, 2006). Esta misma regulación se ha determinó 

en Salmonella por la misma proteína NsrR (Bang et al., 2006). 

 

Por otra parte se ha publicado que fhp (codifica para la flavohemoglobina) 

de Pseudomonas aeruginosa, es regulado por el gen fhpR, que se encuentra 

adyacente a este gen. Este gen codifica para una proteína homóloga a NorR, el 

regulador de la flavorubredoxina en E. coli. Se ha demostrado que FHP esta 

involucrada en la protección ante el NO· en condiciones aeróbicas (Arai et al., 

2005). 
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1.4. OBJETIVO. 
 

Caracterizar el modo de regulación del gene hmp en la respuesta al estrés 

oxidativo generado por ROS o RNS. 

 

 
1.5.  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 
 

En estudios anteriores se ha involucrado a la producción de ROS y RNS 

como un mecanismo de defensa de las células ante la invasión por 

microorganismos. Sin embargo en los últimos años también se ha estudiado los 

mecanismos que presentan los microorganismos ante estas especies reactivas. A 

la fecha se conocen varios sistemas de defensa, así como de reparación por el 

daño producido por el estrés oxidativo, pero aún existen mecanismos que 

desconocemos. 

 

Para conocer sobre los mecanismos moleculares que los microorganismos 

presentan para responder contra el estrés oxidativo, por superóxido o por óxido 

nítrico, en este trabajo se ha realizado un análisis de la expresión transcripcional 

del gen hmp de E. coli y Salmonella en respuesta a la presencia de PQ o SNP. Se 

ha reportado que hmp es uno de los genes que mayoritariamente se expresa en 

repuesta a la presencia de NO·, además de que es el único gen reportado que es 

inducido independiente del sistema SoxRS por la presencia de PQ y SNP. 



CAPITULO 2. MATERIAL Y MÉTODOS 

 22

2.1. LISTA DE CEPAS UTILIZADAS. 
Las cepas utilizadas en este trabajo se enlistan en la Tabla 4 y en la Tablas 

1 de los artículos anexos. 

 

Tabla 4. Lista de Cepas. 
NOMBRE GENOTIPO REFERENCIA 

RKP2178 VJS676 ∆(argF-lacZ)U169 Φ(hmp’-lacZ)  Poole et al., 1996. 

MC4100 F- araD139 ∆lacU169 rpsL150 relA1 flb-5301 deoC1 
pts F25 Casadaban M. 1976 

XLI Blue-
MRF 

endA1, gyrA96, hsdR17(rk
-mk

+), lac, recA1, relA1, 
supE44, thi-1, F’[proAB, lacIqZ∆M15, Tn10] Bullock et al. 1987. 

JMH0252 MC4100, pRS415 Φ(hmpEc-‘lacZ) Este trabajo 
JMH0408 MC4100 + pUC4K Vieira y Messing. 1982 

TE2680 F- λ-IN(rrnD-rrnE) ∆lacX74 rplS galK42 reD::Tn10d-
tet trpDC700::putA 13033 ::(kanS, CmR lac) Elliot, 1992. 

JMH0722 XL1-Blue, pRS551 Φ(hmp-‘lacZ) Este trabajo 
JMH0723 XL1-Blue, pRS551 Φ(hmpF1-‘lacZ) Este trabajo 
JMH0724 XL1-Blue, pRS551 Φ(hmpF2-‘lacZ) Este trabajo 
JMH0725 XL1-Blue, pRS551 Φ(hmpF3-‘lacZ) Este trabajo 
JMH0726 TE2680 Φ(hmp-‘lacZ) Este trabajo 
JMH0727 TE2680 Φ(hmpF2-‘lacZ) Este trabajo 
JMH0728 TE2680 Φ(hmpF3-‘lacZ) Este trabajo 
JMH0729 TE2680 Φ(hmpF1-‘lacZ) Este trabajo 
JMH0730 P1vir JMH0726 x MC4100, Φ(hmp-‘lacZ) Este trabajo 
JMH0731 P1vir JMH0728 x MC4100, Φ(hmpF3-‘lacZ) Este trabajo 
JMH0874 P1vir JMH0729 x MC4100, Φ(hmpF1-‘lacZ) Este trabajo 
JMH0877 P1vir JMH431 x MC4100, Φ(soxS-‘lacZ) Este trabajo 
JMH0884 XL1-blue, pRS551 Φ(hmpF4-‘lacZ) Este trabajo 
JMH0885 XL1-blue, pRS551 Φ(hmpF5-‘lacZ) Este trabajo 
JMH0888 TE2680 Φ(hmpF4-‘lacZ) Este trabajo 
JMH0889 TE2680 Φ(hmpF5-‘lacZ) Este trabajo 
JMH1086 P1vir JMH0889 x MC4100, Φ(hmpF5-‘lacZ) Este trabajo 
JMH1085 soxR::cat Cepario JMH 

TN520 GC4468 λ(soxR+, soxS::lacZ) Nunoshiba et al. 1993 

QC1709 
F- , delta(lac-argF) U169 , rpsL179 , inversion (rrnD-

rrnE)1 , sup amb uncharacterized,  
(sodA-lacZ)1, SmR  

Lab. Danielle Touati 
J. Bact. (1993),175 

JMH1216 MC4100, pRS415 Φ(hmpSt-‘lacZ) Este trabajo 
DH5α +  DH5α, pET3a-fur Lee et al., 2003 

BL21 RNA polimerasa T7, pLysS Invitrogen 
JC7623 recBCD Cepario JMH 

JMH1255 BL21, pET3a-fur Este trabajo 
JMH1269 M1655, pKOBEGA Beloin et al., 2004 
JMH1271 MC4100 ybew::GB, kanR Beloin et al., 2004 
JMH1495 XL1-blue, pUC18 L-Kan-R ytfE Este trabajo 
JMH1496 XL1-blue, pUC18 L-Kan-R yidZ Este trabajo 
JMH1497 XL1-blue, pUC18 L-Kan-R yidZopr Este trabajo 
JMH1499 JMH1269 ∆yidZ::kan Este trabajo 
JMH1500 JMH1269 ∆yidZoperón::kan Este trabajo 
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JMH1503 JC7623 ∆ytfE::kan Este trabajo 
JMH1504 P1vir JMH1499 x MC4100, ∆yidZ::kan Este trabajo 
JMH1506 P1vir JMH1500 x MC4100, ∆yidZoperón::kan Este trabajo 
JMH1728 P1vir JMH1503 x MC4100, ∆ytfE::kan Este trabajo 
JMH1730 P1vir JMH1503 x RKP2178, ∆ytfE::kan Este trabajo 
JMH1824 JMH1269 ∆yphF::kan Este trabajo 
JMH1826 JMH1269 ∆yfhA::kan Este trabajo 
JMH1828 JMH1269 ∆yfhK::kan Este trabajo 
JMH1831 MC4100 ∆yphF::kan Este trabajo 
JMH1832 MC4100 ∆yfhA::kan Este trabajo 
JMH1833 MC4100 ∆yfhK::kan Este trabajo 
JMH1834 P1vir JMH1499 x RKP2178, ∆yidZ::kan Este trabajo 
JMH1856 P1vir JMH1824 x RKP2178, ∆yphF::kan Este trabajo 
JMH1857 P1vir JMH1826 x RKP2178, ∆yfhA::kan Este trabajo 
JMH1858 P1vir JMH1828 x RKP2178, ∆yfhK::kan Este trabajo 
MC1000  Bodenmiller y Spiro 2006 
JOEY60 MC1000 yjeB::kan Bodenmiller y Spiro 2006. 
JOEY62 MC1000 ∆yjeB Bodenmiller y Spiro 2006 
JOEY72 MC1000 Φ(hmpA-lacZ) Bodenmiller y Spiro 2006 
JOEY76 MC1000 ∆yjeB,Φ(hmpA-lacZ)  Bodenmiller y Spiro 2006 

JMH1955 P1vir JOEY60 x MC4100, yjeB::kan Este trabajo 
JMH1957 P1vir JOEY60 x RKP2178, yjeB::kan Este trabajo 

 
2.1.1. Mantenimiento de cepas. 
 En el laboratorio existe una colección de cepas las cuales se mantienen 

almacenadas en glicerol al 10% a –80°C, para mantener las células viables. Se 

realizó un cultivo fresco de cada cepa en medio LB más el antibióticos requeridos, 

posteriormente en viales de 1.8 ml que contienen 500 µl glicerol al 40% en LB se 

agregan 600 µl del cultivo. 

 

 

2.2. LISTA DE PLÁSMIDOS UTILIZADOS. 
Los plásmidos utilizados en este trabajo se enlistan en la Tabla 5 y en las 

Tablas 1 de los artículos anexos. 

 

Tabla 5. Lista de Plásmidos. 
VECTOR GENOTIPO REFERENCIA 
pUC18 ptac–lacZ alpha  
pRS415 lacZ vector fusion Simons et al. 1987 
EHU1 pRS415 Φ(hmpEc-‘lacZ) Este trabajo 
pUC4K cassette kanamicina Vieira y Messing 1982. 
pRS551 lacZ vector fusion Simons et al. 1987 
EHU18 pRS551 Φ(hmp-‘lacZ)  Este trabajo 
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EHU19 pRS551 Φ(hmpF1-‘lacZ)  Este trabajo 
EHU20 pRS551 Φ(hmpF2-‘lacZ)  Este trabajo 
EHU21 pRS551 Φ(hmpF3-‘lacZ)  Este trabajo 
EHU26 pRS551 Φ(hmpF4-‘lacZ)  Este trabajo 
EHU27 pRS551 Φ(hmpF5-‘lacZ)  Este trabajo 

pRS415/sodA  pRS415 Φ(sodA-lacZ) Danielle Touati 
EHU31 pRS415 Φ(hmpSt-‘lacZ) Este trabajo 

pET3a-fur fur RNA polimerasa T7 Lee et al., 2003 
EHU33 pUC18 L-Kan-R ytfE Este trabajo 
EHU34 pUC18 L-Kan-R yidZ Este trabajo 
EHU35 pUC18L-Kan-R yidZoper Este trabajo 

 

 

2.3. LISTA DE OLIGONUCLEÓTIDOS UTILIZADOS. 
 Los oligonucleótidos utilizados en este trabajo se enlistan en la Tabla 6. 

 

Tabla 6. Lista de Oligonucléotidos. 
OLIGO GEN SECUENCIA 
HMP1 hmpF0 5’ GCTTGAATTCCCGCATCTCCTGACTCAGC 3 
HMP2 hmp 5’ CCCCGGATCCACCAGTAAAGGGATGGTGG 3’ 

HMPP1 hmpF1 5’ AATCGAATTCCGATAACAGG 3’ 
HMPP2 hmpF2 5’ TTGGGAATTCAAGAGCTTGC 3’ 
HMPP3 hmpF3 5’ TCACGAATTCTCTGAAAAAC 3’ 
HMPP4 hmpF4 5’ CTGAGAATTCCCAAAGAACC 3’ 
HMPP5 hmpF5 5’ CCAAGAATTCATTTACATTGC 3’ 
HMP1 St hmpSt 5’ CGCTGAATTCTCCGCATCTCCTGA 3’ 
HMP2 St hmpSt 5’ CGGTGGATCCTCAACCAGCAGGGG 3’ 

PE-2 PE hmp  5’ CCAGTAAAGGGATGGTGGCTTTTACTGTAGCGATGGTTTG 3’ 
SODA-1 sodA 5’ GGAGATGAATATGAGCTATACCCTGCC 3’ 
SODA-2 sodA 5’ GGCAAATGATTATTTTTTCGCCGCAAA 3’ 

Kanamicina 5’ kan 5’ GGGGGAAAGCCACGTTGTGTCTCAA 3’ 
Kanamicina 3’ kan 5’ GGGGGCGCTGAGGTCTGCCTCGTGA 3’ 

YTFEL-1 L- ytfE 5’ GTTCGGTAAGCTTGAGGTCTGGTTTG 3’ 
YTFEL-2 L-ytfE 5’ CGCGCTGGCGGTCGACTGATCTAAAAGC 3’ 
YTFER-1 R-ytfE 5’ CACTGCCAGGTCGACAACTTTCTGAGAC 3’ 
YTFER-2 R-ytfE 5’ GGGTTGATGTGGAGCTCTATTTTTGTCGGGC 3’ 
YIDZL-1 L-yidZ 5’ CAATGCCAGGTCGACGCAGTTGCATATTGC 3’ 
YIDZL-2 L-yidZ 5’ GAGCGGGGATCCGGCGTCCAGGCGCGA 3’ 
YIDZR-1 R-yidZ 5’ CGATGGCAGGATCCAATCGTATGAAACGC 3’ 
YIDZR-2 R- yidZ 5’ GGTAACGCAGAGCTCTCCATGCTCGCCGGA 3’ 

YIDZL-1 OPR L-yidZ opr 5’ TCACGCTAAGTCGACTATTGTCGGGATCTGCAC 3’ 
YIDZL-2 OPR L-yidZ opr 5’ CATGGGCTAGGATCCCCTGATAGTAAGGTGACG 3’ 
YIDZR-1 OPR R-yidZ opr 5’ AACGCGCTGGATCCTTTAGTGAGCGTCGATAAAG 3’ 
YIDZR-2 OPR R-yidZ opr 5’ CTGGGGCGGAGCTCGTCTGCTGTTACTGACGA 3’ 

YPHFL-1 L-yphF 5’ GCCACCTGACCATCGCGCATAACGGTGGCA 3’ 

YPHFL-2 L-yphF 5’ GCAATGTAACATCAGAGATTTTGAGACACAACGTGGCTTTCGCCCTAA 
TCGCTGATTCGCAGAGGTCC 3’ 

YPHFR-1 R-yphF 5’ GCAACACCTTCTTCACGAGGCAGACCTCAGCGCCGCCTCCTGT 
AGGGTTTTTATTAACAAC 3’ 

YPHFR-2 R-yphF 5’ GCCGCGCTGCATTATCCGGAGAATTTAAGC 3’ 
YPHHL-1 L-yphH 5’ GGGCGCAGGGTGAAACCTGTCATCACCTGT 3’ 



CAPITULO 2. MATERIAL Y MÉTODOS 

 25

YPHHL-2 L-yphH 5’ GCAATGTAACATCAGAGATTTTGAGACACAACGTGGCTTTCGGCTC 
TCATCTTCACTAAACCTTG 3’ 

YPHHR-1 R-yphH 5’ GCAACACCTTCTTCACGAGGCAGACCTCAGCGCCGGCGCGATAA 
CGTAGAAAGGCTTCCCG 3’ 

YPHHR-2 R-yphH 5’ GCGGTTGCTCTGAAAGAAGCGATGGAGCCT 3’ 
YFHAL-1 L-yfhA 5’ GCGATCCGACAATGCAGTTCTATCTCTGCG 3’ 

YFHAL-2 L-yfhA 5’ GCAATGTAACATCAGAGATTTTGAGACACAACGTGGCTTTCGGCG 
TTATGTGTTACGTTTAGCAGATC 3’ 

YFHAR-1 R-yfhA 5’ GCAACACCTTCTTCACGAGGCAGACCTCAGCGCCGCGCAGGTTT 
ATGGCTCATCAGGAGTG 3’ 

YFHAR-2 R-yfhA 5’ GCCAGCCATTGATACGCCAGCAGAAGAAAA 3’ 
YFHKL-1 L-yfhK 5’ GGGCGAACCTGTGCCGGGATCTCGGTACTT 3’ 

YFHKL-2 L-yfhK 5’ GCAATGTAACATCAGAGATTTTGAGACACAACGTGGCTTTCGCCTAT 
CCTATCAGGCTATTTTATTTG 3’ 

YFHKR-1 R-yfhK 5’ GCAACACCTTCTTCACGAGGCAGACCTCAGCGCCGCCGGGA 
ATTACCCGGCTTTGTTATGG 3’ 

YFHKR-2 R-yfhK 5’ CGGTATTACGGCAGTCACGACTGAAAGTGG 3’ 

 
 
2.4. MEDIOS DE CULTIVO, ANTIBIÓTICOS Y SUPLEMENTOS UTILIZADOS. 
 El medio de cultivo usado fue LB (Extracto de levadura 0.5%, NaCl 1.0% y 

triptona 1.0%), para los medios de cultivo sólidos al LB se le agregó 1.5% de agar 

(w/v). Los antibióticos y otros suplementos utilizados se muestran en la Tabla 7. 

 

Tabla 7. Antibióticos y suplementos utilizados en los medios de cultivo. 
Antibiótico o Suplemento Concentración 

Ampicilina 200 µg/ml 
Kanamicina 25 µg/ml ó 100 µg/ml 
Tetraciclina 25 µg/ml 

Cloramfenicol 25 µg/ml 
Paraquat 200 y 400 µM 

SNP 200 y 400 µM 
 

 

2.5. TÉCNICAS GENÉTICAS. 
 
2.5.1. Propagación del bacteriófago P1vir. 
 El estudio con bacteriófagos ha sido una parte integral de la genética 

bacteriana. A finales de los 40’s y principios de los 50’s André Lwoff determinó la 

naturaleza del lisógeno en Bacillus megaterium. Joshua Lederberg y Norton Zinder 

descubrieron la transducción en Salmonella typhimurium por el fago P22 en 1952. 

A principios de los 50’s Hershey y colaboradores demostraron el entrecruzamiento 

genético con los fagos T-even en E. coli (Miller, 1992). 
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Procedimiento 

1. Cultivo de la cepa MC4100 en LB + CaCl2 5 mM a 37°C a 200 rpm toda la 
noche (ON). 

2. Centrifugar 1.5 ml del cultivo a 14,000 rpm por 5 minutos. 
3. Resuspender el pellet en 750 µl de LB + CaCl2 5 mM. 
4. Mezclar en tubos de ensayo: 

100 µl células 
100 µl células + 100 µl Fagos P1vir  

5. Incubar a temperatura ambiente 15 minutos. 
6. Agregar 3 ml de LB + CaCl2 5 mM. 
7. Incubar a 37°C por 4 horas a hasta que se observe lisis. 
8. Centrifugar a 14,000 rpm por 5 minutos. 
9. Recuperar el sobrenadante. 
10. Agregar 2 gotas de cloroformo con una pipeta Pasteur y mezclar en vortex. 
11. Almacenar a 4°C. 

 

2.5.2. Transformación. 
 La transformación es el proceso por el cual la célula bacteriana puede 

tomar DNA libre del medio. Esta técnica fue el primer sistema bacteriano de 

transferencia genética descrito, aunque este proceso ocurre naturalmente en 

algunas bacterias. Las células recombinantes son llamadas transformantes (Miller, 

1992). La transformación puede llevarse a cabo mediante dos métodos, el método 

químico, llevado a cabo con una solución de CaCl2 fría y calentada brevemente de 

37°C a 42°C y el método físico (electroporación), en la cual se exponen las células 

a un cambio eléctrico que desestabiliza la membrana de las células provocando la 

formación de poros por donde pasa el DNA, este es un método fácil, rápido, 

eficiente y muy reproducible (Sambrook y Russell, 2001). 

 

Método de electroporación. Procedimiento 

1. Cultivo de la cepa en LB a 37°C a 200 rpm ON. 
Células electrocompetentes 

2. Inocular 250 µl del cultivo en 50 ml de LB. 
3. Incubar a 37°C hasta una OD600nm de 0.7-0.9. 
4. Centrifugar a 3,000 rpm por 10 minutos en tubos Falcon a 4°C. 
5. Resuspender el pellet en 25 ml de glicerol 10% frío, agitando suavemente 

por 1 hora. 
6. Centrifugar a 3,000 rpm por 10 minutos. 
7. Resuspender el pellet en 10 ml de glicerol 10% frío agitando suavemente 

por media hora. 
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8. Centrifugar a 3,000 rpm por 10 minutos. 
9. Resuspender el pellet en 0.5 ml de glicerol 10% frío y guardar a –80°C. 

Transformación 
10. Mezclar en tubos eppendorf: 

50 µl de células (control negativo) 
50 µl de células + 2 µl plásmido conocido (control positivo) 
50 µl de células + 1, 2 ó 5 µl plásmido 

11. Usar las celdas de electroporación de tapa café y el programa Ec1. 
12. Después de dar el pulso agregar 1 ml de LB y pasar a tubos eppendorf. 
13. Incubar a 37°C en agitación por 2 a 3 horas. 
14. Centrifugar a 14,000 rpm por 5 minutos. 
15. Resuspender el pellet en 100 µl de MgSO4 10 mM. 
16. Platear con el antibiótico de selección e incubar a 37°C ON. 

Reactivos 
Glicerol 10% frío 
MgSO4 10 mM 
 
Método de CaCl2. Procedimiento 

1. Cultivo de la cepa en LB a 37°C en agitación a 200 rpm ON. 
Células competentes 

2. Inocular 150 µl del cultivo en 15 ml de LB. 
3. Incubar a 37°C hasta OD600nm 0.4-0.6. 
4. Centrifugar a 3,000 rpm por 10 minutos a 4°C en tubos Falcon.  
5. Resuspender el pellet en 5 ml de CaCl2 100 mM frío. 
6. Incubar en hielo 40 minutos. 
7. Centrifugar a 3,000 rpm por 10 minutos a 4°C. 
8. resuspender el pellet el 500 µl de CaCl2 100 mM frío. 

Transformación 
9. Mezcal en tubos eppendorf: 

50 µl de células (control negativo) 
50 µl de células + 2 µl plásmido conocido (control positivo) 
50 µl de células + 1, 2 ó 5 µl plásmido problema 

10. Incubar en hielo 30 minutos. 
11. Incubar a 43°C por 90 segundos. 
12. Agregar 1 ml de LB. 
13. Incubar a 37°C por 2 a 3 horas en agitación. 
14. Centrifugar a 14,000 rpm por 5 minutos. 
15. Resuspender el pellet en 100 µl de MgSO4 10 mM. 
16. Platear con el antibiótico de selección e incubar a 37°C ON. 

Reactivos 
CaCl2 100 mM frío 
MgSO4 10 mM 
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2.5.3. Transducción mediada por el bacteriófago P1vir. 
 Transducción es el proceso para la transferencia de un fragmento de DNA 

de una célula a otra, usando un bacteriófago como transportador del DNA. Los 

bacteriófagos o fagos son virus que infectan y crecen en las células bacterianas. 

Este proceso permite a la bacteria adquirir un fragmento de DNA de 

aproximadamente 50 a 100 kpb de longitud. Hay dos tipos de transducción, la 

generalizada y la especializada. En la transducción generalizada se permite la 

transferencia de cualquier fragmento del cromosoma. Después de la infección el 

DNA es cortado y los fragmentos de DNA son empaquetados por el fago, 

posteriormente el fago vuelve a infectar transfiriendo en DNA de la primer célula 

en la segunda en donde por recombinación los fragmentos de DNA se insertan en 

el cromosoma de la nueva célula. En la transducción especializada solo un grupo 

de genes puede ser transferido, las bases de este proceso están en la 

especificidad de integración del fago por temperatura (Miller, 1992). 

 

Procedimiento 

Lisado de la cepa donadora con el bacteriófago P1vir 
1. Cultivo de la cepa a transduccir en LB + CaCl2 5 mM a 37°C a 200rpm ON. 
2. Centrifugar 1.5 ml del cultivo a 14,000 rpm por 5 minutos. 
3. Resuspender el pellet en 750 µl de LB + CaCl2 5 mM. 
4. Mezclar en tubos de ensaye: 

100 µl de células (Control Negativo) 
100 µl de células + 10 µl de fago P1vir 
100 µl de células + 100 µl de fago P1vir 

5. Incubar a temperatura ambiente 15 minutos. 
6. Agregar 3 ml de LB + CaCl2 5 mM. 
7. Incubar a 37°C hasta observar lisis. 
8. Recuperar el lisado en un tubo eppendor. 
9. Centrifugar a 14,000 rpm por 5 minutos. 
10. Recuperar el lisado en un tubo eppendor y agregar 2 gotas de cloroformo 

con una pipeta Pasteur y mezclar en vortex. 
11. Centrifugar a 14,000 rpm por 5 minutos. 
12. Almacenar a 4°C. 

Transducción a la cepa receptora. 
13. Cultivo de la cepa receptora en LB + MgSO4 10 mM a 37°C a 200rpm ON. 
14. Centrifugar el cultivo a 14,000 rpm por 5 minutos 
15. Resuspender el pellet en 750 µl de LB + MgSO4 10 mM. 
16. Mezclar en tubos eppendorf: 
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100 µl de células (Control Negativo) 
100 µl de células + 0.5, 2, 5,10 ó 100 µl del lisado 

17. Incubar 10 minutos a 37°C, es muy importante que solo sean 20 minutos no 
más ya que se pueden lisar las células. 

18. Agregar 1 ml de LB + 20 mM citrato de sodio y centrifugar a 14,000 rpm por 
5 minutos. 

19. Repetir el paso 18 tres veces más. 
20. Resuspender el pellet en 2 ml de LB + 20mM citrato de sodio + antibiótico 

de selección. 
21. Incubar a 37°C a 200 rpm ON. 
22. Centrifugar los cultivos en donde se observa crecimiento y resuspender el 

pellet en 1000 µl LB + 20 mM citrato de sodio + antibiótico de selección. 
23. Platear con el antibiótico de selección e incubar a 37°C ON. 

Reactivos 
LB + CaCl2 5 mM 
LB + MgSO4 10 mM 
LB + 20 mM citrato de sodio 
 

2.5.4. Mutagénesis al azar por transposición. 
 En la genética bacteriana los elementos transponibles son una importante 

herramienta. Los clásicos estudios en el maíz, realizados por Barbara McClintock, 

y otros estudios en bacterias, levaduras, Drosophila, y otros organismos 

determinaron una familia de elementos genéticos que pueden moverse de una 

posición a otra en el mismo cromosoma o diferentes. Estos elementos llamados 

transposones son de un tamaño de más de 1500 pb, con secuencias invertidas 

repetidas que flanquean la secuencia de un gen de resistencia a un antibiótico o la 

secuencia de un gen; estos transposones se llaman Tn1, Tn2, Tn3, etc. El 

movimiento de los transposones de un cromosoma a otro se puede seguir por la 

resistencia al antibiótico que presenta (Miller, 1992). 

 

 En la búsqueda de algún factor transcripcional involucrado en la regulación 

del gen hmp en E. coli en este trabajo se usaron los transposones miniTn10, 

miniTn5 y λNK1098 para realizar una mutagénesis al azar de una cepa 

merodiploide que lleva en su cromosoma la fusión Φ(hmp-‘lacZ) para monitorear la 

expresión del gen. 
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Procedimiento 

1. Cultivo de la cepa merodiploide en LB + CaCl2 5 mM, a 37°C ON. 
2. Centrifugar 1.5 ml del cultivo a 14,000 rpm por 5 minutos. 
3. Resuspender el pellet en 750 µl de MgSO4 10 mM + CaCl2 5 mM. 
4. Mezclar en tubos de eppendorf: 

100 µl de células (Control Negativo) 
100 µl de células + 100 µl de miniTn10, miniTn5 o λNK1098 

5. Incubar a temperatura ambiente 15 minutos. 
6. Agregar 1 ml de LB + MgSO4 10mM. 
7. Incubar a 37°C por 2 a 3 horas sin agitación. 
8. Hacer diluciones 10-2 y 10-4 con MgSO4 10mM. 
9. Platear en cajas con kanamicina o tetraciclina 

Reactivos 
LB + CaCl2 5 mM 
 

2.5.5. Construcción de fusiones transcripcionales. 
 En la genética para poder observar la expresión de algunos genes en 

determinadas condiciones fisiológicas se realizan fusiones usando genes 

monitores. En este trabajo para monitorear la expresión del gen hmp se realizaron 

fusiones de la secuencia promotora del gen hmp con la secuencia del gen monitor 

lacZ. El gen lacZ que codifica para la proteína β-galactosidasa, cuya actividad es 

fácilmente cuantificable a través de un ensayo colorimétrico (ver actividad de β-

galactosidasa). Así la actividad de β-galactosidasa es directamente proporcional a 

la expresión del gen hmp. 

 

 En este trabajo el primer paso en la construcción de las fusiones fue la 

clonación del promotor del gen hmp en el plásmido pRS415 o pRS551, 

posteriormente se realizó la transferencia de la fusión al cromosoma de una cepa 

∆lac. Para transducción de la fusión al cromosoma se realizó mediante el fago 

λRS45 (Simons et al., 1987), o usando la cepa TE2680 (Elliot, 1992), la cual es 

una cepa recD que permite la recombinación del DNA lineal con secuencias 

homólogas en el cromosoma con mayor eficiencia. En este caso la recombinación 

se lleva a cabo en el operón de triptofano que está modificado en la cepa TE2680. 
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Procedimiento 

1. Clonar el promotor hmp en los plásmidos pRS415 o pRS551 usando las 
enzimas BamHI y EcoRI. 

2. Transducir la fusión Φ(hmp-‘lacZ) de pRS415 al cromosoma de la cepa 
MC4100 mediante λRS45 o recombinación en la cepa TE2680 

 

2.5.6. Construcción de mutantes. 
 Una herramienta genética usada para poder determinar la función de una 

proteína en la fisiología del microorganismo, es realizar la sustitución del gen por 

la secuencia de un gen de resistencia a algún antibiótico. En este trabajo se 

realizó la deleción sustitución de varios genes mediante dos métodos, el primer 

método es mediante la sustitución por recombinación homóloga en la cepa 

JC7623 (recBCD) (Winans et al., 1985) en el segundo se usa el plásmido 

pKOBEGA (plásmido λred) para llevar a cabo la recombinación (Beloin et al., 

2004). 

 

Método 1 (Winans et al., 1985) Procedimiento 

1. Amplificar por PCR las secuencias adyacentes 5’ (L) y 3’ (R) del gen a 
sustituir. 

2. Digerir el plásmido pUC4K para obtener el gen de resistencia a kanamicina. 
3. Clonar los tres fragmentos (L-Kan-R) en el plásmido pUC18 usando la 

enzima ligasa T4. 
4. Transformar la cepa XLI-blue con el plásmido pUC18 L-Kan-R. Seleccionar 

colonias tetraciclina, ampicilina y kanamicina resistentes. 
5. Purificar el plásmido pUC18 L-Kan-R y linearizarlo. 
6. Transformar la cepa JC7623 con este plásmido lineal. Seleccionar colonias 

kanamicina resistentes y ampicilina sensibles. 
7. Transducir la mutación a una cepa silvestre mediante el fago P1vir. 

Reactivos 
Reactivos para PCR 
Enzimas de restricción 
Reactivos para transformación 
 
Método 2 (Beloin et al., 2004) Procedimiento 

1. Amplificar por PCR las secuencias adyacentes 5’ (L) y 3’ (R) del gen a 
sustituir. 

2. Amplificar por PCR la secuencia del gen de resistencia a kanamicina. 
3. Amplificar por PCR el fragmento L-Kan-R. 
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4. Transformar la cepa con el plásmido pKOBEGA con el fragmento L-Kan-
R. Seleccionar colonias kanamicina resistentes. 

5. Transducir la mutación a una cepa silvestre mediante el fago P1vir. 
Reactivos 
Reactivos para PCR 
Reactivos para transformación 
 

 

2.6. TÉCNICAS MOLECULARES. 
 
2.6.1. Reacción en cadena de la polimerasa. 
 Para poder amplificar los fragmentos de DNA se utilizó la técnica de 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR). En esta técnica mediante el uso de 

dos oligonucleótidos homólogos a una secuencia de DNA específica a amplificar y 

una serie de ciclos de temperatura de desnaturalización y polimerización se 

incrementa exponencialmente la secuencia definida por los oligonucleótidos. 

 

2.6.2. Purificación de plásmidos. 
 La purificación de los plásmidos utilizados en este trabajo se realizó 

mediante el Kit de QIAGEN llamado QUIAprep Spin Miniprep. 

 

2.6.3. Purificación de DNA cromosomal. 
 La obtención de DNA cromosomal de las cepas durante este trabajo se 

realizó mediante dos técnicas, una fue usando la técnica de fenol- cloroformo y la 

otra fue mediante el kit de Wizard Genomics Promega DNA Purification. 

 

Técnica de Fenol-Cloroformo Procedimiento 

1. Cultivo de la cepa en 50 ml de LB a 37°C a 200 rpm de agitación hasta una 
OD600nm de 0.8-1.0. 

2. Centrifugar el cultivo en tubos Falcon a 3,000 rpm por 10 minutos. 
3. Resuspender el pellet 10 ml de buffer TE y agregar 10 mg de lisozima 
4.  Incubar a 30°C por 15 minutos en agitación. 
5. Agregar 1 ml de SDS 20% y agitar con una micropipeta por 15 segundos. 
6. Agregar 10 ml de fenol (saturado con buffer TE) y 1.5 ml de NaCl 5 M. 
7. Agitar invirtiendo el tubo por 20 minutos a temperatura ambiente. 
8. Centrifugar a 3,000 rpm por 15 minutos y recuperar la fase superior. 
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9. Agregar un volumen de fenol y un volumen de cloroformo. 
10. Agitar invirtiendo el tubo por 20 minutos a temperatura ambiente. 
11. Centrifugar a 3,000 rpm por 15 minutos y recuperar la fase superior. 
12. Agregar un volumen de cloroformo. 
13. Agitar invirtiendo el tubo por 20 minutos a temperatura ambiente. 
14. Centrifugar a 3,000 rpm por 15 minutos recuperar la fase superior. 
15. Agregar un volumen de isopropanol suavemente por las paredes del tubo. 
16. Mezclar suavemente con una varilla de vidrio en la zona de interfase para 

recuperar el DNA que esta en forma de fibras. 
17. Lavar el DNA con etanol al 70% frío y secar a temperatura ambiente. 
18. Resuspender en 1 ml de buffer TE. 
19. Agregar 20 µg/ml de RNAsa e incubar 1 hora a 50°C. 
20. Agregar 100 µg/ml de proteinasa K e incubar 1 hora a 37°C. 
21. Ajustar el volumen a 5 ml con buffer TE. 
22. Agregar un volumen de fenol y un volumen de cloroformo. 
23. Agitar invirtiendo el tubo por 10 minutos a temperatura ambiente. 
24. Centrifugar a 3,000 rpm por 15 minutos y recuperar la fase superior. 
25. Agregar un volumen de cloroformo. 
26. Agitar invirtiendo el tubo por 10 minutos a temperatura ambiente. 
27. Centrifugar a 3,000 rpm por 15 minutos y recuperar la fase superior. 
28. Agregar un volumen de isopropanol suavemente por las paredes del tubo. 
29. Mezclar suavemente con una varilla de vidrio en la zona de interfase para 

recuperar el DNA que esta en forma de fibras. 
30. Lavar el DNA con etanol al 70% frío y secar a temperatura ambiente 
31. Resuspender en 1 ml de buffer TE 

Reactivos 
Buffer TE (Tris-HCL 25 mM pH 8.0 + EDTA 1 mM) 
Lisozima 100 mg de en 1 ml de H2Od. V1=10 mg x 10 ml/1000 mg=0.1 ml=100 µl 
SDS 20% 
Fenol (saturado con Buffer TE) 
NaCl 5 M 
Cloroformo 
Isopropanol 
Etanol al 70% 
RNAsa (20 µg/ml) 
Proteinasa K (100 µg/ml) 
 

2.6.4. Purificación de RNA. 
 La obtención de RNA durante este trabajo se realizó mediante la técnica de 

fenol caliente (Aiba et al., 1981). Los cultivos para la extracción de RNA se 

realizaron en medio LB bajo condiciones aeróbicas hasta una OD600nm de 0.4, 

posteriormente se les agrego 400 µM de PQ o SNP y se incubaron por 10 y 45 

minutos o de 0 a 60 minutos. 
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Procedimiento 

1. Cultivo de la cepa en LB a 37°C a 200 rpm de agitación ON. 
2. Inocular 150 µl de cada cultivo en 15 ml LB, tres matraces. 
3. Incubar a 37°C hasta una OD600nm de 0.4. 
4. Agregar 400 µM Paraquat o SNP. 
5. Incubar a 37°C por 10 minutos y 45 minutos. 
6. Centrifugando en tubos Falcón a 3,500 rpm por 15 minutos a 4ºC. 
7. Resuspender el pellet en 1.5 ml de solución de lisis con una pipeta Pasteur. 
8. Agregar un volumen de fenol saturado incubado a 65°C. 
9. Agitar a 200 –300 rpm por 10 minutos a 65°C. 
10. Centrifugar a 3,500 rpm por 15 minutos a temperatura ambiente. 
11. Recuperar la fase acuosa superior en un tubo Falcon. 
12. Repetir los pasos 8 al 11 dos veces más. 
13. Agregar un volumen de cloroformo:alcohol isoamílico (24:1). 
14. Agitar 10 minutos a temperatura ambiente. 
15. Centrifugar a 3,500 rpm por 15 minutos a temperatura ambiente. 
16. Recuperar la fase acuosa superior en un tubo Corex limpio. 
17. Agregar un volumen de acetato de sodio 3M pH 5.5 y 2.5 volúmenes de 

etanol absoluto y precipitar toda la noche a –70°C 
18. Centrifugar a 10,000 rpm por 15 minutos a 4°C. 
19. Decantar el sobrenadante y secar a temperatura ambiente. 
20. Resuspender en 150 µl de H2O libre de RNAsa y guardar a –70°C en H2O. 

Reactivos 
PQ (20 mM) 
SNP (20 mM) 
Solución de Lisis  Acetato de sodio   20 mM  pH 5.5 

EDTA                       1 mM 
SDS                      0.5% 
Esterilizar en autoclave 

Fenol bidestilado  Saturar el Fenol con acetato de sodio 20 mM pH 5.5 y EDTA 1 
mM esterilizado previamente en autoclave 

Cloroformo:alcohol isoamílico (24:1) 
Acetato de sodio 3 M pH 5.5 
Etanol absoluto 
Etanol al 75% 
Agua libre de RNasas 
 
2.6.5. Southern blot. 
 A mediados de los 60’s, después de que Nygaard y Hall (1963) 

demostraran que el DNA de cadena sencilla puede ser inmovilizado en un filtro de 

nitrocelulosa, Denhardt (1966) y Gillespie y Spiegelman (1965) demostraron que 

los ácidos nucleicos fijados pueden ser detectados por la hibridación con sondas 

marcadas radiactivamente con una alta sensibilidad. A mediados de los 70’s, Ed. 
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Southern (Southern, 1975) demostró que la hibridación del DNA fijado en los filtros 

de nitrocelulosa con las sondas radiactivas puede ser usada para detectar 

secuencias especificas de fragmentos de DNA. En este método el DNA primero es 

digerido con una o más enzimas de restricción los fragmentos de DNA generados 

son separados por tamaño en una electroforesis en geles de agarosa. El DNA es 

transferido a membrana de nitrocelulosa para hibridizar con sondas especificas de 

DNA complementarias y posteriormente detectar las bandas por medio de un 

sistema de detección apropiado (Sambrook y Russell, 2001). 

 

Procedimiento 

Digestión. 
1. Digestión del DNA cromosomal con una o dos enzimas de restricción. 
 

Electroforesis. 
2. Hacer una electroforesis con el DNA digerido, en un gel de agarosa al 1% y 

teñirlo con bromuro de etidio (1.5 µg/ml). Tomar una fotografía al gel es muy 
importante poner una regla. 

Transferencia a la membrana de nitrocelulosa HybondTM N+. 
4. En una charola cubrir el gel con solución depurinizadora (HCl 0.25M) e 

incubar en agitación lenta por 12 minutos, hasta observar que el azul de 
bromofenol cambio a amarillo debido a la acidez del medio que tiene HCl. 
Lavar el gel con H2Od. 

5. Cubrir el gel con solución desnaturalizadora e incubar en agitación lenta por 
25 minutos, observar que el azul de bromofenol regrese a su color azul. 
Lavar el gel con H2Od. 

6.  Cubrir el gel con solución neutralizadora e incubar en agitación lenta por 30 
minutos. Lavar el gel con H2Od. 

7.  Transferir el DNA a la membrana: 
Poner en una base una tira de papel Wattman3MM 3 veces el tamaño de gel 
a lo largo para hacer un puente. Colocarlo sobre el soporte de la cámara y 
mojar este papel con buffer SSC 20X. 
Poner el gel sobre el papel wattman y después la membrana de 
nitrocelulosa, procurar que no formen burbujas entre esta y el gel. 
Colocar sobre la membrana tres rectángulos del tamaño del gel de papel 
Wattman3MM y sanitas, aproximadamente 5cm de altura de sanitas. 
Presionar todo con un peso de aproximadamente 1 k. 
Dejar transfiriendo por 4 horas o toda la noche. 

Marcaje de la sonda (Kit ECL Direct Nucleic Acid Labelling and Detection System 
de Amersham) 
8. Para inmovilizar el DNA hay que fijar covalentemente el DNA a la 

membrana colocar la membrana en luz UV antes de hibridizar con la sonda. 
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9. Preparar el buffer de hibridación (Gold Hibriditation Buffer ECL). Se 
requieren 0.25 ml de buffer por cada cm2 del recipiente usado o si hicimos 
un gel de 8 x 11 cm preparar 30 ml de buffer. 

10. Agregar a los 30 ml de buffer en agitación 0.5 M de NaCl (0.850 g), esperar 
a que se disuelva. 

11. Agregar en agitación 5 % peso/volumen de agente bloqueador (1.5 g) y 
mantener en agitación por 1 hora a temperatura ambiente. 

12. Prehibridizar la membrana a 42°C por 20 minutos en el buffer de 
hibridación. 

13. Marcar la sonda: poner 10 µl de sonda en un tubo eppendorf. 
14. Desnaturalizar calentando a 100°C por 5 minutos. 
15. Incubar en hielo por 5 minutos y centrifugar 10 segundos. 
16. Agregar un volumen de agente de marcaje, mezclar con la micropipeta. 
17. Agregar un volumen de la solución de glutaraldehído. 
18. Incubar a 37°C por 10 minutos. 
19. Agregar al buffer de hibridación sin tocar la membrana e incubar a 42°C 

toda la noche. 
Detección de la señal 

20. Lavar la membrana con 100 ml de buffer primario caliente a 55ºC agitando 
suavemente por 10 minutos a 55°C. 

21. Repetir el lavado. 
22. Lavar la membrana con 100 ml de buffer secundario, agitendo suavemente 

por 5 minutos a temperatura ambiente. 
23. Repetir el lavado. 
24. Pasar la membrana a un recipiente limpio eliminando el exceso de buffer 

secundario. 
25. Agregar sobre la membrana del lado del DNA una mezcla de volúmenes 

iguales del reactivo de detección 1 con el reactivo de detección 2. 
26. Colocar una película autoradiográfica sobre la membrana. 
27. Dejar exponiendo por 5 minutos y revelar. 

Reactivos 
Membrana de nitrocelulosa HybondTM N+ 

Solución Depurinizadora (HCl 0.25M) 
Solución Desnaturalizadota 
Solución Neutralizadora 
Buffer SSC 20X 
Kit ECL Detection System de Amersham Biosciences 
Buffer Primario 
Buffer Secundario 
Película autoradiográfica 
 

2.6.6. Northern blot. 
 A diferencia del Southern blot, en el Northern blot lo que se inmoviliza en la 

membrana de nitrocelulosa es el RNA. En este trabajo el RNA se purificó de 

cultivos tratados con PQ o SNP. 
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Procedimiento 

Electroforesis. 
1. Hacer una electroforesis con el RNA en un gel de agarosa al 1% + 20 mM 

tiocianato de guanidina (Goda y Minton, 1995). Realizar la electroforesis a 
60 volts por aproximadamente 1.30 horas. 

2. Transferir a la membrana de nitrocelulosa.  
Los pasos siguientes son iguales a los de Southern blot. 

 

2.6.7. 5’ RACE. 
 RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) es un proceso para la 

amplificación de secuencias de ácidos nucleicos de templado de RNA mensajero 

(mRNA) entre un sitio interno definido y una secuencia desconocida hacia el 

extremo 5’ del mRNA. El 5’ RACE es una técnica que facilita el aislamiento y 

caracterización del extremo 5’ de mensajeros de bajo número de copias. Los 

pasos a seguir en esta técnica son (Invitrogen): 

1) Síntesis de la cadena de cDNA, usando un oligonucléotido antisentido 

específico a la secuencia del gen (oligonucléotido 1). 

2) El cDNA se purifica de los dNTP´s no incorporados y los restos de 

oligonucleótido. 

3) Usando la enzima deoxinucleótido terminal transferasa (TdT) se agrega una 

cola homopolimérica de citocinas en el extremo 3’ del cDNA. 

4) El cDNA con el homopolímero en el 3’ es usado para realizar un PCR, usando 

un segundo oligonucleótido específico dentro de la secuencia del gen 

(oligonucléotido 2) y otro que además de la secuencia complementaria a la 

cola de homopolimeros tenga una secuencia conocida (oligonucléotido kit 1). 

5) Este otro producto es usado como molde para realizar un segundo PCR 

usando el oligonucleótidos 2 y un cuarto oligonucléotido (oligonucléotido 2 kit) 

complementario al oligonucléotido kit 1. 

6) Este producto de PCR es secuenciado y una vez identificado el homopolimero 

en al secuencia la siguiente base sera el sitio de inicio de la transcripción del 

gen. 
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2.6.8. Purificación de la proteína Fur. 
 Para poder realizar los ensayos electroforéticos de retardo de bandas se 

purificó la proteína Fur. Usando el plásmido pET3a-fur, donado por la Dra. Jung-

Hye Roe de la Universidad de Seul, Corea del Sur, se realizaron cultivos en 

presencia de IPTG y posteriormente se uso el Kit Ni-NTA Spin Handbook de 

QIAGEN. 

 

Procedimiento 

Expresión 
1. Cultivo de la cepa ELI96 (BL21 + pET3a-fur) en LB + 200 µg/ml ampicilina + 

25 µg/ml cloramfenicol a 37°C ON. 
2. Inocular 500 µl del cultivo en 50 ml LB + 200 µg/ml ampicilina + 25 µg/ml 

cloramfenicol, dos matraces. 
3. Incubar a 37°C en agitación hasta una OD600 nm de 0.4. 
4. Agregar a uno de los cultivos 1 mM IPTG e incubar a 37°C en agitación por 

4 horas. 
5. Centrifugar a 3,000 rpm por 15 minutos a 4°C y decantar el sobrenadante. 

Lisado 
6. Resuspender el pellet en 1 ml de buffer de lisis. 
7. Agregar 1 mg/ml lisozima e incubar en hielo por 30 minutos. 
8. Sonicar 10 segundos con pausas de 30 segundos a 12 microoms, 4 veces. 

Homogeinizar en hielo para la lisis total. 
9. Centrifugar a 14,000 rpm 30 minutos a 4 °C. 

Purificación (solo de los cultivos con IPTG) Usar el Kit Ni-NTA Spin Handbook 
10. Equilibrar las columnas con 600 µl de buffer de lisis. 
11. Centrifugar a 2,000 rpm (700 xg) por 2 minutos. 
12. Guardar 20 µl del lisado (para el gel de proteínas). 
13. Poner 600 µl del lisado en una columna ya pre-equilibrada. 
14. Centrifugar a 2,000 rpm (700 xg) por 2 minutos. 
15. Decantar el sobrenadante y agregar 600 µl de buffer de lavado. 
16. Centrifugar a 2,000 rpm (700 xg) por 2 minutos. 
17. Guardar un poco del sobrenadante para realizar el gel de proteínas. 
18. Pasar la columna a otro tubo y agregar 600 µl de buffer de lavado. 
19. Centrifugar a 2,000 rpm (700 xg) por 2 minutos. 
20. Guardar un poco del sobrenadante para realizar el gel. 
21. Pasar la columna a un tubo eppendorf y agregar 600 µl de buffer de elución. 
22. Centrifugar a 2,000 rpm (700 xg) por 2 minutos. 
23. Agregar 150 µl de buffer de elusión. 
24. Guardar a –70°C. 
25. Realizar un gel de proteínas para verificar la pureza de la proteína. 

Reactivos 
Lisozima 1 mg/ml (Stock 100 mg/ml) 
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Buffer de Lisis (NaH2PO4 50 mM+ NaCl 300 mM + 10 mM Imidazol pH 8.0) 
Buffer de Lavado (NaH2PO4 50 mM+ NaCl 300 mM + 20 mM Imidazol pH 8.0) 
Buffer de Elución (NaH2PO4 50 mM+ NaCl 300 mM + 250 mM Imidazol pH 8.0) 
 

2.6.9. Ensayos electroforéticos de retardo de bandas. 
 Para determinar si Fur se une a la región intergénica glyA-hmp se realizaron 

ensayos electroferéticos de retardo de bandas con la secuencia de DNA de glyA-

hmp de E. coli y Salmonella y la proteína Fur de E. coli purificada. 

 

Procedimiento 
Obtención de Sondas 

1. Amplificar por PCR las regiones intergénicas glyA-hmp de E. coli y 
Salmonella, usando una mezcla de dNTP’s conteniendo αCTP [32P]. 

Reacciones de Unión 
1. Mezclar en tubos eppendorf: 

5 µl sonda radioactiva  
1, 2, 5 µl proteína Fur 
10 µl Buffer Binding 1MM 

2. Incubar a 30°C 15 minutos. 
3. Realizar la electroforesis en geles de poliacrilamida al 8% + glicerol 2%. 
4. Correr a 120 volts por 40 minutos a 1 hora. 
5. Secar el gel y exponer placas radiográficas. Revelar. 

Reactivos 
Buffer TGED (20 ml) 

Tris-HCl pH 8.0         20 mM 
Glicerol                      5 % 
EDTA                        1 mM 
DTT                          1 mM 

Buffer Binding 1MM (5ml) 
Tris-HCl pH 8.0            20 mM 
KCl                               50 mM 
MgCl2                            2 mM 
EDTA                            1 mM 
BSA                              0.05 mg/ml 
DTT                              5 mM 
Glicerol                        10 % 
Polyd1-dc                      100 ng/ml (Stock 250 µg/ml) 
NP-40                           0.1% 
Filtrar 

Poliacrilamida 8% + Glicerol 2% (50 ml) 
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2.7. TÉCNICAS BIOQUÍMICAS. 
 

2.7.1. Actividad de β-galactosidasa. 

Una de los genes reporteros utilizados en estudios sobre regulación 

genética, es el gene lacZ que codifica para la enzima β-galactosidasa. El substrato 

de esta enzima es la lactosa, pero también puede actuar sobre análogos de ésta 

molécula, uno de ellos es el cromóforo o-nitrofenil-β-D-galactopiranosido (ONPG), 

cuya hidrólisis puede detectarse mediante una reacción colorimétrica, midiendo 

absorbancia a 420 nm. Para monitorear la actividad de un gen, se pueden 

construir fusiones uniendo la región promotora del gene de interés con la región 

codificante del operón lacZ y midiendo la expresión del gene de interés mediante 

la actividad de la β-galactosidasa (Millar, 1992). 

 

Para calcular la actividad de β-galactosidasa  se usa la fórmula de Miller: 

UM = 1000 (DO 420nm – (1.75 x DO550nm)) / (t x V x DO600nm) 

donde:   t= tiempo de reacción  

             V= volumen de células en suspensión (ml) 

 

La DO420nm mide la absorbancia debida a la hidrólisis de ONPG; mientras que 

la DO550nm mide la dispersión de la luz debida a los restos celulares y la turbidez. 

Para estos experimentos se usó un espectrofotómetro de UV/Visible Ultrospec 

3100 pro (Amersham Pharmacia Biotech). 

 

Procedimiento 

1. Cultivo de la cepa en LB a 37°C en agitación a 200 rpm ON. 
2. Inocular 100 µl del cultivo en 5 ml de LB, 3 matraces por cepa. 
3. Incubar a 37°C a 200 rpm de agitación OD600nm de 0.4. 
4. Agregar:    1 matraz sin nada 

                  1 matraz 200 µM PQ   
                  1 matraz 200 µM SNP 

5. Incubar 60 minutos a 37°C a 200 rpm. 
6. Agregar 40 µg / ml de Cloramfenicol, para inhibir la síntesis de proteínas. 
7. Incubar 5 minutos a temperatura ambiente. 
8. Tomar 1 ml de cada cultivo y centrifugar 5 minutos a 14 000 rpm. 
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9. Resuspender el pellet de células en 1 ml de NaCl al 0.8% frío. 
10. Centrifugar 5 minutos a 14 000 rpm. 
11. Resuspender el pellet de células en 1 ml de Buffer Z con Beta-

mercaptoetanol. 
12. Medir D.O. a 600nm usando como blanco 1 ml de Buffer Z con β-

mercaptoetanol. 
13. Hacer triplicado de cada cepa con lo siguiente: 

30 µl de células + 970 microlitros de Buffer Z con Beta-Mercaptoetanol 
50 µl de células + 950 microlitros de Buffer Z con Beta-Mercaptoetanol 
100 µl de células + 900 microlitros de Buffer Z con Beta-Mercaptoetanol 
Usar 1 ml de Buffer Z con Beta-mercaptoetanol como control. 

14. Agregar 2 gotas de cloroformo (CHCl3) y 2 gotas de SDS al 0.1% con 
una pipeta Pasteur. 

15. Mezclar en vortex el mismo tiempo y velocidad para cada tubo. El tubo 
control se trata de la misma forma. 

16. Incubar 10 minutos a temperatura ambiente. 
17. Agregar 200 µl de ONPG a 0.4 % en intervalos de 15 segundos entre 

tubo y tubo (para controlar el tiempo en cada tubo) y mezclar en vortex el 
mismo tiempo y velocidad para cada tubo. El ONPG es el sustrato de la 
β-galactosidasa que al hidrolizarse por esta enzima, presenta un máximo 
de absorbancia a 420nm. 

18. Incubar a temperatura ambiente de 15 a 20 minutos o hasta observar el 
color amarillo. 

19. Agregar 500 µl de Na2CO3 1M (también a intervalos de 15 segundos 
entre cada tubo) para detener la reacción del ONPG. 

20. Medir la absorbancia a 420 nm y 550 nm (a 550nm se mide la densidad 
celular) de los tubos y usar el control como blanco. Se uso un 
espectrofotómetro de UV/Visible Ultrospec 3100 pro (Amersham 
Pharmacia Biotech). 

21. Calcular las Unidades Miller (cantidad de ONPG hidrolizado por minuto 
por función de densidad óptica). 

Reactivos 
PQ 
SNP 
Cloramfenicol 
NaCl al 0.8% frío 
Buffer Z con Beta-Mercaptoetanol 
Cloroformo 
SDS al 0.1% 
ONPG a 0.4 % 
Na2CO3 1M 
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2.7.2. Ensayos de inhibición de la respiración por NO·. 
 Pare determinar la inhibición de la respiración por NO en una cepa silvestre, 

una mutante hmp y ambas cepas complementadas con el gen vgb (hemoglobina 

de Vitreoscilla) se uso un oxímetro para medir al porcentaje de oxígeno. 

 

Procedimiento 

1. Cultivos de las cepas en LB a 37ºC a 200 rpm ON. 
2. Inocular 50 ml de cada cultivo en 2 litros de LB + antibiótico requerido. 
3. Incubar a 37ºC a 200 rpm hasta una OD600 nm de 0.4-0.6. 
4. Tomar 1.8 ml de los cultivos para medir en el oxímetro. 
5. Agregar diferentes concentraciones de SNP. 
6. Realizar la gráfica. 

 

 

2.8. MÉTODOS BIOINFORMÁTICOS. 
 
2.8.1. Análisis tipo BLAST. 
 Para poder realizar comparaciones de secuencias se hicieron análisis tipo 

BLAST usando la página http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/. 

 

2.8.2. Análisis en GeConT (Gene Context Tool). 
 El programa GeConT (Ciria et al., 2004), fue diseñado para visualizar el 

contexto del genoma de un gen o un grupo de genes y sus ortólogos en todos los 

genomas completamente secuenciados. La información gráfica de GeConT puede 

usarse para analizar la anotación del genoma, la identificación de genes ortólogos 

funcionales o para verificar el contexto genómico de algún grupo de genes con 

propiedades comunes. 
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Abctract Microbial flavohaemoglobins are proteins
with homology to haemoglobins from higher organ-
isms, but clearly linked to nitric oxide (NO) metabo-
lism by bacteria and yeast. ftrnp mutant strains of
several bacteria are hypersensitive to NO and related
compounds and hmp genes are up-regulated by the
presence of NO, The regulatory mechanisms involved
in hmp induction by NO and the superoxide-generat-
ing agent, methyl viologen (paraquat; PQ), are com-
plex, but progressively being resolved. Here we show
for the first time that, in Salmonella enterica serovar
Typhimurium, hmp transcription is increased on expo-
sure to PQ and demonstrate that RamA, a homologue
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of MarA is responsible for most of the hmp paraquat
regulation. In addition we demonstrate NO-dependent
elevation of Salmonella hmp fianscription and Hmp
accumulation. In both Escherichit cali and Salmonella
modest transcriptional repression of hmp is exerted by
the iron responsive transcriptional repressor Fur.
Finally, in contrast to previous reports, we show that in
E. coli and Salmonella, hmp induction by both para-
quat and sodium nitroprusside is further elevated in a

/ur mutant background, indicating that additional reg-
ulators are implicated in this control process,
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Inhoduction

Haemoglobins are defined as haem proteins that bind
oxygen reversibly. Microbial haemoglobins can be clas-
sified into two broad Foups. The ffrst comprises globins
resembling classical myoglobin or haemoglobin as in the
case of Vitreoscllla Vgb (Wakabayashi et al, 1986), or
CampylobacÍer Jejuni Cgb (Elvers et al. 2004). The sec-
ond broad group comprises the chimeric flavohaemo-
proteins, composed of a single polypeptide having both
a single haem and FAD (Wu et al. 2fi)3a, b; Poole and
Hughes 20iX)). These proteins are composed of an N-
terminal domain homologous to vertebrate, plant and
Vitreoscilla globins, and a C-terminal domain with FAD.
and NAD(P)H-binding sites as in proteins of the ferre-
doxin-NADP reductase family (Ermler et al, 1qq5; Ilari
et al, 2m2), Closely related flavohaemoglobins occur in
yeast (Zhu and Riggs 1992; Iwaasa et al, 1992) and
different bacteria (Vasudevan et al, 1991; Cramm et al,

f, Sprtrgrr
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1994; Favey et al. I99-5; Lacelle et al. 1996; Crawford and
Goldberg 1998a, b). On the basis of polymerase chain
reactions experiments (Membrillo-Hernández and
Poole 1997) and of genome sequence projects (http://
www.ligr.org/microbial), related haemoglobins are pre-
dicted to be present in many other bacteria.

A role for microbial globins in protection from NO
stress was first suggested by the observation of a signifi-
cant increase in the transcription of the hmp gere
(encoding the flavohaemoglobin of Escherichia coli) in
response to NO (Poole etal, 1996), This was further
supported by the increased sensitivity to NO-releasing
agents of defined hrnp mutant strains of E. coli (Memb-
rillo-Hernández et al. 1999) and S. typhimurium
(Crawford and Goldberg 1998b). Moreover, purified
Hmp protein has NO dioxygenase or denitrosylase
activity, forming nitrate under aerobic conditions
(Gardner et al, 1998; Hausladen et al. 1998; Hausladen
et al. 2001) and also, with much reduced activity,
reducing NO to NrO under anaerobic conditions (Kim
et al, 1999). These findings strongly suggest that the
main function of flavohaemoglobins is to provide pro-
tection from the toxicity of NO. In fact, Salmonella ent-
erica serovar Typhimurium lrmp-deficienI mutants are
impaired in pathogenicity due to their increased sensi-
tivity to the NO-related killing process exerted by mac-
rophages (Stevanin et al. 2002). Although the role of
several flavohaemoglobins in NO detoxification is now
well established (Frey et al. 2002; Wu et al, 2003a,
2003b; Gardner 2005; Poole 2005), the transcriptional
regulatory mechanisms responsible for NO induction
of hmp genes are still being uncovered.

Two of the most studied flavohaemoglobin genes are
those from E. coli (hereafter hmp n) and S. enterica
serovar Typhimurium (hereafter hmps,). hmpn,
expression is induced l9-fold by NO under aerobic or
anaerobic conditions independently of the SoxRS sys-
tem (Poole et al. 1996). In addition, a L0- to l5-fold
induction was observed when aerobically or anaerobi-
cally grown cells were treated with the iron-chelating
agent 2,2'-dipyridyl suggesting the involvement of an
iron regulatory protein (Poole et al. I996; Anjum et al,
1998). Fnr is a regulator of. hmp p, gene expression but
only under anaerobic conditions (Cruz-Ramos et al,
2002; Poole et al. 1996). Inactivation by nitrosylation of
the Fe-S cluster of Fnr with formation of a dinitrosyl-
iron-+ysteine complex lowers the affinity of binding of
Fnr to the "Fnr box" near the translational start codon
ATG (Cruz-Ramos et al.2tn2;Poole et al, 1996), Thus
repression of. hmp transcription by active Fnr is lifted
in the presence of NO and its congeners. Under
aerobic conditions, and presumably anoxic conditions
also, MetR (a methionine biosynthesis transcriptional

fl spring.,

regulator) activates hmp gene expression in response
to nitrosothiols but not to NO per se (Membrillo-Her-
nández et al. 1998). Other regulators such as RpoS and
IHF, known to affect ftmp expression, apparently are
not involved in the hmpp, induction by NO (Memb-
rillo-Hernández et al. 1996, 1997a). Very recently, the
yjeB QtrR) gene of E. coli has been shown to encode a
NO-sensitive transcriptional regulator of hmp and
other genes known to be involved i¡ nitrosative stress
tolerance (Bodenmiller and Spiro 2fi)6). Interestingly,
hmp n is also strongly induced by methyl viologen
(Paraquat; PQ) independently of the SoxRS system
(Membrillo-Hernández et al, 1997b) but neither its
physiological significance nor the mechanism for tran-
scriptional control have been so far clarified.

In Salmonella, it was reported that hmpt, is regu-
lated by the iron responsive protein Fur (Crawford and
Goldberg 1998a) but the fi(hmp-'lacZ) operon fusion
used is in fact an Q(iroC-'lacZ) fusion (Crawford and
Goldberg 2006), rendering earlier conclusions invalid,
Nevertheless, it has been independently demonstrated
(D'Autreaux et al. 2002) that the Fur protein is directly
inhibited by nitrosylation of the iron and so, in princi-
ple, Fur might act as a transcriptional regulator of. hmp
genes.

In this work, we constructed and analysed Q(hmp-
'lacZ) fusions for both the E, coli and Salmonella pro-
moter regions, Since (a) Fur has not been implicated in
regulation of hmp u" and (b) doubt has been cast on the
Fur regulationof hmps,, we used these fusions to exam-
ine regulation of each promoter in each species, since
both genes respond to NO and the DNA promoter
regions of hmps, and hmp¿, share extensive sequence
identity. Our results demonstrate for the first time that
Fur is a weak repressor of both hmp genes.In addition,
we report on the PQ regulation of the hmps,and report
that RamA, a homologue of MarA in Salmonella is
responsible for most of the /rrnpr, induction by this
redox-cycling agent.

Methods

Bacterial strains, plasmids, media and growth
conditions

Escherichia coli and S. enterica serovst Typhimurium
strains and plasmids used in this study are listed in
Table l. Cells were Brown in rich medium (LB; Miller
1972) supplemented as appropriate with ampicillin
(200 Fg/ml), chloramphenicol (25 pflml), tetracycline
(25 pg/ml) or kanamycin (25 pe/ml). Culture optical
density at 600 nm (apparent A6¡¡) was measured with a
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Tnble I Bacterial strains and plasmids used in this study

Strain or plaamid Relevant genotypc Source or refercnce

Esch¿richla coll
MC4100
JMHO252
JMHl216
JMH1179
JMHI?11
JMH1251
JMHIOS5

F- araDIS9 A,lacUI69 rptLlS0 relA| flb-5301 deoCl ptt Í25
MC41 00, pRS4l5 Q(hmp 6"JacZ)
MC4100, pRS4l5 Q(hmp s,-lacZ)
MC4100 Lfur::kan
JMH1 179, pRS415 ú(hmp alacZ)
JMH I 179, pRS4l 5 rh(hmp t,- Iac Z)
MC4l00 so¡R::c¿r

Michael Casadaban
This etudy
This study
This study
Thie study
This study
Thic study

S, Campoy
Thie rtudy
This study
ATCC
This study
This etudy
Kchres ct al,  (200?)
Crawford and Goldbcrg (l99Ba, h)
van dcr Straatcn et al, (2ffiaa)
van der Straaten et al. (2004b)

Simons ct al.  ( l9l t7)
Thls study
This study

Salmo nella en terica scrovar Typhimurium
JMHl177
JMH1212
JMH1213
JMH1262
JMH1366
JMHI3ó7
JS2I9
MCSzA
TSl
TS2

Placmids
pRS4l5
EHUOl
EHU3O

UAl784,fur::f�lCm
IMHI 177, pRS4l5 rF(hmp ¿"JacZ)
JMHI 177, pRS415 Q(hmp s,-lacZ)
ATCC 14028
ATCC 14028, pRS415 Q(hmps,-IacZ)
ATCC 14028, pRSal5 Q(hmp6"JacZ)
14028 fur4l::kan
14028 hmp::kan
ATCC 14028 AramA::kan
ATCC 14028 Aso¡RSr;lel

IacZYA opcron fusion vector, AmpR
pRS415 Q(hmp¿"-lacZ)
PRS415 6(hmps,-lacZ)

Jenway 6100 spectrophotometer in cells of 10-mm path
Iength after appropriate dilution. Cultures were grown
at 37'C with shaking (200 rpm) ir conical flasks con-
taining about 1/5 of their own volume of medium and
inoculated with 1% of the culture volume using an
overnight culture. Sodium nitroprusside (SNP; Sigma,
St. Louis, MO, USA) (a00 pM) or Methyl Viologen
(Paraquat; PQ; Sigma) (a00 pM) were used as indi-
catcd in the figure legends.

Construction of plasmids EHUf fi(hmp,r:lacZ)
and EHU30 $(hmp r, -' lacZ)

A 400 bp fragment containing the promoter region of
the hmp u, was PCR amplified using oligonucleotides
JMHS hmp ¿, S'-GCTTGAATTCCCGCATCTCCTG
ACTCAGC-3' and IMHShmpuc S'-CCCCGGATCC
ACCAGTAAAGGGATGGTGG-3', and a 401bp
fragment containing the promoter region of the ftflpsr
was PCR amplified using oligonucleotides JMHShmpr,
5' -CGCTGAATTCTCCGCATCTCCTGA-3' and JM
H3hmp s, S'-CGGTGGATCCTCAACCAGCAGGG
G-3'. Both PCR ftagments were digested with EcoRI
and BsmHI and cloned into plasmid pRS415 (Simons
et al. 19t17) digested with rhe same enzymes, Plasmids
bearing transcriptional lacZ fusions were used to trans-
form by electroporation strain MC4100 (Table L), puri-
fied, and subjectcd to DNA sequencing; correct
constructs were introduced by electroporation into

wild-type and mutant strains of E. coli and S. enterica
serovar Typhimurium as indicated in the results
section.

Genetic techniques

Genetic crosses were performed with bacteriophage
Pl"r,-mediated transduction (Miller 1972). Plasmid
DNA was isolated with the QIAGEN QIAprep kit
(Valencia CA), DNA fragments were isolated from
1% agarose gels with the QIAGEN QlAquick kit,
Transformation of bacteria with plasmid DNA was
done by electroporation, Restriction enzymes and T4
DNA ligase were from New England Biol-abs, Inc,
(Beverly, MA, USA) or Invitrogen (Carlsbad, CA,
USA). DNA polymerase (Pfu) was from Stratagene
(La Jolla, CA, USA).

p-Galactosidase assays

p-Galactosidase activity was measured as described by
Miller (1972) and Giacomini et al. (1992). Assays were
carried out at room temperature (around 25"C). Cell
pellets were suspended in 2,5 to 4 ml of Z buffer (Miller
1972) and stored on ice. p-Galactosidase activity in
CHCI3- and sodium dodecyl sulfate-permeabilised cells
was measured by monitoring the hydrolysis of a-nitro-
phenyl-p-D-galactopyranoside. Activities are expressed
in terms of the OD600 of cell suspensions by the formula

fl Sprtngcr
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of Miller (1972). Each culture was assayed in triplicate;
results were confirmed in at least two or three indepen-
dent experiments.

Northern blot analyses

Total RNA was extracted from exponentially growing
cultures (0.5 OD600n-) of. Salmonella or E. coli using a
modified version of the hot-phenol protocol (Aiba
et al. l98I), SNP or PQ was added prior to RNA
extraction as indicated in Fig.4. Quantification of
RNA was performed in an Amersham UV spcctropho-
tometer at 260 nm. Samples (30 pg) with a 260/280 nm
ratio of 1.8 or higher were loaded into a 1% agarose gel
containing 20 mM guanidinium thiocyanate as previ-
ously reported (Goda et al. 1995; Membrillo-Hernán-
dez et al. 1999), Electrophoresis was run at 8 V/cm for
2.5 h, The ECL Hybridization system (Amersham,
Uppsala, Sweden) was used for Northern blot analyses
using PCR-generated hnp DNA fragments from E,
coli or Salmonella as probes,

Western blot analysis

For the immunoblotting experiments, S. enterica clul-
tures were grown under the same conditions used for
the RNA assays; cells were harvested, disrupted by
sonication and cell debris was removed by centrifuga'
tion, The crude extract was centrifuged at 160,000 x g
for t h and the supernatant (soluble extract) was
decanted. Total soluble protein was determined
according to the method of Bradford (Bradford 1976)
using BSA for standardization. Each protein sample
was separated by SDS-PAGE and transferred to

nitrocellulose membranes overnight at 11 mA. The
membrane was incubated with rabbit polyclonal antise-
rum raised against E. coli Hmp protein (Stevanin et al.
2{il2), then with rabbit monoclonal oecondary anti-
body. Detection was done with the ÉCL chemilumi-
nescence system (Amersham).

Results and dlscussion

DNA sequence similarity between E. coli
and S, enferlc¿r serovar Typhimurium
gly A-hmp intergenic regions

Alignment of the E. coli and S, glyA-hmp intergenic
DNA sequences reveals 77% identity between the two
regulatory sequences (Fig. 1) and clear conservation in
the regulatory regions (Schwartz et al. 2000), Regula-
tion within the intergenic glyA-hmp region in E. coli
and Salmonella is complex and several transcriptional
regulators such as MetR, PurR and recently CsgD are
known to be involved in gty,4 and hmp expression
(Chirwa and Herrington 2004; Koskenkorva et al.
2006). Importantly, both the E. coli and Salmonella
hmp genes are strongly up-regulated by NO (Poole
et al. 1996; Poole 2ffi5),

In Salmonella, the iron-uptake regulator protein Fur
was previously implicated in the NO-regulation of
hmp5, (Crawford and Goldberg 19984, b) but the
fusion described in that work is now known not to
report hmp fianscription (Crawford and Goldberg
2006). Nevertheless, independently D'Autreaux et al.
(2002) have described a slight efrect of Fur on hmp tratu
scription n E. coli (unpublished, cited in D'Autreaux
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hmp6" tranccrlptional start ¡itc is shown by air arrow. The hmp¿"
Pribnow - l0 and the - 35 boxea are indicatcd
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et al. 20112), evident as a twofold induction in a fur
mutant. The transcriptional start site fot hmp5, has yet
to be determined but, due to 100% identity with the
experimentally determined - 35 (TTIACA) and - 10
(TATAAg) boxes of hmp¿,, it is likely that both lrmp
transcripts start at the G located at position - 38 bp
upstream from the translational start codon ATG
(Fig. 1). Interestingly, a very recent and independent in
silico study using theBacterial PROMoter prediction
program BPROM (http://www.softtret'ry.com) arrived
at the same conclusion (Koskenkorva et al. 200fi).
Examination of the putative Fur box in Salmonella
showed a l0 out of 19 match with the bacterial Fur box,
whereas the E, coli Fur box displayed a 7 out of 19
match (Baichoo and Helmann 2002; Lavrrar and McIn-
tosh 2tX)3). In the hmpe, gene, the Fur box overlaps
with the experimentally determined transcriptional
start site (Fig. 1; Membrillo-Hernández et al. 1997a)'

p-Galactosidase activity of. fi(hmp u, -' IacZ)
and O(lrmp5,:lacZ) transcriptional fusions tn E. coli

The DNA sequence analysis of the regulatory regions
of both hmp genes led us to think that, notwithstanding
the lack of evidence from the transcriptional fusion of
hmps,, (Crawford and Goldberg 1998a, 2006), both this
and the E. coll gene might be regulated by the NO-sen-
sitivity of Fur (D'Autreaux et al. 2iil2), To test this
idea, we constructed two plasmid-borne fi(hmp-'lacZ)
transcriptional fusions in order to monitor hmp ¿, or
ftrnp5, transcriptional activity (see Methods). Both
fusions carry the entire intergenic g/yá-hrnp DNA
region (Fig. l). We used pRS415 as plasmid vector,
since it is able to replicate in both Sulmonella and

Flg.2 p-Galactoeidaee activ-
ity of O(lrmp* :lacZ) snd
Q(hmps, -'lacZ) conetructe in
wild type and /ur derivative E,
coli strains. Pla¡mide EHUI
and EHU30 wcrc trans-
formed lnto wild type (r, b) or
into an lsogenlc/ar mutant
strain (c, d), Culturce wcrc

Srown to the mid-cxponcntial
phase and then treated fo¡
45 min with SNP (eodium
nitroprusside, 200 FM; á/ack
bs¡s), PQ (Methyl Viologen,
200 ¡rM;grey bars) or lcft
untreated (emply bars),
p-Galactocidacc activlty levels
are expressed as Mil ler Units
(Miller 1972). Standard devia-
tions of four different experi-
ment3 arc ahown

E. coli (Simons et al. I9B7), Each fusion-bearing plas-
mid was transformed first into E. coli strain MC4100
(Table 1) and the fl-galactosidase activity levels were
determined in exponentially growing cultures' Basal
levels of hmp5, expression (Fig.2b) were five-fold
higher than those of. hmp u, (Fig. 2a). Addition of the
nitrosating agent (NO+ donor), sodium nitroprusside
(SNP; 200 pM), resulted in a seven- and threefold
induction in the expression levels of. hmp ¿, and hmp5,,
respectively (Fig.2a, b), These data are in good agree-
ment with previous results using a monolysogen in E'
coli (Poole et al, 1996; Membrillo-Hernández et al'
1997a, b),

The superoxide-generating flgent methyl viologen
(paraquat, PQ) was found to be a potent inducer of
hmp¿, expression (Membrillo-Hernández et al. 1997b;
Pomposiello etal,2001). Interestingly hmPe, was the
flrst gene reported to be induced by PQ i¡ the absence
of the two-component global regulatory system SoxRS
(Membrillo-Hernández et al. 1997b; see later). How-
ever, no data on the effect ofPQ on hmp*Eefle expres-
sion have been reported, We therefore determined the

B-galactosidase activity levels of the same E' coli
strains carrying the E. coli or Salmonella Ú(hmp''lacZ)
fusion in the presence of PQ. As shown in Fig 24, addi-
tion of PQ caused a three- to fourfold induction of
hmp n, expression, confirming our earlier results
(Membrillo-Hernández et al. 1997b). Interestingly, the
hmpr,gene expression was also induced 1.S-fold by PQ
(Fig. 2b). Taken together, these results indicate that, in
an E. coli genetic background, hmps,it induced by SNP
and PQ and that its promoter is stronger than that of
hmp ¿,, whether in untreated cells or cells challenged
with SNP or PQ.
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To test whether or not the E. coli Fur protein could
regulate hmp n, and/or hmpr,in response to NO or PQ,
we transformed a fur:;kan mutant E. coli strain
(Table l) with the fusion-carrying plasmids and deter-
mined p-galactosidase activities, As shown in Fig, 2c,
the Iack of ¡trr caused a three- to fourfold increase in
the ú(hmp Ec:lacZ) activity Ievels suggesting a role for
Fur in hmpn, repression. When the Q(hmpr, -'lacZ)
fusion was tested (Fig.2d), no significant changes
relative to the wild-type background (Fig. 2b) were
observed in untreated cells. Addition of SNP in the
fur::kan background resulted in a 6-fold induction in
the hmp", transcriptional activity levels (but a Z5-fold
induction when compared to the wild-type levels of
expression) (Fig. 2d). [n the case of hmpsu a fivefold
induction was observed with SNP (slightly higher than
the magnitude observed for the wild type strain).
Treatment with PQ in the/zr::kan background resulted
in a twofold induction for hmp u, (Fig. 2c, displaying
higher levels of expression than those exhibited in a
wild type strain) and a lower (l.Z.fold) induction for
hmpr,(Fig.2d) These results indicate that, in an E. coli
genetic background, Fur is a weak repressor of both
hmp genes.

B-Galactosidase activity of $(hmp u, -'lacZ)
and O(hrnps, -' IacZ) transcriptional fusions
in S. enterica serovar Typhimurium

To explore the transcriptional activity of both ftzp
genes in Salmonella, fusion-carrying plasmids were

transformed into Salmonella wtld type strain 14028
(see Methocls; Table 1) and the P-galactosidase activ-
ity levels were determined. As shown in Fig,3, similar
low levels of basal expression were observed for both
hmp genes. Likewise, a similar magnitude of induction
was detected when SNP was added to exponentially
growing cultures (about sevenfold; Fig.3a, b). When
PQ was added to the plasmid.carrying strains, a
greater induction of both hmp genes was observed
(seven- to eightfold increase; Fig. 3b) than that seen in
E. coli.

To test whether the Salmonella Flr protein was the
primary transcriptional regulator responsible for the
hmpg and hmpn, gene expression in the presence of
SNP or PQ, both Q(hmp-'lacZ) constructs wcre trans-
formed into a,S¿/rnonella fur'.:cat mutant strain. Unex-
pectedly, the basal level of expression of ftmp5, was
only twofold higher (Fig.3c) than that observed in the
wild type strain (Fig. 3a). In a similar way, the levels of
expression of hmp u, in a Salmonella fur genetic back-
ground were about twofold higher when compared to
those of the wild type strain (Fig.3d). Both O(lrrnp-
'/acZ) fusions were still induced by SNP (about sixfold)
and PQ (two- to threefold, Figs. -1c, d). Taken together,
these findings strongly suggest thas Salmonel/¿ bears all
the genetic elements needed for eliciting hmps, or
hmp z, induction in the presence of PQ or SNP, In addi-
tion, the hmp-lacZ expression seems not to be influ-
enced by Fur in the absence and presence of PQ and is
only süghtly repressed by Fur in the presence of SNP in
E. coli and Salmonel/a (Figs, 2b, d; 3a, c),
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FIg. 3 p-Oalacto¡idase activity of. fi(hmp 6" ilacZ) and {D(hmp,, -
'/acZ) construcu in wild typc and diffcrcnt mutant Salmonella
strainc. Plasmide EHUl and EHU30 were rransfomed into wild
typc (r, b) or into an isogenlc fur (c, d) or ramA (e, f¡ mutant
strains. Cultures wcrÉ grown up to thE mid exponential phase and
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then treated for 45 min wtth SNP (eodlum nitropruecidc,200 ¡rM;
black bars), PQ (Mcthyl viologen, 200 pM; grey bars) or left un-
trcatcd (empry bars), p-Galactocid¡ee activity levcls arc cx-
pressed ac Miller Unlu (Mtllcr l 9?2). Standard dcviation¡ of four
diffctcnt cxpcrimcnts arc chowfl
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Northern blot analyses of hmp u, and hnpr, gene
expression

It is widely accepted that the use of gene fusions may not
reflect the transcriptional actiüty of a studied gene (Gia-

comini et al. 1992; Pessi et al, 2001). To vaüdate our
results described above. we carried out Northern blot
analyses using RNA extracted from E coli or Salmo-
nella wild type and difrerent mutant strains under the
same experimental culture conditions. The loading of
RNA samples was quantified and standardized in all
comparisons (see left-hand set of images in each of
Fig. 4a, b). In a wild type E. coli strain, the hmp e"
mRNA transcript could not be detected by Northern
blot analysis unless the culture was treated with PQ or
SNP where strong hybridization signals were observed
(Fig, aa). Densitometry analysis revealed that there was
a 6- or l5-fold increase ín hmp transcription in the pres-
ence of PQ or SNP, respectively. These results are simi-
Iar to previous Northern blot analyses of. fhe hmp ¿,gene
in cultures treated with SNP (Membrillo-Hernández
et al, 1999). A ¡fur mutation did not result in a detectable
increase in hmp u, expression in the absence of stressors,
but the magnitudes of induction by PQ (lÉfold) and
SNP (Z8-fold) were considerably higher than those
observed in a wild type strain, These results confirmed
our data obtained with a plasmid-borne Q(hmp-'IacZ)
gene fusion (Fig.2). When RNA from a wild type Sa/-
monella strain was used, again, no detectable signal for
the hmps, transcript was observed in untreated cultures,
The failure to obserue clear up"regulation n a fur
mutant in the absence of external stressors, is consistent
with the following: 1.) hmps, was not identified as a

Fur-regulated gene in S. enterica serovar Typhimurium
in wo different Benome wide studies (Tsoüs et al' 1995;
Bjarnason et al. 2003), and 2) hmpz, was not found
among the relevant Fur-regulated genes in parallel
genomic studies (McHugh et al, 2003). Addition of PQ
or SNP elicited a 9- or 2O-fold increment in the signal,
respecüvely (Fig, ab). In a lur mutant, the hmps, tran-
script was still undetectable in untreated cultures and a
strong induction was observed when PQ (lZ-fold) or
SNP (Z0-fold) was added (Fig. ab). These results provide
additional molecular evidence suggesting that Fur is not
the only regulator of hmpt,in the presence of NO or PQ,

Using an fi(hmp¡, :IacZ) monolysogen fusion, the
global regulatory system SoxRS was previously shown
not to be involved in the induction of hmpnn by PQ
(Membrillo-Hernández et al. 1997b). To determine
whether or not regulation O(hmpr,:IacZ) fusion (Fig' 2)
was dependent on the SoxRS system, we canied out
Northern blot experiments in E. coli ot Salmonell¿ soxR
mutant strains. In both csses. we observed an increase in
hntp mRNA amounts in the presence of PQ or SNP
(Fig. a). Taken together these results confirmed that
both hmpp, and hmps, a¡e induced by PQ in a SoxRS-
independent manner. To date the transcriptional regula-
tory factors involved 

'tn 
hmp¿, regulation by PQ are not

known but Salmonell¿ has all the transcriptional ele-
ments required for the induction of both lrrnp genes sug-
gesting the presence of parallel regulatory circuits'

Western blot analyses of Hmps,

To determine if. a fur mutation affects the synthesis of
Hmp protein in S. enterica serovar Typhimurium we

Etc|¡pl¡k,lú mII
FQ 8NP

Fl¡.4 Northern blot cxprcecion analyses of hmpu" and ftmp5, in
diffcrcnt genetic backgrounds undcr dlfferent culture conditions.
Exponentially growing E. coli (a) or Salmonelln enterica serov&r
Typhimurium (b) wild type (wt),.¡fu r, s ox R, or ramA strains cultureg
wcrc trcatcd wlth 200 ¡rM methyl üologcn (PQ), 200 ¡rM sodium

nitroprussidc (SNP) or left unt¡catcd for 45 mln. RNA was thcn
extracted and cubjcctcd to Northern hybridizatlon analysis using
the hmp BÉquencco of. Salmonella (r) or E. coli (b) as probcs. Thc
RNA loading control (ethidium bromidc stained agarose gcl) is
ehown on the left hand side of cvery autoradiograph
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carried out Western immunoblot analysis of different
strains. As shown in Fig. 5, a clear induction in the
amount of Hmp was observed when wild type cells
(strain 14028) were treated with SNP (200 ¡rM). Inter-
estingly, a /zr mutant (JS129) exhibited a similar pat-
tern of expression to that of the wild type strain. The
apparent discrepancy between the gene fusion experi-
ments (Fig,.5) and the immunoblotting assay is proba-
bly the result of protein turnover: we have
demonstrated recently (Wu et al, 2ffi4) that purified
Hmp when incubated with oxygen and NADH but in
the absence of NO, rapidly getrerates superoxide and
peroxide leading to Hmp decay and iron release.

Role of RamA in the regulation of ftrnp5, by PQ

Salmonella enterica serovar Typhimurium possesses, in
addition to the SoxRJS system, a second transcriptional
activator, RamA which is located at about 13.1 min on
the Salmonel/¿ chromosome, which also responds to
oxidative stress, specifically to superoxide (van der
Straaten et al. 2004a, h: Yassien et al. 2til2). The ramA
gene appears to be specific for Salmonel/a serovars and
is absent in many other gram-negative microorganisms;
a notable exception is Rlebsiella pneumoniae (van der
Straaten et al, 2004a). Indeed, when overexpressed,
ramA confers menadione and PQ resistance and also a
multi-drug resistance phenotype (MDR;van der Straa.
ten et al. 2004b1 Yassien et al, 2002). To determine
whether or not RamA was involved in the PQ regula-
tion of hmps, we carried out Northern Blot analyses
using RNA extracted from Salmonella wlJd type and
ra¡ru 

 

mutant strains from untreated and treated cul-
tures with PQ and SNP. As shown in Fig. 4, a ramA
mutant strain displayed a weak signal when treated with
PQ (1.5 to Z-fold induction) but a strong induction
when treated with SNP (21-fold induced). These results
strongly suggest that RamA is involved in the induction
of hmpr, by PQ but not in the SNP regulation.

Sbrln fi""'# - *" 
*

Flg.5 Western blot analysis of thc Hmp protein in cell exrracts
from cultures grown acrobically in the absence or prcecncc of
SNP. S. entertua etr¡lns 14028, MCS38, JS129 and MCS2A wc¡c
grown aeroblcrlly to carly cxponential phase. For trearcd (+) cul-
turÉe, 200 uM SNP was added and culturce were incubated for r
further 45 min. Cell-frcc cxtr&cts were prepared and Hmp was
dctcctcd ucing Wostern blott ing
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To further explore this phenomenon, both fi(hmp-
'/acZ) constructs were transformed into a Salmonella
ramA::kan mutant strain. The basal levels of expres-
sion of hmpsras well as of hmp¿rwere lower than thcir
corresponding wild type strains (Fig.3e, f), Remark-
ably, both $(hmp-'lacZ) fusions were not as heavily
induced by SNP as in the wild type strain (approxi-
mately 20% less Fig.3e, f). The most aflected regula-
tion was clearly the induction by PQ where more than
80% of the induction was lost. Taken togerher, rhese
findings strongly suggest that RamA contributes to the
regulation of. hmps, by PQ.

Interestingly, it has been demonstrated that due to
its high similarity with MarA and SoxS, RamA can rec-
ognise "Sox boxes" (Li and Demple 1996; Martin and
Rosner 2002; Yassien et al. 2002); however it is still
unclear if the three transcriptional regulators (MarA,
SoxS and RamA) have common promoter targets. It is
important to note that the Sox box is very relaxed
(AYNGCACNNWNNRYYAAAYN where R=A or
G, W=A or T, Y=C or T and N=f,try base; Martin and
Rosner 2002) and the DNA sequence that is recogni-
sed by RamA is still unknown.

Gene context analysis of different hmp genes

We reasoned that the neighbours of difrerent ftrnp
genes could provide us with a clue to their regulation.
We therefore used the novel web interface GeConT
(GeneContextTool; Ciria et al. 200a) to analyse the
regulatory $equences and the neighbour ORFs of all
flavohaemoglobin genes ("hmp genes"). Four different
classes of genetic arrangements could be easily distin-
guished (Fig. 6). At least one class (Class II in Fig. ó) of
hmp genes seems to have preserved a transcriptional
regulator in their vicinity in a typical gene-regulator
arrangement. All these regulatory genes encode for a
member of the da-dependent family of regulators (Xu
and Hoover 2001), It was recently reported that a
member of this family (NorR, formerly known as
YgaA) tn E. coli is responsible for the induction of the
norWV operon (encoding a flavorubredoxin, diver-
gently transcribed from norR) in response to NO
(Hutchings et al. 2002; Gardner et al, 2003; daCosta
et al. 2003). Thus, NorR is a transcriptional activator
protein that responds to NO and it is tempting to sug-
gest that the NorR-orthologues located upstream and
divergently transcribed from their corresponding hmp
genes in Vibrio cholerae, V. parahemolyticus, V. vulnifi-
cus, Pseudomonas putida, P. aeruginosa, A¿otobacter
v inelandii, B urk ho lderia fungorum and B urkho lder ia,
sp. are indeed their No-responding regulators (Fig. ó).
A different class of lrzp genes (I) comprises those haüng
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Flg.6 GeneConT analysls of
different hmp genes. DNA ae-
qucncce form different ftrnp
Benes were analysed and thcir
ncighbouring gcncs idcntifi ed
uoing the GenConT Web
interface (http://www.ibt. un-
nm.mx/biocorn puto/gc-
cont.html). Fou¡ classes of
neighbourlng genes wcrc
idcnti f icd, Gencs¡I and ¡2
(class IV) cncodc for a hypo-
thctical protein involved in
bacterlal ccll divieion and for a
hypothctical transport proteln
respectively, both of unknown
function
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6/y,4 as a divergently transcribed neighbouring gene. It
is noteworthy that, in addition to E. coli and S. enterica,
a similar arrangement is found ín Shigella flexneri, E.
coli OH757, Erwinia carotovora and 5. typhi (Fig.6).
Within Class I are hmp genes from two different Y¿r-
sinia pestis strains having glyA as a neighbouring gene
but, in these two cases, ar insertion event apparently
took place in the g/y,A-hrnp intergenic regions suggest-
ing that the regulatory region of. hmp in Ye¡sini¿ is
evolving away from g/y-4 control. An intermediate case
ís the hmp gene of Photorhabdus luminesce¿s in Class I
where the glyA-hmp intergenic region is shorter than
that of Yersinia but larger than that of. E. coli. A unique
example is the case of Sinorhizoblum melilori (Class
III) where the hmp gene is located in an operon-like
arrangement with the nitric oxide-related nosYVX
operon (Fig.6) suggesting a potential role in nitrogen
metabolism, The significance of other neighbouring
genes such as ldhA in the case of Staphylococcus
aureus, pelAB in E, chrysanthemi or uvrD in XiIeIIa
fastidiosa (all categorized here as Class IV) is yet to be
determined. It seems likely that some flavohaemoglo.
bin genes are regulated by NorR,like transcriptional
activator factors and that the complex and fine regula-
tion of hmp fianscription is still incompletely under-
stood. No RamA homologues (from the family of
AraCD(ylS transcriptional regulators) were found in
the vicinity of any hmp gene analysed.

Concluelonc

Our results demonstrate for the first time that Fur is a
weak repressor of both hmpu, and hmps, genes and
that PQ regulation of. the hmpr, is mainly mediated by
RamA. It is important to note that the transcriptional

' r¡itrril't 1fl .{ ¡¡lrf¡¡{¡.r

regulation of. hmp by PQ in E. coli is still obscure as
RamA is not present in the E. coli chromosome. Work
is in progress to elucidate the regulatory mechanisms
concerning PQ regulation of the flavohaemoglobin
gene hmp t, and to determine whether or not RamA
interacts directly with the hmp promoter region,
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3.1. RESULTADOS ADICIONALES AL ARTÍCULO. 
 
3.1.1. Análisis de la unión de la proteína Fur de E. coli a la región intergénica 
glyA-hmp de E. coli y Salmonella. 
 En el articulo Hernández-Urzúa et al. 2006, una de las conclusiones fue 

que, la proteína Fur participa como un regulador negativo en la expresión del gen 

hmp. Además anteriormente D’Autréaux y colaboradores (2002) habían 

demostraron que Fur se inactiva por la presencia de NO·. 

 

 Para poder determinar si Fur se une a las secuencias intergénicas glyA-

hmp de E. coli y Salmonella se realizaron ensayos electroforéticos de retardo de 

bandas (ver Material y Métodos). Las secuencias intergénicas glyA-hmp de E. coli 

o Salmonella se usaron como sondas para ser incubadas con la proteína Fur de E. 

coli, purificada a partir de cultivos de una cepa que sobreexpresa el gen fur bajo 

un promotor de la polimerasa del fago T7. 

 

 Para la purificación de la proteína Fur se utilizó el plásmido pET3a-fur, 

donado por la Dra. Jung-Hye Roe (Lee et al., 2003) de la Universidad de Seul, 

Corea del Sur. Este plásmido tiene clonado el gen fur bajo un promotor T7, para 

que este gen se exprese se debe de inducir la RNA polimerasa T7, que en la cepa 

BL21 esta bajo el promotor trc y es inducida por la presencia de IPTG. Realizando 

cultivos de la cepa JMH1255 en presencia de 1 mM de IPTG se logró 

sobreexpresar a la proteína Fur de aproximadamente 14 kDa (Figura 3). La 

purificación de esta proteína se realizó mediante el Kit Ni-NTA Spin de QIAGEN 

(ver Material y Métodos, Figura 4A). 

 

 Las sondas de DNA de la región intergénica glyA-hmp (Figura 4B) de E. coli 

y Salmonella se obtuvieron mediante PCR usando los oligonucleótidos HMP1 y 

HMP2 para E. coli y HMP1St y HMP2St para Salmonella (ver secuencia en Tabla 

6). Se usó una mezcla de dNTP’s conteniendo αCTP [32P] para marcar las 

secuencias de DNA. En la región intergénica glyA-hmp la secuencia de unión de la 
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proteína Fur (Fur box) se encuentra entre las bases -23 a -41 hacia el extremo 5’ 

al sitio de inicio de la traducción, esta secuencia empalma con la secuencia de 

unión de Fnr (Fnr box), otro factor transcripcional involucrado en el expresión del 

gen hmp bajo condiciones anaeróbicas, además obstruye el sitio de unión a la 

transcripción (Ver Figura 1 del articulo Hernández-Urzúa et al., 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Sobreexpresión de la proteína Fur de Escherichia coli. 
Se realizaron cultivos de la cepa JMH1255 en ausencia y presencia de 1 mM de 
IPTG. En geles de poliacrilamida-SDS al 15% teñido con una solución de Azul de 
Coomassie se observó la sobreexpreión de Fur. 

 

 Los ensayos electroforéticos de retardo de bandas (ver Material y Métodos) 

se realizaron incubando diferentes concentraciones de la proteína Fur purificada, 

la cual fue reconstituida agregando ditionita, con las sondas de DNA. Para poder 

observar los complejos DNA-Proteína se realizaron geles de poliacrilamida al 8% 

suplementados con 2% de glicerol (Figura 4C). 

 

 Los resultados de estos ensayos (Figura 4C) indicaron que en presencia de 

cantidades crecientes de la proteína Fur se forma un complejo DNA-Proteína, con 

la sonda hmp E. coli y la sonda hmp Salmonella. Esto demostró que la proteína 

Fur de E. coli es capaz de unirse a la secuencia intergénica glyA-hmp de E. coli y 

además a la de Salmonella. Además Fur se une al DNA, para regular la 

transcripción del gen hmp de E. coli, aún con 7 pares de bases de las 19 del 
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consenso de unión de Fur, por lo tanto las diferencias que presenta la secuencia 

Fur box de E. coli y Salmonella no son importantes para este reconocimiento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Ensayo electroforético de retardo de bandas. 
A. Purificación de la proteína Fur. Gel de poliacrilamida-SDS al 15%. B. Esquema 
de la sonda de DNA utilizada en estos ensayos. C. Imágenes de las placas 
autoradiográficas de los geles de poliacrilamida al 8% suplemetados con 2% de 
glicerol donde se muestran los complejos DNA-Proteína. 
 

3.1.2. Análisis de la secuencia de las proteínas Fur de E. coli y Salmonella. 
 Los resultados anteriores de ensayos electroforéticos de retardo de bandas 

demostraron que la proteína Fur de E. coli también reconoce la secuencia del 

promotor de hmp de Salmonella. Adicionalmente se realizó un análisis de la 

secuencia de aminoácidos de las proteínas Fur de E. coli y Salmonella (Figura 5).  

 

 Se ha demostrado que el dominio N-terminal de la proteína Fur es el que 

reconoce al DNA, mientras que el dominio C-terminal es el encargado de la 

dimerización de la proteína. Los resultados de este análisis nos indican que estas 

dos proteínas presentan un 97% de identidad, solo hay diferencias en los últimos 5 
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aminoácidos que se encuentran en el dominio C-terminal encargado de la 

dimerización de Fur. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Alineamiento de la secuencia peptídica de Fur de Escherichia coli y 
Salmonella enterica serovar Typhimurium. 

 

3.1.3. Conclusiones y Perspectivas. 
 Los resultados publicados en el articulo Hernández-Urzúa et al. (2006) junto 

con estos resultados adicionales, demuestran que la proteína Fur funciona como 

un represor de la expresión del gen hmp de E. coli y de Salmonella. Además por 

los resultados obtenidos de los ensayos electroforéticos de retardo de bandas, 

este activador se une a la secuencia promotora del gen, muy probablemente en la 

secuencia identificada como la Fur box. Estos resultados demuestran que en 

ambas bacterias la regulación del gen hmp es muy similar, inclusive los factores 

transcripcionales involucrados en la regulación de este gen funcionan de manera 

similar, como el mecanismo que involucra al regulador NsrR recientemente 

reportado en E. coli (Bodenmiller y Spiro, 2006) y en Salmonella (Bang et al., 

2006). 

 

 En este trabajo también se demostró que en Salmonella la regulación de 

hmp por la presencia de PQ se encuentra principalmente mediada por la proteína 

RamA, codificada por gen ramA que ha sido identificado como un gen de 

resistencia a multidrogas en Klebsiella pneumoniae, Salmonella enterica serovar 
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Paratyphi y Enterobacter aerogenes (George et al., 1995; Yassien et al., 2002; van 

der Straaten et al., 2004a y 2004b; Chollet et al., 2004). Esta proteína pertenece a 

la familia de reguladores transcripcionales tipo AraC junto con MarA y SoxS, pero 

RamA solo se ha encontrado en el género Salmonella (van der Straaten et al., 

2004b) y en Klebsiella pneumoniae (George et al., 1995). Se ha demostrado que 

RamA se une a la región promotora de algunos genes que pertenecen al regulón 

SoxRS reconociendo la secuencia de unión de SoxS (Yassien et al., 2002), sin 

embargo experimentos realizados por Membrillo-Hernández y colaboradores han 

demostrado que hmp no es parte del regulón, ya que en ausencia de soxR o soxS 

el gen se induce por la presencia de PQ o SNP (Membrillo-Hernández et al., 1997; 

Pomposiello et al., 2001). 

 

 Aún se desconoce si en E. coli existe un factor transcripcional involucrado 

en la regulación de la expresión del gen hmp solo por la presencia de superóxido, 

pero hay que tomar en cuenta que en este trabajo se obtuvo evidencia que en 

ausencia del gen ramA en el fondo genético de Salmonella la expresión de la 

fusión Φ(hmpEc-‘lacZ) disminuye en presencia de PQ, similar a la fusión Φ(hmpSt-

‘lacZ), lo que sugiere que posiblemente exista un mecanismo similar al de RamA 

en Salmonella, auque aún no sabemos el papel de RamA en la regulación de este 

gen. 

 

 Una vez determinado que RamA está involucrada en la expresión de hmp 

en Salmonella en respuesta al PQ, hay que determinar si su efecto es directo, es 

decir si reconoce una secuencia específica en la región reguladora del gen hmp, o 

si es indirecto, tal vez regulando la transcripción de otro gen que codifique para 

una proteína involucrada en la regulación de hmp. Para determinar el papel de 

RamA en la regulación de hmp una perspectiva es llevar a cabo la clonación ramA 

y sobreexpresión de la proteína, para poder hacer su purificación y realizar 

ensayos electroforéticos de retardo de bandas usando la proteína RamA y la 

secuencia de la región reguladora de hmp. 
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3.2. ANALISIS DE LA EXPRESIÓN DEL GEN hmp DE Escherichia coli POR 
PQ Y SNP. 

 
3.2.1. Razonamiento. 
 Se ha demostrado que la expresión del gen hmp (flavohemoglobina) de E. 

coli y de otros microorganismos, es inducido por la presencia de NO· gas, agentes 

liberadores de NO· como SNP y por PQ en ausencia del sistema SoxRS, 

involucrado en la respuesta al estrés oxidativo por la presencia de superóxido y 

óxido nítrico (Poole et al., 1996, Membrillo-Hernández et al., 1997, 1998, 1999; 

Pomposiello et al., 2001). Además se ha observado por ensayos de expresión 

global, que hmp es uno de los genes que se expresa mayoritariamente por la 

presencia de SNP, GSNO y NO· en E. coli (Mukhopadhyay et al., 2004; Justino et 

al., 2005), en Bacillus subtilis (Moore et al., 2004) y Pseudomonas aeroginosa 

(Firoved et al., 2004). 

 

 El objetivo de este trabajo fue la caracterización de la regulación del gen 

hmp por la presencia de PQ o SNP. Recientemente se publicó que la proteína 

NsrR es un represor de la expresión de hmp en E. coli, sin embargo aún se 

desconoce el mecanismo por el cual esta proteína percibe la presencia de NO· 

(Bodenmiller y Spiro, 2006). En Salmonella enterica serovar Typhimurium (Bang et 

al., 2006) y en Bacillus subtilis (Nakano et al., 2006) existe un mecanismo similar 

involucrando al mismo regulador. 

 

 A pesar de que se han descrito algunos factores transcripcionales 

involucrados en la regulación de hmp por la presencia de SNP, aún se desconoce 

si estos factores, como NsrR, están involucrados en la inducción de la expresión 

del gen por la presencia de PQ. Resultados obtenidos en el laboratorio nos indican 

que la inducción de la expresión del gen hmp responde diferente a la presencia de 

PQ o SNP. Por lo tanto es posible que exista algún otro factor involucrado en la 

regulación por la presencia de PQ. 
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3.2.2. Expresión de la Φ(hmp-‘lacZ) en presencia de PQ o SNP. 

Usando una cepa merodiploide (RKP2178) con la fusión Φ(hmp-‘lacZ) se 

cuantificó la actividad de β-galactosidasa. Se realizaron cultivos en LB en fase 

exponencial bajo condiciones aeróbicas, en presencia de 200 µM de PQ o SNP 

por 45 minutos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Actividad de β-galactosidasa de la fusión Φ(hmp-‘lacZ). 
Se cuantificó la actividad de β-galactosidasa en la presencia de 200 µM de PQ o 
SNP por 45 minutos. 

 

Como se ha reportado en artículos anteriores la fusión Φ(hmp-‘lacZ) es 

inducida bajo condiciones aeróbicas alrededor de 5 veces por la presencia de PQ 

y alrededor de 10 veces por la presencia de SNP (Figura 6) (Poole et al., 1996; 

Membrillo-Hernández et al., 1997, 1998, 1999). 

 

3.2.3. Búsqueda de mutantes afectadas en la expresión de la fusión Φ(hmp-

‘lacZ) por transposición. 
Para buscar algún factor transcripcional involucrado en la regulación del 

gen hmp, la estrategia experimental utilizada fue la obtención colonias mutantes 

afectadas en la expresión de la fusión Φ(hmp-‘lacZ). Se realizó mutagénesis al 

azar mediada por la inserción de transposones, utilizando una cepa merodiploide. 

Se seleccionaron colonias mutantes con la expresión de la fusión modificada. 
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Inicialmente la mutagénesis al azar se realizó usando bacteriófagos como 

vehículo de entrega de los minitransposones miniTn10 y miniTn5 (ver Material y 

Métodos), con resistencia a tetraciclina y kanamicina respectivamente. Las 

colonias mutantes fueron seleccionadas en medios sólidos de LB suplementados 

con Xgal, para poder seleccionar colonias más o menos azules o blancas, 

determinando que la expresión de la fusión se modificó. Después del evento de 

transposición se seleccionaron una gran cantidad de colonias blancas. Estos 

resultados no fueron confiables ya que indicaban que la gran mayoría de los 

genes estaban relacionados con la regulación del gen hmp o que en el evento de 

transposición lo que se interrumpió fue la fusión, además de que las colonias 

azules no eran estables ya que perdían la coloración azul. Estos resultados nos 

indicaban que probablemente la fusión se salía del cromosoma al realizar la 

mutagénesis. 

 

Otro tipo de mutagénesis al azar que se realizó fue utilizando plásmidos 

suicidas como vehículo de entrega del transposón Tn10dcam, con resistencia a 

cloramfenicol. Las colonias mutantes fueron seleccionadas en medios sólidos de 

LB suplementados con X-gal y diferentes concentraciones de PQ o SNP. No se 

pudo seleccionar una colonia con diferencias en la coloración azul con respecto a 

la cepa parental. De la colonias mutantes seleccionadas, a 2500 mutantes se les 

cuantificó la actividad de  β-galactosidasa, ninguna presentó modificación en la 

actividad. Otros medios de selección de la expresión de la fusión que se usaron 

fueron medio de Tetrazolium + lactosa y medio MacConkey seleccionando 

colonias rojas o blancas, sin embargo después de aproximadamente 8500 

colonias no pudo detectarse una con cambios en la coloración. 

 

Debido a que no se pudo seleccionar una mutante utilizando diferentes 

estrategias de selección, se realizó la construcción de una nueva fusión 

transcripcional Φ(hmp-‘lacZ). Utilizando esta nueva cepa merodiploide, se realizó 

la mutagénesis al azar utilizando el bacteriófago λNK1098 con resistencia a 

tetraciclina. Las colonias mutantes fueron seleccionadas en medios Mackonkey + 
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lactosa suplementados con Xgal más 50 µM de PQ o 200 µM de SNP. En estos 

medios se pudo observar diferencia en la coloración de las colonias mutantes en 

presencia de PQ (rosas) o SNP (moradas). En una selección de aproximadamente 

13,000 colonias mutantes ninguna presentó cambios en la coloración con respecto 

a la cepa parental.  

 

Estos resultados llevaron a la conclusión de que, la mutagénesis a azar no 

fue la estrategia experimental adecuada para poder seleccionar algún gen que 

codificara una proteína que participara en la regulación del gen hmp. 

 

3.2.4. Análisis de la región cis del gen. 
 Se realizó un análisis de la región cis a fin de determinar la secuencia 

mínima necesaria para la transcripción del gen hmp en presencia de PQ o SNP. 

 

 Para este fin se cuantificó la actividad de β-galactosidasa de fusiones 

transcripcionales con diferentes longitudes de la región intergénica glyA-hmp. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Región intergénica glyA-hmp de Escherichia coli. 
Se muestran las diferentes longitudes (F0 a F5) de la región glyA-hmp usadas 
para la construcción de las fusiones transcripcionales con el gen lacZ. 
 

 Para la construcción de las fusiones transcripcionales se amplificaron 
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como F0, F1, F2, F3, F4 y F5 (Figura 7), usando los oligonucleótidos HMP1, 

HMPP1, HMPP2, HMPP3, HMPP4, HMPP5 y HMP2 (ver secuencia en la Tabla 6). 

Estas secuencias fueron clonadas en el plásmido pRS551 usando las enzimas 

EcoRI y BamHI. Para verificar la clonación de cada fragmento en el plásmido se 

realizaron ensayos de Southern blot usando el DNA de los plásmidos (EHU18, 

EHU19, EHU20, EHU21, EHU26, EHU27) y como sonda el fragmento de DNA de 

la región intergénica glyA-hmp. Los resultados (Figura 8) demostraron la clonación 

de cada fragmento en pRS551. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Southern blot de las fusiones Φ(hmp-‘lacZ) en pRS551. 
Usando los plásmidos EHU18, EHU19, EHU20, EHU21, EHU26 y EHU27 se 
determinó la clonación de los fragmentos F0, F1, F2, F3, F4 y F5 de la región 
intergénica glyA-hmp en pRS551. A. Plásmido pRS551 con los fragmentos 
clonados. B. Plásmidos digeridos con las enzimas EcoRI y BamHI. C. Sondas 
utilizadas. 
 

 Posteriormente con el propósito de obtener las fusiones en una sola copia 

se realizó la inserción de cada fusión al cromosoma de la cepa TE2680, por 

recombinación en el operón de triptofáno (ver Material y Métodos). La inserción de 

cada fusión al cromosoma se verificó por PCR del DNA cromosomal de cada 

cepa, usando los oligonucléotidos HMP1, HMPP1, HMPP2, HMPP3, HMPP4, 

HMPP5 que alinean en la región 5’ de cada fragmento y el oligonucleótido LacZrev 

EHU18

A   B   C A   B  C A   B   C A   B  C A   B   C A   B   C
Sondas (pb) 400                320                250                  180  169                  158

EHU19 EHU20 EHU21 EHU26 EHU27EHU18

A   B   C A   B  C A   B   C A   B  C A   B   C A   B   C
Sondas (pb) 400                320                250                  180  169                  158

EHU19 EHU20 EHU21 EHU26 EHU27EHU18

A   B   C A   B  C A   B   C A   B  C A   B   C A   B   C
Sondas (pb) 400                320                250                  180  169                  158

EHU19 EHU20 EHU21 EHU26 EHU27



CAPITULO 3. RESULTADOS 

 53

que alinea en la secuencia 5’ del gen lacZ. Los resultados (Figura 9) demuestran 

la inserción de cada fusión en el cromosoma de la cepa TE2680. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. PCR de las fusiones Φ(hmp-‘lacZ) en la cepa TE2680. 
A. Esquema de los fragmentos esperados por PCR de las diferentes fusiones en 
TE2680. B. Electroforesis de los productos de PCR obtenidos de las diferentes 
fusiones en un gel de agarosa al 1%. 
 

 Las cepas JMH0726, JMH0729, JMH0727, JMH0728, JMH0888, JMH0889 

con las fusiones Φ(hmpF0-‘lacZ), Φ(hmpF2-‘lacZ), Φ(hmpF3-‘lacZ), Φ(hmpF1-

‘lacZ), Φ(hmpF4-‘lacZ) y Φ(hmpF5-‘lacZ) respectivamente, fueron usadas para la 

cuantificación de la actividad de la β-galactosidasa realizando cultivos en LB en 

fase exponencial, bajo condiciones aeróbicas tratados con 200 µM de PQ o SNP 

por 45 minutos. 

 

 Como se esperaba la fusión Φ(hmpF0-‘lacZ), que presenta 289 pb hacia el 

5’ del sitio de inicio de la transcripción del gen hmp, fue inducida por la presencia 

de PQ o SNP (Figura 10); una inducción similar se observó con la fusión 

Φ(hmpF1-‘lacZ), con sólo 209 pb. La cuantificación de la actividad de β-

galactosidasa de la fusión Φ(hmpF2-‘lacZ), con 139 pb, presentó un aumento en la 
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inducción por la presencia de SNP de aproximadamente 500 unidades Miller (UM) 

con respecto a la fusión Φ(hmpF0-‘lacZ), sin embargo la fusión Φ(hmpF3-‘lacZ), 

con 69 pb, presentó un aumento de aproximadamente 1000 UM en presencia de 

SNP y de 500 UM en presencia de PQ con respecto a la fusión Φ(hmpF0-‘lacZ). 

En las fusiones Φ(hmpF4-‘lacZ) y Φ(hmpF5-‘lacZ) con 58 y 47 pb respectivamente, 

la expresión disminuyó aproximadamente a la mitad con respecto a la fusión 

Φ(hmpF0-‘lacZ), pero a pesar de esto se observó inducción por la presencia de 

PQ o SNP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Actividad de β-galactosidasa de las Φ(hmp F0-F5-‘lacZ). 
Se cuantificó la actividad de β-galactosidasa de las fusiones Φ(hmpF0-‘lacZ), 
Φ(hmpF1-‘lacZ), Φ(hmpF2-‘lacZ), Φ(hmpF3-‘lacZ), Φ(hmpF4-‘lacZ) y Φ(hmpF5-
‘lacZ) en TE2680 en presencia de 200 µM de PQ o SNP por 45 minutos. 
 

 Estos resultados indican que la secuencia entre las bases -58 y -69 del gen 

hmp es importante para la expresión, sin embargo en ausencia de esta secuencia, 

de 12 pb, hubo inducción del gen por la presencia de PQ o SNP. Por lo tanto muy 

probablemente esta secuencia no se encuentra involucrada con la inducción del 
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gen en respuesta al estrés oxidativo si no más bien esta relacionada con la 

expresión basal de hmp. 

 

3.2.5. Análisis del sitio de inicio de la transcripción del gen hmp por el 
método de 5’RACE. 

 Membrillo-Hernández y colaboradores (1997b) determinaron el sitio de 

inicio de la transcripción (+1) del gen hmp mediante experimentos de “primer 

extensión”. Usando RNA de una cepa silvestre de E. coli purificado de cultivos en 

fase de crecimiento exponencial y estacionaria, determinaron que para ambas 

condiciones de cultivo la cantidad del transcrito no difiere y el sitio de inicio de la 

transcripción se encontró a 38 pb hacia el extremo 5’ del codón de inicio del gen 

para ambas condiciones de crecimiento. 

 

 Debido a que en este articulo solo se realizó la diferencia entre fases de 

crecimiento (Membrillo-Hernández et al., 1997b), y además tomando en cuenta 

que la expresión de este gen es inducida por la presencia de PQ o SNP, aquí se 

determinó si en presencia de PQ o SNP podría existir un sitio de inicio de la 

transcripción alterno al ya reportado. 

 

 Mediante la técnica de 5’RACE (ver Material y Métodos) se determinó el 

sitio de inicio de la transcripción del gen hmp, usando RNA purificado de cultivos 

de la cepa JMH0252 en medio LB en fase de crecimiento exponencial, bajo 

condiciones aeróbicas tratados con 400 µM de PQ o SNP por 10 y 45 minutos. 

 

 Para poder aumentar la cantidad de mRNA de hmp se uso una cepa con la 

fusión Φ(hmp-‘lacZ) en multicopia. En la técnica de 5’RACE el cDNA sintetizado a 

partir del RNA purificado es usado para realizar un primer PCR. Empleando un 

oligonucleótido específico a la secuencia del gen, en este caso el oligonucleotido 

usado fue el LacZrev que alinea en la secuencia del gen lacZ de la fusión, y el 

oligonucleótido AAP, que es complementario a la secuencia de homopolímeros 

que se agregó a los mRNA, se realizó el PCR. En la figura 11A se muestran los 
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productos de PCR obtenidos de este primer amplificado. Con el propósito de hacer 

mucho más especifico este amplificado en la técnica de 5’RACE se realiza un 

segundo PCR, a partir del producto del primer PCR y usando los oligonucleótidos 

PE-2 que es específico a la secuencia de hmp y el AUAP que es específico a la 

secuencia de oligonucleótido AAP se realizó el segundo PCR, el producto de PCR 

obtenido fue de aproximadamente 150 pb (Figura 11B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. PCR del cDNA del mRNA del gen hmp. 
Siguiendo la técnica de 5’RACE. A Primer PCR con los oligonucleótidos 
LacZrev y AAP. B. Segundo PCR con los oligonucleótidos PE-2 y 
AUAP. ST sin tratar. 

 

 El producto de PCR de aproximadamente 150 pb, fue secuenciado (Figura 

12A) y posteriormente se determinó la base correspondiente al sitio de inicio de la 

transcripción. 

 

 Los resultados (Figura 12B) mostraron que no importan las condiciones de 

cultivo, es decir en presencia de PQ o SNP o en ausencia de estos, el sitio de 

inicio de la transcripción del gen es el mismo, a 34 pb hacia el extremo 5’ del 

codón de inicio del gen. Sin embargo comparando con el +1 ya reportado difiere 

en 4 bases. Una posible explicación de este resultado es por las técnicas que se 

emplearon, Membrillo-Hernández y colaboradores identificaron este sitio por un 

análisis de primer extensión, mientras que en este trabajo se realizó mediante la 

técnica de 5’RACE. Pero a pesar de los resultados se puede concluir que el gen 

hmp presenta un solo sitio de inicio de la transcripción aún en el estrés oxidativo. 
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Figura 12. Identificación del sitio de inicio de transcripción del gen hmp. 
Usando RNA purificado de la cepa JMH0252 en presencia de 400 µM PQ o SNP 
por 10 y 45 minutos. A. Diagramas de la secuenciación. B. Secuencia intergénica 
glyA-hmp de E. coli en donde se muestra el sitio de inicio de la transcripción de 
hmp. 
 

3.2.6. Análisis de la expresión del gen hmp por Northern blot en presencia 
de PQ o SNP. 

 Se determinó la expresión del gen hmp de E. coli en presencia de PQ o 

SNP por ensayos de Northern blot (ver Material y Métodos). 

 

 Para realizar los ensayos de Northern blot se usaron muestras de RNA, 

purificado de cultivos de la cepa MC4100 o la cepa JMH1085 (soxR::cat) en LB en 

fase exponencial, tratados bajo condiciones aeróbicas en presencia de 400 µM de 
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PQ o SNP por 10 o 45 minutos. Además se determinó la expresión del gen sodA 

bajo las mismas condiciones en la cepa MC4100. Las sondas usadas para estos 

ensayos fueron los marcos abiertos de lectura (ORFs) de los genes hmp y de 

sodA obtenidos por PCR. 

 

 En cada experimento se usó como control de carga la electroforesis de las 

muestras de RNA, en geles de agarosa al 1% más 20 mM de tiocianato de 

guanidina teñidos con bromuro de etidio. 

 

 Los resultados (Figura 13A) mostraron que bajo las condiciones 

experimentales probadas no se detectó señal de la expresión basal del gen hmp, 

lo que indica que posiblemente la expresión es baja y mediante esta técnica no 

puede detectarse. En la inducción de la expresión por PQ o SNP se observó que, 

la inducción por la presencia de SNP se detectó a los 10 minutos y 45 minutos 

después del tratamiento, mientras que por PQ sólo se detectó a los 45 minutos. 

 

 Por otro lado se determinó la expresión de hmp en ausencia del sistema 

SoxRS (Figura 13A). Como ya se había reportado en ausencia de soxR la 

expresión del gen hmp no se afecta, además se observó que el patrón de 

expresión fue similar al de la cepa silvestre. Además de corroborar que la 

regulación de hmp es independiente del sistema SoxRS contra el estrés oxidativo 

por superóxido y NO·, estos resultados sugieren otro mecanismo de regulación 

responsable de la inducción de la flavohemoglobina Hmp. 

 

 También se analizó la expresión del gen sodA (Figura 13B), que codifica 

para la enzima superóxido dismutasa y pertenece al regulón SoxRS. A diferencia 

de la expresión de hmp se observó que aún sin PQ o SNP los niveles de 

expresión basal de sodA fueron detectados, además a los 10 minutos se observó 

la inducción por la presencia de PQ, que aumentó ligeramente a los 45 minutos. 

Sin embargo no se observó inducción por la presencia de SNP, a pesar de que se 

ha reportado que este regulón también es inducido por la presencia de NO·, pero 
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tal vez se deba al tipo de donador de NO· que se usó ya que en los reportes 

anteriores se usó NO· gaseoso. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

Figura 13. Ensayos de Northern blot del gen hmp y sodA. 
A. Usando 20 µg del RNA de la cepa MC4100 y JMH1085 (soxR::cat) en 
presencia de 400 µM de PQ o SNP por 10 o 45 minutos se determinó la expresión 
de hmp. B. Usando 20 µg del RNA de la cepa MC4100 presencia de 400 µM de 
PQ o SNP por 10 o 45 minutos se determinó la expresión de sodA. 
 

 Estos resultados demuestran que, 1) hmp no es parte del regulón SoxRS y 

2) que la inducción de la expresión de hmp responde diferente ante la presencia 

de superóxido u óxido nítrico. Con respecto a la inducción del gen hmp estos 

resultados podrían estar indicando que probablemente en la regulación del gen 

hmp estén participando dos factores transcripcionales, uno responde a la 

presencia de superóxido y otro a la presencia de NO·. 

 

3.2.7. Cinética de inducción del gen hmp por Northern blot en presencia de 
PQ o SNP. 

 Para determinar la cinética de la expresión de hmp en presencia de PQ o 

SNP, se decidió realizar una curva de inducción del gen hmp de los 0 a los 60 

minutos por la presencia de PQ o SNP, por ensayos de Northern blot. 
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 La purificación de RNA se realizó de cultivos de la cepa MC4100 en LB, en 

fase exponencial bajo condiciones aeróbicas en presencia de 400 µM de PQ o 

SNP. Después de un minuto de inducción y hasta los 60 minutos se tomaron 

muestras de los cultivos para la purificación del RNA. (ver Material y Métodos). La 

sonda usada para estos ensayos fue el ORF de hmp obtenido por PCR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Cinética de inducción del gen hmp de E. coli por PQ o SNP. 
Izquierda. Usando 15 µg del RNA de la cepa MC4100 por la presencia de 400 µM 
de PQ o SNP se realizaron electroforesis en geles de agarosa al 1% con 20 mM 
de tiocianato de guanidina. Derecha. Placas autoradiográficas del ensayo de 
Northern blot usando como sonda el ORF de hmp. Las flechas indican el inicio de 
la inducción de la expresión. 
 

 En los resultados (Figura 14) se pudo observar nuevamente que la 

expresión basal de este gen no es detectable, como se observó en los 

experimentos anteriores. En presencia de PQ la inducción de la expresión se 

observó hasta los 45 minutos, que aumento a los 60 minutos. En presencia de 

SNP se observo inducción casi inmediatamente, ya que después de un minuto de 

tratamiento se pudo detectar señal, en el seguimiento de esta cinética se observó 

un aumento de la expresión a los 5 minutos que disminuyó a los 10 minutos, esto 

indica que la inducción máxima de este gen por la presencia de SNP es a los 5 

minutos. 
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 Estos resultados indican que el gen hmp responde de manera diferente a la 

presencia de superóxido o NO·, probablemente en la regulación del gen hmp estén 

participando dos factores transcripcionales diferentes o que la regulación del gen 

se lleva a cabo por dos mecanismos diferentes, uno responde a la presencia de 

superóxido y otro esta respondiendo a la presencia de NO·. 

 

3.2.8. Cinética de inducción de la Φ(hmp-‘lacZ) en presencia de PQ o SNP. 

 Se realizaron cinéticas de expresión de la fusión Φ(hmp-‘lacZ). Para la 

cuantificación de la actividad de β-galactosidasa de la fusión se usaron cultivos de 

la cepa RKP2178 en medio LB en fase exponencial en aerobiosis tratados con 200 

µM de PQ o SNP. 

 

 En los resultados (Figura 15) se observó que 1) El nivel basal de expresión 

del gen no cambia, se mantiene a lo largo de la cinética, 2) la inducción de la 

expresión de esta fusión por la presencia de PQ se observó hasta los 30 minutos 

después del tratamiento y 3) la inducción de la expresión de la fusión por la 

presencia de SNP se observó después de 6 minutos de tratamiento. Estos 

resultados presentaron un patrón similar a los observados en los ensayos de 

Northern blot, determinando que la inducción de la expresión del gen hmp por la 

presencia de PQ es tardía con respecto a la presencia de SNP. 

 

 Como experimento adicional se realizó la cinética de inducción de la 

expresión de la fusión Φ(soxS-‘lacZ) y de la fusión Φ(sodA-‘lacZ). Usando cultivos 

de las cepas TN520 Φ(soxS-‘lacZ) y QC1709 Φ(sodA-‘lacZ) en medio LB en fase 

exponencial bajo condiciones aeróbicas en la presencia de 200 µM de PQ o SNP, 

se cuantificó la actividad de β-galactosidasa de las fusiones. 

 

 A diferencia de la expresión de la fusión Φ(hmp-‘lacZ), se observó que la 

expresión de la fusión Φ(soxS-‘lacZ) (Figura 16A) fue inducida por la presencia de 

PQ a los 6 minutos después del tratamiento, sin embargo en presencia de SNP no 

se pudo observar inducción de la expresión de la fusión.  
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Figura 15. Cinética de inducción de la Φ(hmp-‘lacZ) por PQ o SNP. 
Se cuantificó la actividad de β-galactosidasa de los cultivos de la cepa RKP2178 
tratados con 200 µM de PQ o SNP en fase exponencial bajo condiciones 
aeróbicas de o a 60 minutos. Las flechas indican el inicio de la inducción por PQ o 
SNP. 
 

 En la fusión Φ(sodA-‘lacZ) (Figura 16B) la inducción de la expresión por la 

presencia de PQ se observó a los 15 minutos después del tratamiento y al igual 

que la fusión Φ(soxS-‘lacZ) no hubo inducción por la presencia de SNP. La 

inducción de la expresión por la presencia de PQ en la fusión Φ(soxS-‘lacZ) fue 

antes que en la fusión Φ(sodA-‘lacZ), estos resultados concuerdan con la jerarquía 

de expresión en el regulón SoxRS, ya que primero se tiene que expresar soxS 

para poderse expresar sodA. 

 

 Los resultados de la expresión de la fusión Φ(hmp-‘lacZ) indican que el gen 

hmp presenta una respuesta diferente ante la presencia de superóxido o NO·, lo 

cual indicaría que probablemente en la regulación estén participando diferentes 

factores transcripcionales que formen parte de un mecanismo que responda a la 

presencia de PQ o SNP. Sin embargo podría ser que la respuesta a la presencia 

de superóxido esta dada principalmente por el sistema SoxRS ya que como se 
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pudo observar en las cinéticas de expresión de las fusiones Φ(soxS-‘lacZ y 

Φ(sodA-‘lacZ) responden más rápido a la presencia de PQ que la fusión Φ(hmp-

‘lacZ). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Cinética de inducción de las fusiones Φ(soxS-‘lacZ) y  
Φ(sodA-‘lacZ) por PQ o SNP. 

A. Se cuantificó la actividad de β-galactosidasa de la fusión Φ(soxS-‘lacZ) de 
cultivos tratados con 200 µM de PQ o SNP en fase exponencial bajo condiciones 
aeróbicas. B. Se cuantificó la actividad de β-galactosidasa de la fusión Φ(sodA-
‘lacZ) de cultivos tratados con 200 µM de PQ o SNP en fase exponencial bajo 
condiciones aeróbicas. Las flechas indican el inicio de la inducción por PQ. 
 

3.2.9. Expresión de la Φ(hmp-‘lacZ) en mutantes ytfE, yidZ, yphF, yfhA, yfhK. 

 En la búsqueda de un factor transcripcional involucrado en la regulación del 

gen hmp de E. coli, en respuesta a la presencia de PQ o SNP, se realizó la 

mutación de algunos genes para determinar su papel en la regulación de hmp.  

 

 Un primer grupo de genes fueron aquellos que se reportaron por la 

inducción de NO· y que además codifican proteínas con una posible función de 

reguladores. En trabajos en E. coli analizando el perfil transcripcional en respuesta 

a la presencia de NO· se observó la inducción de los genes ytfE y yidZ, que 

codifican proteínas con una posible función en la regulación (Mukhopadhyay et al., 

2004; Justino et al., 2005). 
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Figura 17. Contexto genómico de los genes ytfE y yidZ de E. coli. 
Usando el programa GeConT (Ciria et al., 2004). 

 

 El gen ytfE (b4209) con 663 pb de longitud se localiza en el minuto 95.47 

del genoma de E. coli y codifica para una proteína de 220 aa. Se desconoce la 

función de esta proteína, pero presenta similitud con la proteína DnrN de Bacillus 

cereus (55.6%), la cual se ha descrito como un probable regulador dependiente de 

NO·. El gen yidZ (b3711) con 960 pb de longitud se localiza en el minuto 83.86 del 

cromosoma de E. coli, codifica para una proteína de 319 aa. La función de esta 

proteína se desconoce aunque se describe como un regulador hipotético. El 

contexto genómico de yidZ podría estar indicando que este gen sea parte de un 

operón junto con yidY (Figura 17). 

 

 Para determinar la posible participación de YtfE y YidZ en la regulación del 

gen hmp se realizó una deleción sustitución de los genes ytfE, yidZ y yidY-yidZ por 

un cassette de kanamicina (ver Material y Métodos, Winans et al., 1985).  

 

 Para la realización de las mutaciones primero se llevo a cabo la 

amplificación por PCR de los fragmentos adyacentes hacia el extremo 5’ y 3’ del 

gen, llamados L y R respectivamente (Figura 18A). Los fragmentos L y R fueron 

clonados en el plásmido pUC18 junto con la secuencia del gen de kanamicina, 

obteniendo los fragmentos L-Kan-R. Para comprobar la clonación de los 
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fragmentos L-Kan-R se realizó una digestión de los plásmidos (Figura 18B). Una 

vez que se comprobó la clonación de los fragmentos L-Kan-R, los plásmidos 

fueron linearizados usando la enzima SacI y se transformó a la cepa JC7623 

(recBCD). Para comprobar que se llevó a cabo la recombinación, se realizó un 

análisis por PCR del DNA cromosomal de las colonias transformantes, 

amplificando los fragmentos L-Kan-R por PCR (Figura 18C), Los resultados 

demostraron que en los tres casos se llevó a cabo la recombinación logrando la 

sustitución de los genes ytfE, yidZ, yidY-Z por el gen de kanamicina. Estas 

mutaciones fueron transducidas al fondo genético de la cepa MC4100 (cepas 

JMH1728, JMH1504, JMH1506). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Construcción de las mutantes ytfE::kan. yidZ::kan y yidY-Z::kan. 
A. Fragmentos L y R obtenidos por PCR de ytfE, yidZ y yidY-yidZ. 
B. Análisis del plásmido pUC18 con los fragmentos L-Kan-R de ytfE, yidZ y yidY-
yidZ. 1) plásmido sin digerir, 2) plásmido digerido con una sola enzima, HindIII 
para ytfE o Sal para yidZ o yidY-Zoperón, 3) plásmido digerido con las dos 
enzimas usadas en la clonación HindIII y SacI para ytfE y Sal y SacI para yidZ o 
yidY-Zoperón. 
C. Productos de PCR de las secuencias L-Kan-R de ytfE, yidZ y yidY-Zoperón del 
DNA cromosomal de la cepa silvestre y mutantes.1) producto de PCR del 
fragmento L-Kan-R del plásmido pUC18 con cada fragmento, 2) producto de PCR 
del DNA cromosomal de cada mutante, 3) producto de PCR del DNA cromosomal 
de la cepa silvestre. 
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 Para determinar si la ausencia de estos genes modificó la expresión del gen 

hmp, se realizó la transducción de las mutaciones al fondo genético de la cepa 

RKP2178 (JMH1730 y JMH1834). Se cuantificó la actividad de β-galactosidasa de 

la fusión Φ(hmp-‘lacZ) en cultivos en medio LB en fase exponencial, bajo 

condiciones aeróbicas en presencia de 200 µM de PQ o SNP. La mutación yidY-Z 

no se pudo transducir al fondo genético de RKP2178. 

 

 En los resultados (Figura 19) se observó que en ausencia de ytfE o yidZ la 

expresión de la fusión Φ(hmp-‘lacZ) no se modifica aún en presencia de PQ o 

SNP. Estos resultados indican que las proteínas YtfE y YidZ no están involucradas 

en el mecanismo de regulación del gen hmp. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Actividad de β-galactosidasa de la fusión Φ(hmp-‘lacZ). 
Se cuantificó la actividad de β-galactosidasa de la fusión Φ(hmp-‘lacZ) en los 
fondos genéticos ytfE::kan y yidZ::kan en presencia de 200 µM de PQ o SNP por 
45 minutos. 
 

 Otro grupo de genes que posiblemente pudieran estar involucrados en la 

regulación de hmp fueron aquellos genes cercanos a la secuencia del gen, 

además que codifiquen para una proteína con posible función de regulador. En 

Pseudomonas aeruginosa, recientemente se reportó al gen fhpR como el 
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regulador responsable de la expresión de la flavohemoglobina Fhp, este gen se 

localiza hacia el extremo 5’ de fhp (Arai et al., 2005). 

 

 En el contexto genómico de hmp de E. coli se identificaron cuatro genes 

cercanos, dos hacia el extremo 5’ y dos hacia el extremo 3’ de hmp, que codifican 

proteínas con una posible función de regulador. El gene yphF (b2548) con 984 pb, 

codifica para un proteína de 327 aa, con posible función de regulador tipo LacI, el 

gen yphH (b2550) con 1194 pb, codifica para una proteína de 397 aa, el gen yfhA 

(b2554) y yfhK (b2556) con 1335 pb y 1428 pb respectivamente, codifican para 

proteínas de 444 aa y 475 aa respectivamente con función de regulador y sensor 

respectivamente para un sistemas de dos componentes del que aún se desconoce 

la señal que las activa (Figura 20). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Contexto genómico del gen hmp de E. coli. 
Usando el programa GeConT (Ciria et al., 2004) se observan cuatro genes 
cercanos a hmp con posible función de reguladores. 
 

 Para la mutación de estos genes se siguió el método reportado por Beloin y 

colaboradores (2004, ver Material y Métodos), estos genes fueron sustituidos por 

la secuencia del gen de resistencia a kanamicina. En este método la obtención de 

los fragmentos L-Kan-R se llevó a cabo mediante dos ensayos de PCR. Se 

amplificaron los fragmentos L y R (Figura 21A) y posteriormente en un segundo 

paso por PCR se obtuvieron los fragmentos L-Kan-R (Figura 21B). Posteriormente 

se transformó la cepa MG1655 + pKOBEGA (λred). Para corroborar que se llevó a 

cabo la recombinación se realizó un análisis por PCR usando el DNA cromosomal 

de las colonias transformantes amplificando los fragmentos L-Kan-R (Figura 21C). 
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Solo se pudo llevar a cabo la recombinación de yphF, yfhA y yfhK, para yphH no 

se pudo sustituir el gen. Estas mutaciones fueron transducidas al fondo genético 

de la cepa MC4100 (JMH1831, JMH1832, JMH1833). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Construcción de las mutantes yphF::kan. yfhA::kan y yfhK::kan. 
A. Fragmentos L y R obtenidos por PCR de yphF, yphH, yfhA y yfhK. 
B. Fragmentos L-Kan-R de yphF, yphH, yfhA y yfhK obtenidos por PCR. 
C. Productos de PCR de las secuencias L-Kan-R de yphF, yfhA y yfhK del DNA 
cromosomal de la cepa silvestre y mutantes, 1) fragmento L-Kan-R, 2) producto de 
PCR del DNA cromosomal de cada mutante, 3) producto de PCR del DNA 
cromosomal de la cepa silvestre. 
 

 Para determinar el posible papel de estas proteínas en la regulación del gen 

hmp, las mutaciones fueron transducidas al fondo genético de la cepa RKP2178 

(JMH1856, JMH1857, JMH1858). La cuantificación de la actividad de la β-

galactosidasa de la fusión Φ(hmp-‘lacZ) se realizó en cultivos en LB en fase 

exponencial, bajo condiciones aeróbicas en presencia de 200 µM de PQ o SNP. 

En los resultados (Figura 22) se observó que en ausencia de yphF, yfhA o yfhK la 

expresión de la fusión no se modificó aún en presencia de PQ o SNP. Por lo tanto 
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ninguno de estos genes se involucra en la regulación del gen hmp en la respuesta 

al estrés oxidativo por superóxido o NO·. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Actividad de β-galactosidasa de la fusión Φ(hmp-‘lacZ). 
Se cuantificó la actividad de β-galactosidasa de la fusión Φ(hmp-‘lacZ) en los 
fondos genéticos yphF::kan, yfhA::kan o yfhK::kan en presencia de 200 µM de PQ 
o SNP por 45 minutos. 
 

 

3.2.10. El papel de yjeB en la inducción de hmp por PQ. 
Recientemente se publicó un artículo donde se involucra a la proteína NsrR, 

codificada por el gen yjeB, como la responsable de la regulación del gen hmp, en 

presencia de NO· (Bodenmiller y Spiro, 2006), esta misma regulación se ha 

observado en Salmonella y en B. subtilis con un regulador homologo a NsrR (Bang 

et al., 2006; Nakano et al., 2006). 

 

 Se ha reportado que yjeB forma un operón junto con los genes rnr (codifica 

para la RNasaR) y yifH (codifica para una proteína con función de metiltransferasa 

de rRNA) que se expresa en condiciones de estrés por bajas temperaturas 

(Cairrão et al., 2003). En la figura 23 se muestra el contexto genómico del gen 

yjeB de E. coli. 
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Figura 23. Contexto genómico de yjeB de E. coli. 
Usando el programa GeConT (Ciria et al., 2004). 

 
 Para determinar el papel de la proteína NsrR en la regulación del gen hmp 

de por la presencia de PQ o SNP, se realizó un análisis de la expresión de hmp en 

un fondo genético yjeB por ensayos de Northern blot en presencia de PQ o SNP. 

 

 Para el Northern blot se purificó RNA de cultivos de las cepas MC1000 y 

JOEY62, donadas por el Dr. S. Spiro, en fase de crecimiento exponencial bajo 

condiciones aeróbicas agregando 400 µM de PQ o SNP por 45 minutos.  

 

 En los resultados (Figura 24) se observó que la cepa MC1000 (cepa 

silvestre que se usó en el articulo de Bodenmiller y Spiro, 2006) presenta un 

patrón de expresión similar al de la cepa MC4100, usada en los experimentos 

anteriores, por lo tanto la inducción de la expresión por SNP se observó a los 10 

minutos y 45 minutos y la inducción por la presencia de PQ sólo se observó a los 

45 minutos. En ausencia de yjeB la expresión de hmp es desreprimida, en todas 

las condiciones probadas, es decir en presencia o ausencia de PQ o SNP, a los 10 

o 45 minutos de inducción se observó que la expresión es similar. 

 

 Para determinar la expresión la fusión Φ(hmp-‘lacZ) en ausencia de yjeB se 

realizó la transducción de la mutación yjeB::kan a la cepa RKP2178 (JMH1957). 

La cuantificación de la actividad de la β-galactosidasa se realizó cultivos en LB en 

fase exponencial, bajo condiciones aeróbicas en presencia de 200 µM de PQ o 

SNP. 
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Figura 24. Ensayos de Northern blot del gen hmp en una mutante yjeB. 
Usando 20 µg del RNA de la cepa MC4100, MC1000 y JOEY62 (yjeB) en 
presencia de 400 µM de PQ o SNP por 10 o 45 minutos se determinó la expresión 
de hmp. ST, sin tratar. 
 

 En los resultados (Figura 25A) se observó que en ausencia de yjeB la 

expresión de la fusión Φ(hmp-‘lacZ) fue aproximadamente 60 veces más que en la 

cepa silvestre RKP2178; en presencia de PQ o SNP la expresión fue similar, estos 

resultados indican una “desrepresión” de la expresión. Sin embargo aunque se 

observó desrepresión se pudo detectar una pequeña inducción de la fusión por la 

presencia de PQ o SNP, lo que indicaría que posiblemente este participando otro 

factor transcripcional. También se determinó la expresión de esta fusión en el 

fondo genético de MC1000 (cepas JOEY72 y JOEY76, Bodenmiller y Spiro, 2006), 

se observó un patrón de expresión similar al de la cepa RKP2178, sin embargo las 

UM detectadas son mucho menores. 

 

 La mutación yjeB::kan también fue transducida a la cepa MC4100 

(JMH1955). Se realizó una cinética de inducción de la expresión de hmp en 

ausencia del gen yjeB. Para la purificación de RNA se realizaron cultivos en medio 
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LB en fase exponencial, bajo condiciones aeróbicas en presencia de 400 µM de 

PQ o SNP. En los resultados (Figura 25B) se observó que en ausencia de yjeB la 

expresión de hmp es similar en ausencia o presencia de PQ o SNP, lo cual 

indicaría que existe un mecanismo similar en la regulación del gen hmp por la 

presencia de PQ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. Expresión del gen hmp en ausencia del gen yjeB (NsrR). 
A. Actividad de β-galactosidasa de la fusión Φ(hmp-‘lacZ) en las cepas RKP2178, 
JMH1957 (yjeB::kan), JOEY72, JOEY76(yjeB), en 200 µM de PQ o SNP. 
B. Cinética de inducción del gen hmp de E. coli por Northern blot. Izquierda. 
Usando 15 µg del RNA de la cepa JMH1955 en presencia de 400 µM de PQ o 
SNP se realizaron electroforésis en geles de agarosa al 1% con 20 mM de 
tiocianato de guanidina. Derecha. Placas autoradiográficas del ensayo de 
Northern blot usando como sonda el ORF de hmp.  
 

 

3.2.11. Discusión. 
Como ya se ha reportado en trabajos anteriores la expresión de gen hmp de 

E. coli es inducida por la presencia de PQ, SNP, GSNO, NO· y donadores de este 

en ausencia del sistema SoxRS (Poole et al., 1996; Membrillo-Hernández et al., 

1997a, 1997b, 1998, 1999; Pomposiello et al., 2001), por lo tanto en la bacteria 
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existen mecanismos alternos en la respuesta al estrés oxidativo. Para conocer los 

mecanismos que participan en la regulación transcipcional de hmp en el estrés 

oxidativo por la presencia de PQ o SNP, se realizaron análisis de la inducción de 

la expresión mediante ensayos de Northern blot o usando una fusión Φ(hmp-

‘lacZ). 

 

 Realizando un análisis de la región cis del gen hmp se determinó la 

secuencia mínima requerida para la expresión del gen hmp. La cuantificación de la 

actividad de β-galactosidasa de las fusiones transcripcionales de diferentes 

longitudes de la región intergénica glyA-hmp determinaron que, la secuencia entre 

las bases -58 a -69, con respecto al +1, es importante para la expresión del gen, 

pero no para la inducción por la presencia de PQ o SNP. 

 

 Se determinó que hmp sólo presenta un sitio de inicio de la transcripción, 

ubicado a 34 pb hacia el extremo 5’ del codón de inicio, aún en presencia de PQ o 

SNP. Este sitio difiere en 4 bases con el que fue reportado por Membrillo-

Hernández et al. (1997b), ubicado a 38 pb hacia el extremo 5’ del codón de inicio. 

Una explicación a estas diferencias puede ser las técnicas que se emplearon en 

estos dos trabajos. 

 

 Por otra parte al realizar el análisis de la expresión del gen hmp, mediante 

la técnica de Northen blot, en presencia de 400 µM de PQ o SNP durante 10 y 45 

minutos se observó que, la inducción de la expresión por la presencia de SNP 

ocurre a los 10 y 45 minutos, pero en presencia de PQ sólo se detectó a los 45 

minutos. Para poder realizar una curva de inducción de la expresión de realizaron 

cinéticas de inducción mediante Northern blot. Se observó que la inducción por la 

presencia de SNP inició después de un minuto de tratamiento, mientras que la 

inducción por PQ inició hasta los 45 minutos. Realizando la cinética de inducción 

de la fusión (hmp-‘lacZ), el patrón de inducción de la expresión fue similar a los 

resultados anteriores que se obtuvieren con ensayos de Northern blot. La 



CAPITULO 3. RESULTADOS 

 74

inducción por la presencia de SNP inicio a los 6 minutos después del tratamiento, 

en presencia de PQ inicio a los 30 minutos. 

 

Los resultados anteriores podrían indicar que probablemente estén 

participando dos factores transcripcionales en la regulación del gen hmp, uno 

pertenece a un mecanismo que es inducido por la presencia de superóxido y otro 

a la presencia de NO·. 

 

Tomando en cuenta los resultados del análisis de la expresión del gen sodA 

y soxS, se puede determinar que posiblemente en la bacteria exista una jerarquía 

en los mecanismos de respuesta ante la presencia de ROS y RNS. Posiblemente 

el sistema SoxRS sea un mecanismo de respuesta ante la presencia 

principalmente de superóxido, por eso la expresión de genes de este regulón es 

durante los primeros minutos después del tratamiento con PQ, sin embargo el 

sistema de defensa de las hemoglobinas participa principalmente es la protección 

contra la presencia de NO·, por esa razón la inducción de este gen es casi 

inmediata a la presencia de SNP. 

 

 Por otra parte se concluyó que ninguno de los genes ytfE, yidZ, yphF, yfhA 

y yfhK participa en la regulación del gen hmp. El gen ytfE fue reportado por ser 

uno de los mayoritariamente inducidos por la presencia de NO· bajo condiciones 

anaeróbicas, en E. coli (Justino et al., 2005) y bajo condiciones aeróbicas en 

presencia de GSNO· (Mukhopadhyay et al., 2004). Además se ha observado que 

en ausencia de este gen hay una disminución en la resistencia al NO·, 

posiblemente este participando en la protección ante el NO·. Recientemente fue 

publicado que la regulación de ytfE esta mediada por la proteína NsrR, de manera 

similar a la regulación de hmp (Bodenmiller y Spiro, 2006). Por otro lado se ha 

reportado que Fnr y Fur participan en la regulación de ytfE actuando como 

represores de la expresión. Se ha observado que YtfE no esta involucrada en la 

regulación de genes inducidos por la presencia de NO· (Justino et al., 2006), esto 

también se ha determinó en este proyecto, midiendo la expresión de la fusión 
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Φ(hmp-‘lacZ) en la mutante ytfE::kan. Recientemente se sugirió que YtfE participa 

en la biogénesis de los centros Fe-S (Justino et al., 2006). 

 

 La expresión de la fusión Φ(hmp-‘lacZ) en una mutante yjeB (nsrR) 

aumentó aproximadamente 60 veces con respecto a la cepa silvestre, sin embargo 

la presencia de PQ o SNP causó un ligero aumento en la expresión de la fusión lo 

cual estaría indicando que posiblemente este participando otro factor 

transcripcional. En la regulación del gen hmp se ha reportado a Fur como un 

regulador negativo en la expresión (D’Áutréaux et al., 2002). En la primera parte 

de este trabajo de tesis se reportó la participación de Fur en la regulación de hmp. 

Fur se inactiva por la nitrosilación del hierro en presencia de NO·, posiblemente la 

inducción observada en la fusión Φ(hmp-‘lacZ) en una mutante yjeB en presencia 

de SNP se deba a la inactivación de Fur. Además se ha observado que la 

secuencia de unión de Fur en el promotor de hmp y la secuencia propuesta para la 

unión de NsrR se empalman, lo que posiblemente indicaría una competencia por 

este sitio. En presencia de PQ posiblemente este sucediendo lo mismo que en 

presencia de SNP, tal vez Fur se inactive por la presencia de PQ o algún otro 

factor que interviene en la inducción, aunque debido a que la diferencia entre la 

expresión basal y la inducida con PQ es muy pequeña se podría sugerir que tal 

vez no participe ningún otro factor en la regulación de hmp por la presencia de PQ. 

 

Por otra parte en la cinética de inducción de la expresión de hmp en el 

fondo genético yjeB::kan y no se pudieron determinar diferencias de expresión por 

la presencia de PQ o SNP, esto puede ser debido a una saturación de la señal y 

que además la cuantificación de la actividad de β-galactosidasa es una técnica 

más sensible para medir la expresión de este gen; ya que en los ensayos de 

Northern blot nunca se pudo detectar una señal de la expresión basal del gen 

mientras que por β-galactosidasa el promedio de la expresión basal de la fusión 

Φ(hmp-‘lacZ) fue de aproximadamente 50 UM. 
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3.2.12. Conclusiones y perspectivas 
 Una de las conclusiones en el análisis de la expresión del gen hmp es que, 

la secuencia entre la base -56 a la -68 es importante en la expresión del gen, pero 

no en la inducción de la expresión por la presencia de PQ o SNP. Además hmp 

solo tiene un sitio de inicio de la transcripción. 

 

Se observó que la inducción de la expresión por SNP es casi 

inmediatamente después al tratamiento a diferencia de la inducción por la 

presencia de PQ, la cual se observa hasta los 45 minutos después del tratamiento, 

Estos resultados indican que posiblemente estuvieran involucrados dos factores 

transcripcionales. Sin embargo en ausencia de NsrR la expresión del gen se 

desreprime, indicando que posiblemente esta proteína se el único factor 

involucrado en regulación del gen hmp por la presencia de PQ o SNP, aunque se 

observó un ligero aumento en la expresión por la inducción con PQ o SNP, que 

puede ser por la inactivación de Fur. 

 

Una perspectiva interesante sería evaluar la expresión de la fusión Φ(hmp-

‘lacZ) en un fondo genético fur yjeB. 
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DISCUSIÓN 
 En las bacterias como Escherichia coli se han estudiado los sistemas de 

defensa que participan en la protección ante el estrés oxidativo por la presencia de 

ROS y RNS. 

 

Los sistemas más estudiados en la protección contra el estrés oxidativo 

son, el sistema OxyR que responde a la presencia de peróxido de hidrógeno y el 

sistema SoxRS, que responde a la presencia de superóxido y NO·. En el sistema 

SoxRS, la proteína sensora es SoxR y es el regulador transcripcional de soxS, que 

codifica para la proteína SoxS, esta proteína funciona como regulador 

transcripcional de una serie de genes involucrados en la destoxificación y 

reparación del daño provocado por el estrés oxidativo (Walkup y Kogoma, 1989; 

Wu y Weiss, 1991). 

 

Otros mecanismos involucrados en la respuesta al estrés oxidativo 

involucran proteínas encargadas de destoxificar principalmente el NO·, como la 

flavorubredoxinas y flavohemoglobinas. La flavorubredoxina es codificada por los 

genes norV (ygaK, b2710) y norW (ygbD, b2711), los cuales son un operón (da 

Costa et al., 2003). Estos genes codifican para una proteína con función de NO 

reductasa, en condiciones anaeróbicas, catalizando la reacción de NO· a óxido 

nitroso (Gardner et al., 2002; Gomes et al., 2002). La proteína NorR (ygaA, b2709) 

funciona como el regulador del operón norVW (Hutchings et al., 2002; da Costa et 

al., 2003), recientemente se publicó el mecanismo por el cual NorR percibe la 

presencia de NO· (D’Áutréaux et al., 2005). 

 

La flavohemoglobina funciona como una NO· dioxigenasa o desnitrosilasa 

catalizando la reacción de NO· a NO3
-, en condiciones aeróbicas (Gardner et al., 

1998; 2000; Hausladen et al., 1998, 2001) y anaeróbicamente Hmp tiene actividad 

de NO· reductasa, catalizando la reacción de NO· a N2O (Kim et al., 1999). Existe 

evidencia de que la expresión del gen hmp es inducido por el NO· y superóxido 

(Poole et al., 1996; Membrillo-Hernández et al., 1997a y b, 1998, 1999), sin 
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embargo los factores involucrados en la inducción por la presencia de PQ o SNP 

aún no esta bien estudiado. Recientemente se reporto la participación de la 

proteína NsrR codificada por el gen yjeB en la regulación del gen en presencia de 

NO· (Bodenmiller y Spiro, 2006). 

 

El objetivo en este trabajo fue caracterizar la regulación del gen hmp en 

respuesta al estrés oxidativo por la presencia de PQ o SNP en Escherichia coli. 

 

La estrategia experimental inicial que se usó en la búsqueda de un factor 

transcripcional, involucrado en la regulación del gen hmp en presencia de PQ o 

SNP fue, realizar una mutagénesis al azar mediada por la inserción de un 

transposón usando una cepa merodiploide con la fusión Φ(hmp-‘lacZ). Después de 

aproximadamente 20,000 colonias mutantes seleccionadas en diferentes medios 

indicadores de la expresión de la fusión (LB Xgal, MacConkey o Tetrazolium) no 

se detectó alguna mutante con cambios en la expresión de la fusión. Posiblemente 

la estrategia experimental no fue la adecuada para seleccionar una mutante 

afectada en la expresión de la fusión, indicando que la que codificada por el gen 

mutado participa en la regulación del gen hmp. 

 

 En Salmonella enterica serovar Typhimurium fue reportado a Fur como el 

único factor transcripcional involucrado en la regulación del gen hmp (Crawford y 

Goldberg, 1998a y b). Para poder determinar si Fur también participa en la 

regulación de hmp de E. coli, se realizó la cuantificación de la actividad de β-

galactosidasa de las fusiones Φ(hmpEc-‘lacZ) y Φ(hmpSt-‘lacZ). Se determinó que 

la proteína Fur funciona como un regulador negativo de la expresión de hmp en 

ambas bacterias, sin embargo no es el único factor involucrado, ya que la 

expresión de las fusiones fue inducida por la presencia de PQ o SNP en ausencia 

de Fur, lo cual indica la presencia de otro factor transcripcional. Los datos 

publicados en 1998 de la regulación de hmp en Salmonella fueron retractados al 

darse cuenta que los datos publicados habían sido realizados usando una fusión 

Φ(iroC-‘lacZ) (Crawford y Goldberg, 2006). Un dato que refuerza los resultados de 
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la participación de Fur en la regulación de hmp fue la unión de esta proteína a la 

secuencia intergénica glyA-hmp. Por otra parte D’Autréaux y colaboradores (2002) 

han reportado la inactivación de la actividad de Fur por la nitrosilación de hierro en 

presencia de NO· (D’Autréaux et al., 2002). 

 

 La proteína RamA fue involucrada en el estrés oxidativo ya que, la 

sobreexpresión del gen ramA generó resistencia a la menadiona (generador de 

superóxido) en Salmonella typhimurium (van der Straaten et al., 2004b). El gen 

ramA sólo se ha encontrado en el género Salmonella y en la bacteria Klebsiella 

pneumoniae. Se ha identificado a ramA como un gen de resistencia a multidrogas 

en Klebsiella pneumoniae, Salmonella enterica serovar Paratyphi y Enterobacter 

aerogenes (George et al., 1995; Yassien et al., 2002; van der Straaten et al., 

2004a y 2004b; Chollet et al., 2004). En este trabajó se muestra evidencia para 

determinar que RamA esta involucrado en la inducción del gen hmp por la 

presencia de PQ, en ausencia de este gen la expresión de hmp disminuye en 

presencia de PQ, lo que indicaría una regulación positiva. Sin embargo se 

desconoce si el papel de RamA puede ser directo, reconociendo una secuencia 

específica en la región intergénica glyA-hmp, o indirecto, participando en la 

regulación de la transcripción de otro gen que codifique para una proteína 

involucrada en la regulación de hmp (Figura 26). 

 

 RamA pertenece a la familia de reguladores transcripcionales tipo AraC 

junto con MarA y SoxS. Se ha reportado que esta proteína se puede unir a la 

región promotora de algunos genes que pertenecen al regulón SoxRS, 

reconociendo la secuencia de unión de SoxS para llevar a cabo la transcripción de 

estos (Yassien et al., 2002), sin embargo se tiene evidencia de que hmp no 

pertenece a este regulón (Membrillo-Hernández et al., 1997; Pomposiello et al., 

2001). Por otra parte la secuencia reportada como la unión de RamA o SoxS 

(llamada Sox box o Mar box, Chollet et al., 2004) no se encuentra en la región 

intergénica glyA-hmp. Tal vez RamA participa en la expresión de hmp de 
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Salmonella a través de un mecanismo indirecto, determinar cómo ésta proteína 

esta involucrada en esta regulación es una perspectiva que se tiene. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26. Modelos de regulación de la proteína RamA en la expresión del gen 
hmp en Salmonella enterica serovar Typhimurium. 

A. Modelo directo. B. Modelo indirecto. 
 

 La ausencia de ramA en E. coli da evidencia de que esta regulación podría 

ser exclusiva del género Salmonella, además este mecanismo de regulación es 

independiente del sistema SoxRS, ya que al parecer RamA sólo responde a la 

presencia de PQ. A pesar de esto se pudo observar que en ausencia de ramA la 

fusión Φ(hmpEc-‘lacZ) en el fondo genético de Salmonella presenta una expresión 

similar que la fusión Φ(hmpSt-‘lacZ) en ausencia de este mismo gen. Estos 

resultados indican que tal vez la proteína RamA se perdió en el género E. coli y 

que la presión selectiva hizo que se conservara en Salmonella. 

 

Parte de los resultados obtenidos en este trabajo fueron publicados en el 

articulo Multiple regulators of the flavohaemoglobin (hmp) gene of Salmonella 

enterica serovar Typhimurium include RamA, a transcriptional regulator conferring 

the multidrug resistance phenotype (Hernández-Urzúa et al., 2006 en línea). 

 

 Analizando la expresión del gen hmp por Northen blot en presencia de PQ o 

SNP se observó que, la inducción por la presencia de SNP fue a los 10 y 45 

minutos después del tratamiento, mientras que por la presencia de PQ fue a los 45 
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minutos. Realizando una cinética de inducción de la expresión del gen se 

determinó que, el gen responde a la presencia de SNP casi inmediatamente (1 

minuto después del tratamiento) sin embargo la inducción por la presencia de PQ 

es tardía (45 minutos después del tratamiento). Estos resultados podrían estar 

indicando un modelo de regulación involucrando dos factores transcripcionales; 

uno responde a la presencia de PQ y el otro a la presencia de SNP. En este 

modelo de regulación (Figura 27A) el superóxido, que se genera por la oxidación 

del PQ, es percibido por una proteína (X) que funciona como el factor 

transcripcional de un gen (Y) que codifica para una proteína (Y) la cual es el factor 

transcripcional de hmp. En el caso de la inducción por la presencia de SNP (Figura 

27B) posiblemente la regulación sea directa, es decir la proteína sensora del NO· 

funciona como el factor transcripcinal de hmp. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Posibles modelos de regulación del gen hmp de E. coli 
en presencia de PQ (A) o SNP (B). 
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sodA es mucho más sensible a la presencia de PQ, podría ser que la respuesta 

primaria a la presencia de superóxido sea del regulón SoxRS, mientras que la 

respuesta a la presencia de NO· sea la flavohemoglobina y otras proteínas 

inducidas por NO como la flavorubredoxina. 

 

 Recientemente se reportó que la proteína NsrR funciona como un represor 

de la expresión del gen hmp. En presencia de NO· NsrR se inactiva, esto favorece 

la expresión del gen hmp (Bodenmiller y Spiro, 2006). Esta misma proteína se ha 

involucrado en la expresión de los genes hmp de Salmonella y Bacillus subtilis 

(Bang et al., 2006; Nakano et al., 2006). 

 

 Aunque se describió a NsrR como regulador del gen hmp que responde a la 

presencia de NO·, aún se desconocía el mecanismo de regulación por la presencia 

de superóxido. Para determinar el papel de NsrR en la regulación de hmp en 

presencia de PQ, se cuantificó la expresión de la fusión Φ(hmp-‘lacZ) en una 

mutante yjeB (nsrR). Se observó desrepresión de la expresión de la fusión, sin 

embargo en presencia de PQ o SNP se detectó una ligera inducción, lo cual 

indicaría la participando de otro factor transcripcional. 

 

En la regulación del gen hmp se han descrito algunas otras proteínas; en la 

primera parte de este trabajo se describió a Fur como un regulador negativo de la 

expresión de este gen. El mecanismo propuesto es, la inactivación de Fur al 

nitrosilarse el hierro en presencia de NO· (D’Autréaux et al., 2002). 

 

Tomando en cuenta el papel de Fur en la regulación de hmp posiblemente, 

la inducción de la fusión Φ(hmp-‘lacZ) en una mutante yjeB en presencia de SNP 

se debe a la inactivación de Fur. 

 

El modelo de regulación que se propone es: en una cepa silvestre, NsrR y 

Fur se unen a la región promotora de hmp obstruyendo el sitio de inicio de la 

transcripción y por lo tanto no hay transcripción del gen (Figura 28A). En presencia 
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de NO·(Figura 28B), NsrR y Fur se inactivan, llevando a la activación de la 

transcripción de hmp, aún no se desconoce si en presencia de PQ podría estar 

pasando algo similar, pero tal vez la inactivación de estas dos proteínas no ocurra 

tan rápido por la presencia de superóxido (Figura 28B). 

 

 En ausencia del gen yjeB (Figura 28C), la transcripción de hmp se 

desreprime, no totalmente, sin embargo aún Fur se encuentra unida al promotor 

de hmp obstruyendo el sitio de inicio de la transcripción. En presencia de SNP 

(Figura 28D), Fur se inactiva por la presencia de NO· por lo tanto la transcripción 

de hmp se desreprime totalmente, en presencia de PQ tal vez pase los mismo. 

 

 Aunque NsrR y Fur participan como represores de la expresión de hmp, no 

se observa la misma activación de la transcripción por la ausencia de NsrR que 

por la de Fur. Una posible explicación sería que la unión de Fur al promotor de 

hmp es débil, ya que sólo presentar 7 de la 19 pares reportadas como consenso 

de la Fur box. 

 

 Los datos obtenidos sugieren que NsrR y Fur participan en la regulación del 

gen hmp por la presencia de NO· y sugiere que en presencia de PQ sucede el 

mismo mecanismo sólo que tal vez la susceptibilidad al superóxido por NsrR sea 

menor que por NO·. 
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Figura 28. Modelo de regulación del gen hmp de E. coli en presencia de PQ o SNP involucrando a las proteínas 
NsrR y Fur. A y B en una cepa silvestre. C y D en la mutante yjeB. 
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Eacharlehüa eolf poraerao¡ a two-domaln flevohomo-
globln, IInp, lmplicated ln nltric oxide (trlo) detoxlfloa-
tlon. To determlue the contrlbutlon of eaoh domaln of
Hmp toward NO detoxlfloatlon, we genetlcally engl-
neerod the trmp proteln and roparately exprereed the
heme (HD) and the flavln (FD) domalne ln a deflned lrrzp
mutant. Erpr-oralon of eaoh domaln war oonflrmed by
T9o¡t+rn blot analyal¡. CO.dlfferenoe rpootra ahowed
that the HD of Hnp oan bind CO, but the CO adduct
¡howed a rllghtly blue-rhlfted peak. Overexpremlon of
the HD ro¡ultod ln an lmprovomont of ¡rowth to e ¡lm-
llar extont to that obrerved wlth the Vltreorclll¿� }¡.eme-
only Slobln Vgb, whorea¡ the FD ¡lons dld not lmprove
growth. Vfablllty of the ñrnp mutant ln the prerence of
lethal oonaentratlon¡ of aodlum nltroprunrlde wa¡ l¡r-
creatsd (to S04¿ turvival afrter 2 h in 6 m¡r codium nitro-
pruanlde) by overexpreealng Vgb or the HD. However,
maximal protection waa provlded only by holo-Hmp
(767o rurvlval under the aame condltionr). Cellular rer.
piratlon of the hmp mutant wac lnrtantaneoualy fnhlb.
It¿d ln the pteeenoe of l$.6 ,rM NO but remalned ln¡sn-
¡ltlvs to NO lnhfbltion when there cellr overexpreaeed
IImp, When HI) or FD wEfl sxproflaed Esparat€ly, no rlg.
nlllo¡nt protcction wa¡ obterved. By contrart, ovorox-
preetlon of Vgb provlded partlal proteatlon from NO
rerplratory lnhlbitlon. Our re¡ulte rugSeet that, deeplto
the homology boüween the HD ftom IImp and Vgb ({67a
ldentity), their rolo¡ ¡eem to be qultc dlrtlnot.

Flavohemoglobine have been identifred in a number of bac-
t¿ria and yeast (1-4), Theae protelnc consiat of an N-terminal
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heme binding domain integrated with a flavin binding reduc-
taae dourain, Deepite the high degree of coneervation among
theeo protnine in a variety of organisms snd the biochemlcal
characterization of yeaat (6) a¡d bacterial (€) examplee, their
fi¡¡ction remalned eluBlv€ for many yeera, A proposal for the
involvement of flavohemoglobins ln protection from NO etress
waa first prompted by the obeenration of a eignifica-nt increase
ln hmp tranacrlptlon in reaponae to exogetroun NO in Eacl¿e-
richia coli (7). This was lat€r Bupport€d by (o) the increased
aenaitivity to N0-releaeing ag€nte of defined ámp mutant
strelna of E, coli (8) and Salmonclla enterica aerovar fyplri-
murlum (9-10), (ó) blochemlcal evidence Bhowing that the pu-
rifled Hmp prot€in haa NO dioxygenaee or denitrorylaae actlv-
ity, forming nitrates under aerohic conditione (11-13), and (c)
the additional ability of Hmp to aequeater NO and reduce it to
NrO a-naerobically (12, 14). Together theee obeervations
Etrongly Buggeat€d t]¡at one of t}re main function¡ of flavohe-
moglobina ia to provide prút€ction ftom the toxlctty of NO.
Indeed, S. enterica aerovar typhimurium flavohemoglobin-de-
ficient mutanta are lmpaired ln pathogenlclty due to their
increueed aenaitivlty to the NO-relatcd killtng proceea €refted
by macrophagee (10). Rncently, it waa reported that heterolo-
goue erpreesion in.E, coli of flavohemogloblns from Pseudonw-
nas fr,eruginoso�, S, entericd Berovar typhi, Klebafulla pneu-
moniae, Deinococcus radiodurunt, or Raletonia eutropha aleo
conferg resista-üce to nitrosaüve and oridative atreeaea (16),

The electron trffiaport chain of eeroblcally grown E. cor¿
containa two drfferent qulnol oxldesea, cytochrom€B bo' arrd ád,
whlch reduce oxygon to wat€r (16). Cytochrome Éo' ia the
predomlnant termi¡al oridage during fully aerobic cuditione,
and ite oxygen affinity ie relatively low (ff", < I ¡rr'l (17)).
Converaely, cl'tochrome ód ia aynthealzed under low oxygen
conditione arrd hnr en extremely high oxygen affinity (K", 3 to
8 nu (I8)). Reapiration catalyzed by either cytochrome bo' or bd
ls sensitlve to NO (19) Bo that, at orygen tensions above the K,,,
for Oo of theee oxidaaes, neither oxidase providea N0-ineensi-
tive reapiration, a-nd the degree of NO inhibition increa¡ea at
low oxygen tensionc (10), Stgnificantly, we demonstratsd that
the flavohemoglobin IImp from .E co¿i providea effectlve pro-
tection i¿ uluo flom NO reepiratory i¡üibition (19).

Some bacteria, Euch eB Vitreoscilla sp. and Campylobacter
je,iuni, do not ayntheelze flavohemoglobine but poBBeBB B¡ngle-
domain hemoglobine lacking the FAD-containlng domain (S, 4,
20-21). Vltreoecilla hemoglobin Vgb accumulatns to high levelr

Thh pápcr ir rvrlhble on l ln¿ !t hltp;//ww,lbc,org 34976
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Bactarial ̂ rroin, onf f,t!t*^l¿, uro¿ in thi^t etud.y

n¡l6vMt g6notyp€ Souroo/Rolbronm

Straina
RKP22OÉ
RXp4546
RKP4TOI
RKP47O2
RXpd703
RKPSlOI
RlF6102
RKP6103
RKP6104
RKP6106
RItr6106
RKP6TOT
RKP6TOs
RItr61O9

Plaemidn
pBR322
pUC18
pPL"141
pPIJ4TAHD

pPIJ4IAFD

pUCE:16

pPl,94lANdeI

1
B

Thie etu<ly
This etudy
Thio ttudy
Thia atudy
Thin ¡tudy
Thlr etudy
Thir atudy
Thi¡ otudy
Thle etudy
Thir etudy
Thio utudy
Thle etudy

2S
Btrataseno

30
Thie rtudy

Thie etudy

31

Thit atudy

t(orgF-lacZ)
RI{P2208, but lrmp::Tn5
RI041546, but harboring pPLBdl lrmp'
RKP4S46, but harboring pPL94lAFI)
RKP4646, but harboring pPL341AHD
RIP2206, but herboring pPL341AFD
RIP2206, but harboring pPLB4IAHD
RI{P2206, but herboring pPL341 Ámp*
RItr2lOG, but harboring pUCS:10 ugá*
RKP2206, but ha¡borins pUClE
RKP2208, but harboring pBR322
RKP4646, buf harboring pUClE
RKP4S45, but harborins pBR322
RKP4646, but harboring pUCS:16 rrgb''

bld* tef
Cloning vector ála* Ia.cZYA''
pBR322 lvith Ánp' undor lts own promoter
pBR322 with a 806 bp NdeI-EcoRI fregmont ofpPL462 oncoding

tho Hmp flavin domain under ite own promotor
pBIüt22 wlth a 633-bp NdeI-EcoRI ftagment of pPI'462 encoding

the Hmp home domain rmder itt or¡,m promottr
pUClS dorlved plaemid with ugá* (1.4-kb fragment) under its

own promotor
pPL341 but with the Nd+I ¡ibo removed

under microaerophilic conditione (22). Significant enhanco-
ment of growth and production of rocombinalt proteins and
antibiotice ie obeerved when ugb is expreaaerl in .8. coli, Strep-
tomycet coelicolor, End SÍrcpüomlcee liuidana (23-26), and nu-
merouB other beneficlal effecte on culture growth a¡rd metabo-
lism have been deacribed (for review, Bee Ref. 4). The propoaal
that the function of Vgb ia facilitation of O" delivery for reupi-
ration (26) haa received conside¡able recent Bupport from the
frnding that Vgb interacta apecifrcally with the O¡-reducing
Bubunit of th€ cytochrom€ áo' terminal oxidane (26), However,
roles in nitrosative and oxidative BtreBB reaponeee have aleo
been auggeated for one-domain hemoglobine (27). Whatever the
role of Vgb, it has been allum€d that the globin interacts with
a cognat€r aeparately encoded, reductaae that is functi<rnally
analogoue to the C-terminal dornain of flavohemoglobina. In-
deed, such a roductase hae been purified fiorllVitreoecilla and
characterized (28). Preeumably, anottrer reducta¡e(s) aBaumea
a similar role when Vgb ia expressed in het€rologoua hoata,

In thia communication we deecribe g€netic engineering of the
Hmp flavohemoprot€in from E. coli to eynthesize Beparately
each domain arrd the effect of expreeaing them on growth,

oxygen metaboliam, and protection from inhibition of reapira-
tion by NO. Our reuults with the heme domain of the E. coli
Hrnp (flavohemoglobin) differed fbonr thoee obtained using the
V itreo rcilla sp. Vgb aingle-dornain hemo globin.

EXPERIME}-ITAL PROCEDURES

Slrain4 Media, and Grouth Conrlitiona-The straitre antl plaemidn
usod a¡o li¡t¿d in Tublo I. TYaneformat,io¡rfl wore dono aflar CaCI,
treatmont (32). Cella wsrs grüwn in rlch medlum (LB) (33) supple-
mented as appropriate with kanamycln (60 ¡rglml) or ampicillin (200

¡¿clml). Culture opticel donelty at 600 um (apparent Au*) wag tneag-
ured with a Jenway 6100 tpectruphoLometor in colle of 10-mm ptth
length aftor appropriate dilution, Cultut¿a wsro grown at 37 "C with
ehaking (200 rym) in conic¡l fle¡ke contaiuing about % of their own
volumo of msdium and inoculat€d wtth 1% of tho culture volumo uuing
an overnight culture.

Constru+tiott of Platmi.dl pPLSa I LFD ond pPL34 I LIID-Fle¡mld
pMA2000U (34) wa¡ u¡ed for cloning a 1309-bp EcoRI-BnrnHI flegment
conleining tho ontlro lrrnp ¡tructurel gone plue ite own promoter region
from plermid pÉf,sol (30), to yi6ld plarmid plvlAHmp. Single atrand
phagomid pMAHmp wn¡ obt¿lned by infection with helptr phage M13
RP408. In¡ertion ofe rtop codon (TAA) srid Bn NdrI re¡trictlon 8it4 (Bee

Fig. 1) wer carriod out by uelng a sitn-diroctsd muLogenoair kit (Amcr-

eham Bioucience¡) uoinÍ bhe 6'-end phorphorylatcd primer Rlffhmpl
( 6' -OCCCAGCAAAGCC"ÁáCATATGGCTGGTTOOCTAA-3', where
italics indicatÉ tho introducod stop codon (TAA) end the underlined bold
text indicat¡t tho NdeI eitr: (Fig. 1E)); thc annealing rtep wat perfotmed
foliowing the manufacturer't instructions. Ext€n¡ion and roligation of
the complementary etrand wao carried out by ueing tho Klenow f¡ag-
rnent of DNA polymeteee and T4 DNA ligale (Amerthem Bioecioncee).
Tho roeulting mutatod plaanrid was csllcd pMAHmp (neo Fig' 2)' NdeI
digertion of thir plaemld preciaely excieed the heme domain (lID)r of the
/lrnp gone. Thie plarmid wer religettd, and then the Ba¡nHI'EcoRI
fragment was cloned in the cloning voctor pBR322 digcetod with the
Bamo enuymed to yield platmid pPIJ4IAHD (ree Fig, 2). Thie pleemld

conüálna only the flavin (FD) domaJn of Hmp etertlng at codon 148 (¡ee

Fig. l). On tha othor hand, parttal NrftI'XmnI iligertlons of tho
pMAHmp plarmid allowed tho excl¡ion of tho flavin domain (Fig. 2),
yielding thc plaemid pPLS41AFD, It ia importsnt to note that both
conatruct¡ ets under the control of the nativo /rnrp promoter a¡d that
both conoerve an ll-bp r6p6at et the 3'-end that ha¡ been auggetted to
bo the terminator bequoncd of ñmp (30). Both con¡trucüa wsro veriflcd
by requenclng uelng Sequenare ver¡ion 2.0 (U. S. Blochomicel Corp,;
data not shom).

Treatmen¿ with NO, Sodiunt Nitropru¡¡i¿l¿ (SNP), aruI Methyl Vinlo'

fen (PQJ-NO wne prcparod a¡ in Poole ¡ú ol. (7). SNP wa¡ ftom Sigma.
Solutionc wore added to e culture 1.6 h aft¿r inoculatron (Am - 0.6),
samplee wore t¿ken at the ¡tetod times, and aeriel dilutions were
porformod l¡ dolcrmine viability. Ro¡ult¡ woro oxproeeed ae the per-
contago of viable cell¡ pr'tsont in the control culture withou[ any
traatmont.

Preparation and U¿e of Anti.-Hmp Polyclonal Antióodie¡-Anti-Hmp
polyclonal antibr:dio¡ woro obl,ained ae deecrib€d in Stevenin ¿ú ol. (19)

WÉBtúrn blot detoction wae dons uting the ECL chomilumine¡cencü
ryrtem (Amerehaln Bioscionca¡).

Dolarminatinn of CeII Reapirotion Rateo and tha Effectt ol NO-Cellc
woro grown for 6 h u¡ dcscribed abovo until A* roechod *1.4. Cell¡
wers han'oet€d by centrifugation, wmhod in eterile 0.97o ueline, and
reautptndcd in about 6 ml of buffer conteinlng MOPS (80 mM' pH 7.4)
Énd E0 ff¡r NaCl. A Clark-t¡'pe polarographlc oxygtn eloctrode ¡ytt€ñl
(Re¡k Bru¡. Botti¡ham, Cambridge, tIK) wec ueed compriring a wet€r-
jacketod (37 'C) Petepox chambor, atirred tnaghaticrlly; tho membrane-
c¡verod electrode wat ¡lturtod at tho bottom ofthe chamber below the
¡tirrur. About 2F-60 pl of cell aurpontion wa¿ dfluted in the chemb€r

'Thc abbr¿viation¡ uEed are: HD, heme domnln; FD, flavin domein;
SNP, rodium nlttopmeeldo; PQ, paraqu¡t or methyl vlolo¡en; MOPS,
4-moruholineptopenerulfonic acid.
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mai¡ (FD) that belonge to the ferredoxin-NADP* reductÁee
(FNR) family of reductasee (30, S7). Several r€portB implicate

Vgb in the improvement of growth when the globin is hetsrolo-

gously €xpreaaed in other organioms &, 24-26), and more im-

portantly, many of ita functione overlap with those of flavohe-

moglobins (23). To examine whether the heme domain from the

Hmp protein of E. coli could play a eimilar role to that of the

Vgb protein, we genetically engineered the hmp gene ao that

each dotnain ofthe protain could be expreBB€d EeparetsJy, Firat,

we determinsd the length of the heme domain by comparing

the atructural featurea ofthe Vgb and th€ Hmp proteins, tnking

advantage of the available atructureg of Vgb (SB) and of the

flavohemoglobina f¡om E, colt (39) arrd ft. euüropáa (40)' We

determined that the heme domain extonda up to reaidue 146
(Fis, 1). Placmid pMAHmp carrying tho whole ftmp gene but

with the addition of 1) an Nd¿I restriction Bit€, 2) a TAA codon

that etopa tra¡¡lation at reeidue 146, a¡rd 3) an ATG etarting

codon at reeidue 14? was conatruct€d according to the proce'

dures described under "Experimental Proceduree" (Figa' 18

and 2). The new Nd€I eito allowed the excision of the HD or the

FD domain to yield plaemida pPL341AHD and pPL941AFD'

renpectively (Fig. 2).
Expreeeintt of the Separate Dornaina of Hmp Encoded by

Plaarnidt pPL}4LLHD and pPLl4lÁFD-Polyclonal Hmp an-

tibodioe wer€ uB€d to detect Hmp expreesion in high upeed

cell-free Éxtracts prepared ftom celle of etrain RKP464S (hnrp:

Tn6, hereafter r€f€rred I'o at hnp-) carrying different plae-

mids. Weetnrn blot analyaia of extracta from RKP4701 cells,

which harbored plaemid pPL34l (hmp-), showed a band of 44

kDa, corrouponding to the Hmp polypeptide, and a emaller

Stop

Fro. t. gequonoo allgnnonte of Hrnp (E, ooltl end vgb (vlfruoroftrtra).¡nd the Julrotlon. of tho hene and flrr4¡ fl6¡a¡l¡-6¡6s'llng

ro¡fonr of tho llnp gono,,4, idantical re¡iduer ** **t"dji), and functionally uimllar-amino acld roeiduea er+ lndicated by a period. Tho homo

domaina of Hmp and Vgb aro bo*ed. Tho heme ¿o*oin uÁioo ecld reaidoe¡ bslláved t¡ lntoract with tho reductete domain in Fhp (40) are ¡hown

tn bold. I¿trtro. B, the fop n;;;""* ia tho árnp gu..-.odlrrg regiron extonding. flom reridues 143 to 160; the ¡it¿ of ineertion (GGT) thet wa¡

mutagenizod ia bm¿d. The rorulting Bequonco unur --t^go""u¡l i" ¡hown unfuruath; a TAA ttop codon, an JVd¿I ¡ite, and an ATG ctart codon

were addod to sepüetd the heme and tho FAD domain¡'

wtth MOPS-NaCI buffer to give e worklng volumo of 2 ml, and a

cloae-fltting lid with e ffno holo fot lqloctiona ueing a Hamilton eyringe

wao ineertód. The autponolon wa¡ frrrther aupplomontod wil'h glucooo

(10 prrl fiuel concontration), and ruapiration rate¡ moasured in the

cloee'd eyctem.
Preparation of Cell'free Ertrocts and Ansay of NO Denllroeylaae

Ad¿iuify--{s116 wero harue¡tod by centrifugatiorl at 6000 x g for 20 min'

The ceil pollot wau wa¡hod and returponded in 0.1 M phorphate buffer,

pH 7.0. The call euoponaion was aonicat¿d threo tims¡ in an ice bath

ueing an MSE Sonlprep l$O-watt eonicÉt¡r' Each ¡onicatiorr wat for 1

min, with a 30's int¿rval botwsan euccosnivc sonicationt Coll dobne

and unbmken colle were removod by cenlrifugation at 77,000 x g in a

Ti?O rotor uoing e Beckman ultracentrifuge for I'tJ h at 4 "C' Actiüty

wa¡ mee¡urod in the oxygun electrodo veseel de¡cdbod abovo' Oxygon

conoumption wa¡ initiel¿d by eddition of NADH (600 pr't llnal

concontration),
Viaible Ehctronic Epectroecopit :4rolyeie-spectre for cha¡act¿rl¿a-

tion and qu¡ntlflcatlon of hemoprotoinl in cells a¡d cell-ftee extrect¿

woro obtainod uoing an SDB-4 dual-wavolong{h ecanuing epectropho-

tornobúr (Univereity of Pennoylvania Biomsdical InotrumenLation

Group and Current Detigne Inc-, Philadolphia, PA) (3lf)' Csll¡ were

ccntrifugod fitm etationary phaee cuh;uret, eueponded in 0.1 u pot+t-

nium p[oephate buffor, pH 7.4, and ue€d tó rocord the dithionit'o-

reduced - ptrnulfabo-oxidfzod difference epectra or CO + dithionite -

dithlonite áiff".ut * spectrn (38)' Spectrel data wero analyzed md

plottod ueingSofiSDB (Curront Dtelgna Inc,) end CA-Crickot Graph III

ooftwera.

RESULlB

Construction of Plasmid's Carrying the Heme or the Flauin

Donoin of Hmp Separately-The E. rcIi flavohemoglobin con-

eists of two domaina, an NHt herne domain (HD) that ia homol'

ogous (467d identity; 6?74 eimilarity; Fig. Iá) to the aingle

domain Vgb Viüreoacillo hemoglobin, and a COOH flavin do-
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pPL34t
llrr.dfiil¡ FII) driltl

pHAllmp
Hnründ¡r FAD düft¡r

pFL341ÁltD

.Bñrfl 
¡9.¡

pPL34NaFD
,|tP nromorr 

Hmr donrh

Fto. 2. Genctlc etreto¡y to reparotn tho hen¡e nnd FAD domalu¡ of Hmp. placmirl ppls4l (úop) cerrying tho ontire ámp gonc wtr¡ u.od
t¿ construct phagemid plvfAHmp efter in¡ertional mutagenenin (eeo Fig. I for details). ¿n ñdeI oite was addád that allowed the ónstruction of
plaernids pPLS{1AHD or pPlJ4lAFD, ehown á¿Ioru.

765432
Flo. 3. Immrrnologloelly det¿atablo

Hmp ln cell.froo extr¡ot¡ foom non-
lnduood aud BNP.treatod ooll¡ ct.
prerrLug tho holo-H-p nnd oaoh Hmp
domeln reparately. Hmp artibody wae
uaed to dotoct Hmp preoent in hlgh apeed
cell-ftee ext¡ect¡ of etrain¡ carrying dif-
foront plaemlde. Intw I, RKP4701
(hmp'); lane 2, RKP4703 (AHD); I¿¿e J,
RKP46dE (hmp- mutant); lon¿ 4,
RKP2208 (wild-type; no plaomid); lane 5,
RKP2206 l,reeted with 60 ¡ru SNP;laru 6,
RItr4702 (AFD); /¿m 7, RIG4702 (AFD)
treated with 60 ¡rru $NP, Numb¿re to the
¿el¿ indicete the calculat¿d molecular
ma¡scu (kDat cortceponding to Lho ob-
cerued balrds.

1 6 +

weal< band that might be due to a degradation product (Fig. B,
lan¿ 1). When extract¡ from RI{P4703 cella were ueed, which
harbored plarmid pPLB4IAHD, a 28-kDa band (correaponding
to the expected eize of the FD domain of Hmp) waa evident (Fig.
3, Iane 2). Similarly, ext¡acts fhom RKF4702 cells, which har-
bored plaamid pPL34IAFD, dieplayed only one band of 16 kDa,
the expected size of the heme domain (Fig. S, lane 6). Ar
expected, extracte from strain RKP4646 (hmp-, no plasmid)
did not react with Hmp antibodiee (Fig. 3, lane 3).

To test whether t}:,e hmp conatructs present in plaemids
pPL341AHD and pPL34lAl.D were r€gulatcd in a eimilar faah-
ion to the wlld-type gene, wÉ grew cell cultures of atrain
RKP2206 (wild type) and RKP4702 (hmp-,harboring plasmid
pPL341AFD) in the abaence or in the pr€Eence of 60 ¡ru SNp, a
potent ifiducet of hmp (41). C€ll €xtrectg wer6 obteirl€d a¡d
eubjected to Western blot analyaie. Extracts from wlld.typO
str¿in RKP2206 diaplayed a 44-kDa band thut incroaeed rnark-
edly in intennity in the preaence of SNP (Fig, B, compare ld¿es
4 and 6). Likewise, when extracte fi.orn cultureo of etrain
RKP4?02 (hnp-, harboring plaemid pFL.Sat) treatod with

' r { ; ' l t '

;*##$*,
SNF were un€d¡ an i¡rcreaae in the intenaity of the 16-k_Da
reactive ba-nd was obe€rved (Fig, 3, compare lanet 6 and Z).
Ta-ken together, theee reeulta demonat¡ats that plaemida
pPL341AHD and pPL841AFD encode truncated vereiona ofthe
Hmp protein arrd that the regulation of the genetic conatructe
romaina unaltered.

CQ-difference Spectroscopy of Cell-free Extro.tts and Whole
CeIh from Cultures of Strains Carrying Plauniú pPLA4l NID
ond pPL94lLFD-To confirm the identity of the proteine ex-
preaaed from the mutated hmp gena and determine whether
heme was still incorporated into the AFD constnrct, culturea of
strai-ne RKP4701 (hnrp-, harboring plaemid pPL341 hmp*),
RKP4702 (hmp-, harboring plasmid pPLBaIAFD), RKP4?09
(hmp-, harboring pla.smid pPHaIAHD), RI{P4646 (hmp-),
a¡d RXP2206 (wild type, no placnrid) were grown ln LB media,
nnd difference Bpectrfl (CO + reduced - reduced) w€r€ run on
the whole c€lla in a dual wavelength Bp€ctrophotorneter (Fig.
4t). Cell.free extracts were AlBo prepflr€d and centrifuged at
77,000 X É,to r€mov€ membra¡o-aaaociat€d terminal oxidaaea
(cytochromea óo' and ód) that would confound the aignale of

d4 ---*+

28 *-+

, i , l '

FA0 frmJr
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F¡o. 4. Detectlon of Hmp ln whole c€lh and hlgh ¡poed cell-frúo.oxtraotr urtng-Cod-tffery3oj "Pgt9yphotorretry' CO.* e*S 
-

reduced diffsrcncs ¡poctra w6ro run on whole cen¡ (Ai u.ñrtieh .p*¿_cell-froo oxtráüt. É) of nrc+zot (hmp') (1)' RKP4702 (aFD) (t)' RKP4703

(AHD)(J),RIG4646 {hmp-)(4\,RKP2206(wtldtype,no;ü;td)i ; j . i ;n*" i*tro"oofprotolnninA(l-á)were3'6,3'6,9'?,7'8,and6'0mBml-"
i*ñti"liti. t" B (I-¿) ihe concentratione *ete'4.?, 4.1, 4.5, and 3,0 mg rd-r' reepoctively.

Hmp. Glucoee waa used to reduce the whole cells (Fig' 4A), and

eodium dÍthionite was used to reduce cell-free extract Eampl€B
(Fig. aB).

CO-diff.."tt.. Bpectra of whole cello from ull straine ehowed

a Bignal with a peal at -42L nm and a trough et -437 nm' The

aimilarity of spectra I to 6 in Fig. 44 suggeete that the eignala

ers due not only to Hmp (42) but alao to the presenc€ of other

Co-binding proteing in wh<rle celle (Fig' 4A). Bv contragt, CO-

difference spectra of the cell-free extract of at¡rin RKP4701

(FtS. 48, trace Il showed etrong eignala at 421 nm (peak) and

439 nm (trough), very aimilar to the band poeitiona observed

wlth purified Hmp (42). Strain RKP4?02, whlch €xpr€seed only

the heme domain, alao Eavo arr intense aignal almilar to that

aeen with Hmp, but with a slightly blue-shift€d p€ak et 419 and

a broad trough with a ,\-,, of 430.6 nm (Fig. 48,trace 2)' Strain

RHP4?08, which exprenaed only the flavin domair, a¡d muta-nt

etrain RKP4646 (FiC. 4B,h'aces I and 4, r€Bpectively) revealed

no det€ctEbl€ CO-binding hemoproteinu. Theae reuulta EUBE€st

that neither atrain RKP4646 nor RKP4703 expreaaee the heme

domain, which ie the aite of oxygen a¡rd CO binding, and that

tho remaining heme domain produc€d bv plaamid pPLBaIAFD

could etill btnd CO, albeít with altered apectral cha¡acte¡istica,

Effect of the Expreaeion of Ploamidt pPLI4LNID and

pPL3416FD on the Growth Physiology of E- coli-The beneffte

of expreeeing the aingle-dom+in hemoglobin Vgb for the Erowth
phyeiology of different microorganiame and R€veral eukaryotea

haue been widely reported (4, 24-26)' Vgb ie 467o identical and

677¿ aimila¡ to the heme domain of Hrnp (FiS. 1). To detormino

whether atraina carrying plaemida pPL341AHD snd

pPL941AFD dinplay alterationa in growth phyeiology, auch as

thone reported for cella overoxpressing Vgb, we grew culturea of

lhe hmp^ (Rltp4646) etrain transformed with different plaa-

mida in LB media at 37 'C under aerobic conditions. Ae ehown

in Fig, 6,4, differencea in growth behavior became apper€nt

a-fter *10 h of cultivation, probably auggeeting that, beyond

that point, olryg€n concsntrBtion o¡ utilitation became growth-

limiting (Fig. 6,4). A6sq valueu at thia time point gave a cleer

indication that the atraina expreaaing the holo-Hmp proteia'

the heme-only Hmp, or the Vgb hemoglobin Srew Eignificantly

better relative to the contr<¡l strain RKP6107 o¡ RKP6108

carrying the pBR322 or pUC18 control plaemlde. However, for

atraina carrying plaemida pPLS4l (hrnp+) and pPL341AFD'

the growth improvement weo IeBB pronounced thal for the

etrain expreaeirg Vgb. No growth improvement waa oba€rved
for cells harboring the pPL841AHD plaemid (Fig. 6,4)' Theae

reaults demonntrate a slight growth improvement for all

Btraina €xproaling hemoglobin from a plaamid-borne gene'

ScntitiuitSt to PQ and SNP o/ Cells Carryin'g Plaamida

pPLS4I6IID and pPIA4IMD-Hmp and marry other bacte¡ial

types of hemoglobin (includirrg aingle-domain hemoglobins)

have been implicated i¡ detoxification of NO and rslated spe-

cies (for reüew, aee R¿fa, 2-4). To teet whether the truncated

domains of Hmp still confer reaietance to nitroaative etrees'

culturea of strain RHP4646 (hmp-) carrying different plaamids

were BTown to mid exponential pha-ee (Aeoo = 0.6) and treated

with 1 mrr,r SNP, and changee in the growth curvea were re-

corded. A¡ ahown in Fig' 5.B, RKP4646 cella tranefo¡med with

either pUCl8 or pBR322 suffered an abrupt ceesation of

Erowth after the addition of SNP. Cella carrying pPL341AHD

w€re alao aev€rely affected. However, strain RKP4546 (hrnp-)

bearing plaamide pPL341 ftolo-Hmp), pPL341AFD (heme

only), or pUCE;16 (ugó*) ahowed en incréas€d resietance to the

SNP etrese reletiv€ to the vector controla' Importantly, Vgb

and holo-Hmp conelat€ntly confem€d more reaistance to SNP

than did plaemíd pPL341AFD (heme only) over the firat 30 h of

culture, wher€as cells bearing plaamid pPL341^FD reatert€d

growth only aftBr 20-30 h of SNP treatment (Fig' 68)' Thie

delayed tolo¡ance is not underatood, but the protein atructural

differencea ¡evealed by CO-dtfference ap€ctra (Fig. 48) may

impede the protective r€tpona€ of the hemo-only Hmp protein'

Clearly, however, the heme-only form of Hmp i8 D.ot aa effective

in conferring SNP tolera¡rco as Vgb or the holo-Hmp.

It ie well eetabliahed that a defined hrnp mutant etrain ie

impaired in ita reeponee to NO and to the Buperoxrde-generat'

ing agent PQ (8). To determine whether the truncated veraions

of Hmp produced by the plaamide pPL;l4lAHD end

pPL341AFD could incr€ase viability in an á.rnp- background on

chaLlenge by SNP, we treated exponentially Srowing cultures of

streing RKP4?01 (ñ¡¿p- but harboring pPLS4l hmp'\,

RItr4?03 (/unp* but harboring pPL34IAHD), RKP4702 (hmp-

but harboring pPL341AFD), RnpE108 (pBR3?2 control),

RKP6107 (pUC18 control), and RItr5104 (harboring pUCS:16

ugb ' ) with a lethal concont¡atlon of SNP (6 mt"t)' As ehown in

Fig. 6C, meximal protÉction was provided by expreeeion of

plaamid pPLS41 (hmp*;707o aurvival after 120 min)' The plae-

mids encoding the heme domain of Hmp (pPL341AFD) or the

Vgb protein maintained viability to a similar extent (307¿ after

120 min). Surprieingly, the FAD domain of Hmp was more

effective becauee survival waa 40Vo afrer 120 min' By contraet,

control €xperiments with cells carrying clonlng vecto¡s pUCl8

or pBRS?Z dieplayed no viable counta after 120 min ofexpoeure

to SNP. Thia auggeete that the heme domarn of Hmp and the
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Vgb protein prevents killing bv SNP by aimilar mecha¡iams.
Intereetingly, when PQ eensitivity was teated, cella expressing
Vgb diaplayed an increas€d aenaitivity when compared with
cells carrying each of the eingle domaing or the holo-Hmp (data
not ehown), euggeating that PQ reeistarrce can be conferred by
Hmp but not by Vgb (resulte not ahown).

Effech of NO on Reepiration and the NO Denitrotylase (Ot-
ygenüse) Reaction of Strains Carrying Plasmids pPLJ4ILHD
and pPL34 lLFD-Hmp protecta cellular reapiration catalyzed
by cytochrome óo' or cytochrome bd frorn the toxic effecta of NO
(19). To determine the extent of the c<rntribution of eech do-
main of Hmp, whole cell auepenaiona were prepared of atraine
RKP4701 (pPLBal hmp'),  RKP4702 (pPHatAFD), RKP4TO3
(pPL341AHD), arrd RI{I4646 (hmp-).Itnown amountg of cella
were added to a cloeed oxygen elect¡ode chamber aa deacribed
under "Experimental Procedu¡ee." Because the toxicity of NO
ia dependent on diaaolved O, concentration (19), additione of86
¡r,If NO were made at two separato oxygon tensione (at 160-180
and 70-90 pM oxygen). Fig. 6A ahowe the oxyg€n conaumption
trncee, In the caae of atrain RKP4701 (hmp-, but harboring
pPL341 hmp*), the addition of NO gave no inhibition of oxygen
uptake (trace a). Thi.B indicatea that Hmp ie able to detoxify NO
before it ia able to inhibit respiration of whole celle, ae we
reported previously. On additlon of NO to whole cella of atraina
RKP4702 (AFD; ¿r¿ce ü), RKP4703 (AHD; frcce c), arid
RHP4S46 (hmp-, no plaamid; troce d) there followed a period of
inhibition of reepiration. Simila¡ experimente were carried out
uning atraina RKP6109 (hnp-, but har.boring pUCE:16 ugá*)
a¡rd RKP6107 (ñrnp- and with vector control; Fig. Z). Increaa-
ing concentratione of SNP progressively inhibited cell reapira-
tion. The preaenc€ of plaemid-encoded ugó* did not rnarkedly
affect the tolerance of wild-type E. coli to SNP inhibition. A¡r
ftmp mutant containing only the plaamid vector (without ugá t)

waa hyperaeneitive to SNP, but oxpreaaion of ugó* reatored
resietÉnce, These resulta ahow that either Hmp or Vgb can
protect cell resplration from SNP. Interestingly, cella overex-
presaing Vgb appeersd to be ellghtly mo¡o aenaitiv€ to reepira-
tory inhibition by SNP than the wtld-type etrain (Fig. ?); thi¡
may be due to the production of auperoxide that haa been
previoualy reported in cell¡ overexproeaing Hmp (43). By con-
traat, nelther the Hrnp heme nor t'AD domaina eeparataly were
able to provide protection to the reapiratory chain. This indi,
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catee that both domaina are necesaa.rJ¡ for rerpiratory protec-
tion by Hmp.

To teat whether the aeparate domains of Hmp conaerve thÉ
NO denitrosylaee activity, we determined the oxygen consump-
tion in cell-free extractB uaing NADH ae the electron donor.
NADH was added after eatabllshing no oxygen uptalre before
the addition (Fig. 6B). NO (13.5 frM) wag added at each of two
Beparate oxyg€n teneione (160*180 arrd 70-90 plr), and the
resulting mearr Or/l,lo retio at each addition was calculeted,
RKP4701 (expreaaing holo-Hmp) Bhowed an O"/IIO ratio of 1.1
(mea¡ of 4 deterrrinationg, S.D. 0.17), indicative of NO deni-
troaylare sctivity, i.e. the atoichiometric conaumption of O¡ and
NO to yield nitrate (11-13). [n further quadruplicate experi-
ments, Btraine RKP4702 (AFD; ratio 0.4, S.D. 0.06), RKP4?03
(AHD; rat io 0,6, S.D. 0.13), and RKP4646 (hmp-; rat io 0.6, S.D.
0.21) ell ehowed much lowe¡ O,/IIO ratioa, indicuting that Hmp
with the prea€nce <¡f both domains iu necessary for full NO
denitroaylaae actluity. The low rrtlo B€en with RXP464E hmp
mutant etrain) was expected, and the ratio wae aimilar to the
O'/I.IO ratio E6on on the addition of NO to MOPS buffer only
(44), Taken together, theee reeulta demonstrate that both the
heme and flavin domaina ara n€c€Bs&ry for efficient detoxifica-
tion of NO by Hmp.

DISCUSSION

Reactive oxyg€n end nitrog€n Bpeciee are €ffectiv€ moleculea
for bactericidal action againat invading pathogene (45). The
beat understood microbial responae to nitroaative etrees in-
volves flavohemoglobins (2), but theae proteine have been aleo
implicated in oxidative BtreBB reaponeeu in bact€ría (8) and
yea-et (46), Intereetingly, aingle domain hemoglobine Buch aB
Mycobacterium tuberculosis HbN (47) and Vgb from Vi!-
reoecilla have also been implicated in NO detorification pro.
cesaes (16, 27). It hae been auggeated that, becauae Vgb tnter-
acta with a reductase from Viúreo¡cilla @il, thia globln may
fu¡ction in a xnann€r similar to flavohemoglobíns. The NADH-
cytochrome o roductase has been ehown to conetltute an olec-
tron-tran¡ferring path for the oxldatlon of NADH ff-nd t0 in-
crease the oxyg€n uptak€ E€veralfold i¡ Vitwoacillo (21, 28).
When Vgb ie functionally expreeeed in heterologoue hoata (for
review, eee Rsf. 4), it aeema proba.ble that lt lnteracte in euch
cells witrh an unidentified reductaae(s) appropriate for trana.
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FIo. 5. Growth hlnstla¡ ond klllluS by nltroratlvo ¡tt6ir of ¿,rr.¡D mutürt bectorlnl oolh oar4rlng dlfforent lrzrp oonetrrrott, Cell
cultures of et¡ains RIIP4?01 (hmp'; open aqwreal, RKP170_3 (^HD; fiÁid tquanrl, Rltr4z0z (AFD; r;pric;¿dd), RKp6i0S ipgRázt; nir.¿cü'cles),T.KP5107 (pUC18; ¿mp¿! ¿rianglll), and RKP610d (ugb+ ; fiIIed trianglia) woro grown In LB nreáia, áoá th",4o* "oue detórmined with time
H). In B' colls at exponential phate of ¡rowl,h wore troatod wlth I mu SÑp, an¿ tÉrAno *a¡ rocordod et lime int¡¡ra]s. panal C ¡how¡ tho
pcrcofltf,go of cell eun¡ivel in culturee trost€d with ü mu SNP.



Heme and FAD Domains of Flauohernoglobüz Hmp 34981

BA
C'FE

I
crE-

I{¡\IIH

J tru

,l

Ftg. 6, Effeot¡ of NO on rerplntlon a.ud ou N0 denltrorylarc rcnotlon¡ of oelle or¡rrorrlng vallour Hñp oonrtruotr' A, measurontenta
woro mado on roou¡pended whols cells of etreln¡ RKP470f (Irmp') (n), RItr4702 (AFD) (ó), RKP470S (AHD) (c)' ald RItr46dS (/zn¿p-) (d). Celle
(C) wsro addd to tho chamber containing 2 ml of buffer (60 mM MOPS, 60 nw NaCl), Gluco¡e (G) wr¡ added to etlmulate rospiration. Addition¡
of 36 ¡rtrl NO wero mado at the ¿rous on tho oxygon trace.8, mearuremsnt¡ woro mado on high epood coll-froe oxtragt¡ of tho ¡emo strai-ns labolod
as in/. A closod chamber fitted with NO and oxygon olect¡odos wa¡ u¡ed, Cell ertract (CFE) wre addod bo tho chembor containing 2 ml of the tamo
buffe¡. NAIIH was addsd at the k¿áeled r¿r'rorur. The additione of 13.6 plrl NO woto made twice at the crrous on the orygen traco.

0 2 ¡ l  0 8 1 0

0$P concrntrdm (mfrl

Fto. 7. Rorplratory lnhlbltlon by HNP ln ooll¡ aarrylrrg tho Vgb
homoglobln, Rraulpanded wholo colk of cxponontially gowing cul-
turea of otraina RIf2206 (wild type; opon aquarat), RKPS104 (wild
tvpe/pUC8 usb*; filled circl+e), Rltrdf 07 (ámp-lpUCl8; opan circht),
a¡d RJP6I09 (ñmp-lpUCB ugb*;fille¿ tqudrxa) woro uaod. Colle wore
addod to the chambor contáining 2 ml of buffor (60 mm MOPS, 60 mM
NeCl). The eddition¡ of increaaing concentrationc of Sl{P ware mede,
and the reoidual reopiration wan exprooeod ae a percentage of tho
uninhibite'd rate.

ferring electrona to the globin heme, allowing turnover and
Iigand chemiatry, The wide variety of benef,rcial conaoquencoa
that overexpreoeion of Vgb dieplaya hae motivated many ro-
eearche¡a to genetically modify ite structure. A reductase do-
tnain from the Fhp (R. eutropha\ flavohemoglobin was geneti-
cally linked to Vgb with a¡ improvement in the beneficial

BfrBcts on microaerobic bacterial growth (16, 23, ?7). Expree-
eion of a double Vgb.Vgb hemoglobin alao enhanced growth and
altera ribosome a¡d tRNA Ievela in E. coli A9\.

The marked ahift in the epectral propertl€B of the heme in
the AFD construct (Fí9. 4Il, trace 2) points to subetantial
changea in the environment of the heme affecting ligation
and./or Bpin atate, Whoreas the CO Bp€ctrum of the native Hmp
protein lFig. 48, trace I) reaembloa ttrat ofthe pure protein (42)

and myoglobin (60), i,e. E p€ak n6ar 420 ¡rm arrd a trough near
440 nm, both banda in the AFD protetn are bluo-Ehifted. In-
deed, the peak (419 nm) end trough (430.6 nm) ¡ender the
Bpectrum much more aimilar to that of oxidases of the cyto-
ch¡ome o'-type (pea} at 415 nm, trough at 432 nm) (60, 61)
than to Vgb (peak at 419 nm, trough at 487 nm) (60). Th€
cloB€nBBB of the trough poeition to 427 nm and the blue-ehifted
band of the CO adduct BuggeBt Bom€ low apin character (48),

but the o/B regiona sre inauffrciently reaolved in epectra of
crude extracta for fu¡ther diacueaion on thie point. Neverthe-
Ieae, the growth data in FiS. 6,4' demonstrate that, denpite the
modifred ligand binding of the AFD conetruct (FiE. 4B), thia
prot€in hae propertieu that enhance growth, porheps by ín-
volvement in oxygen metaboliam, Furthermore, the AFD con-
stmct conferred reeistance to inhibition and killing by SNP
(Figa. S, B a¡rd C), Therefore, doepite the altered Bpectral prop-
ertieu, the AFD construct is functional in theee eesaya yet doeu
not protoct coll reepiration from NO or exhibit NO coneumption
(Fis. 6).

The goal of our experimenta waa to expreaa aeparately the
heme and FAD domains of the flavohemoglobin Hmp of E. coli
and Btudy the effecte of these conatructa on growth, oxygen
metaboliam, and the prot€ction of reapiration from NO and
nitrosative etreee. Surpriaingly, expreeeion of the heme domain
of E, coli Hmp had effecta quite different in nome r€Bpecta to

E
lt

J



34982 Heme and FAD Domains of Flauohnmoglobin Hmp

those obeerved with Vgb. Thue, in contraet to holo-Hnrp, the
heme-only truncatod Hmp failed to provide protection from NO
to the reapiratory chain in E. coli (Fig. 6A). Ilowever, Vgb,
holo-Hmp axd the heme-only truncated Hmp all conferred r€-
eietance to growing celle from SNP (Fig. 5, B arrd C). Frey et al.
(16) aleo report thet Bev€ral diverse hemoglobina were equally
capabl€ of sustaining growth of E. coli under nitroÉetive streae
conditiona irreapective of the preaence of a flavin domain. How-
€ver, only the intect Hmp, and not the flavin or heme domaina,
protected ratel of respiration from NO (Fig, 6c.) and elicited O¿
uptaLre in membrane-free preparations, consietent with NO
denitroeylaae activity (Fig. 0B). Furthermore, elthough the
Hmp holoenzyme provided protection from PQ-killing, neither
Vgb nor the single heme or FA-D domai¡re of Hmp did eo (resulte
not shown). It has been suggeated that Vgb srose during the
course ofevolution by exciaion ofthe FAD-containing reductaee
domain from a flavohemoglobin (62). The preeent growth data
1Fig. 6) and the alleviation ofnitroeative etreee proüded by the
heme domain from the R, eutropha flavohemoglobin, Vgb, and
a ein¡Jle-dornain globin from C. jqiuni (16) lend experimental
Bupport to thia propoaal, eince an "on-boardn reducta¡e domain
is shown not to be absolutely r€quired for all globin functiona,

Achrrcutledgnrct¿ü-J. M-H. acknowledget t¡chnicel cupport from
Miguel PÉez-Silva.
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