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1. Resumen

Las enzimas de restriccibn son un tipo de endonucleasas que tienen la capacidad de
reconocer secuencias de DNA y llevar a cabo una escision en un punto especifico
denominado sitio de restriccion. Este mecanismo enzimatico se lleva a cabo por la ruptura
de enlaces fosfodiéster en las cadenas de DNA.

En procariontes, las endonucleasas de restriccién forman parte de mecanismos complejos,
los cuales son llamados sistemas de restriccion-modificacion (R-M), y que son utilizados in
vivo por las bacterias para protegerse del DNA exdgeno, Dependiendo de su mecanismo
de accidn, los cofactores enzimaticos y la secuencia objetivo, los sistemas de restriccion se
pueden clasificar en cuatro tipos distintos: I, 11, 111, IV.

Para fines practicos de este trabajo destacamos los sistemas de restriccion-modificacion
tipo I, un grupo amplio de enzimas con alto valor biotecnolégico y molecular. Estos sistemas
constan de una endonucleasa de restriccion dependiente de iones magnesio (Mg*?) y una
metiltransferasa dependiente de S-AdenosilMetionina (SAM). En estos sistemas de R-M, la
metiltransferasa transfiere el grupo metilo del co-sustrato SAM para metilar nucledtidos del
DNA propio de la célula en una secuencia especifica. Mientras que, la endonucleasa de
restriccion interacciona con el catién divalente de magnesio para llevar acabo la escision
de DNA exogeno.

Por otro lado, las NAPs (Nucleoid-Associated Proteins) de la familia Lsr2 (Leprosy Serum
Reactive clone 2) son proteinas de bajo peso molecular exclusivas de actinobacterias que
tienen una funcion andloga a la de las proteinas H-NS de proteobacterias (Histone-like
Nucleoid Structuring proteins). Es decir, son reguladores transcripcionales de genes, que
actian modificando la topologia del cromosoma bacteriano o uniéndose a la region
promotora del gen inhibiendo la transcripcion.

Estas proteinas Lsr2 también estdn presentes en los genomas secuenciados de
actinobacterias del género Streptomyces. Asimismo, existe una particularidad en la
metiltransferasa del sistema R-M Sall de Streptomyces albus (M.Sall), ya que esta
metiltransferasa presenta una secuencia homoéloga a las proteinas Lsr2 en su extremo
carboxilo terminal (c-terminal), algo que no ocurre con otras metiltransferasas de la misma
familia.

En este trabajo evaluamos la actividad in vitro de la metilasa M. Sall, y la comparamos con
la de otras dos variantes, que presentan mutaciones en el dominio homadlogo a Lsr2. Estas
dos variantes presentan una delecion completa del dominio Lsr2 en el extremo C-terminal
(M. SallALsr2) o bien, una mutacion puntual en una regién importante del dominio Lsr2 (M.
SallR556A). Este estudio se realizé con la finalidad de evaluar la relacion que tiene este
dominio en la interaccién proteina-DNA, observando la eficiencia de estas proteinas para
proteger al DNA en ensayos de metilacion-restriccion contra la enzima Sall.

Al realizar ensayos de metilacién con la metiltransferasa M.Sall y sus variantes, tanto in
vivo como in vitro, se encontr6 que la presencia 0 ausencia de este dominio no es
fundamental para que la enzima pueda llevar a cabo su actividad de metilacién nativa. Sin
embargo, ambas metiltransferasas que carecen de dominio Lsr2 funcional, mostraron una
mejora en la eficiencia de su actividad tanto in vitro como in vivo, esto sucedio al menos en
los ensayos utilizados para la realizacién de este proyecto.



Sugerimos que el efecto positivo en la actividad de metilacion de M.Sall en ausencia del
dominio Lsr2, es consecuencia de que este dominio regula la actividad de la enzima.
Teniendo implicaciones importantes a considerar para estudios posteriores acerca del
entendimiento teérico de esta metiltransferasa y el sistema R-M en el que esta implicada

junto con la endonucleasa Sall



2. Introduccion

2.1 Actinobacterias del género Streptomyces

Las actinobacterias que pertenecen al género Streptomyces son organismos con
morfologia filamentada, ubicuos, sapréfitos, descomponedores, con un ciclo de vida con
varias etapas diferenciadas. Ademas, son quimiorganétrofos, con metabolismo oxidativo
gue se caracterizan por producir una amplia gama de metabolitos secundarios. Poseen un
DNA rico en G-C (Guanina - citosina), que junto con sus otras caracteristicas vuelven a
estas bacterias un modelo para estudios biotecnolégicos y moleculares (Kampfer; et al.,
2014 & Rosenberg, et al., 2014)

2.2 Ciclo de vida de Streptomyces

El ciclo de vida de estos organismos (Figura 1) comienza con la germinacion de una espora,
la cual formara un tubo germinal que se ramificard en micelio vegetativo compacto,
constituido por estructuras hifales poco compartamentalizadas y multigenémicas.
Posteriormente, el desarrollo del organismo o las condiciones adversas, provocaran que el
micelio vegetativo sea utilizado como sustrato para formar micelio aéreo, constituido por
hifas no ramificadas multigenémicas. Las hifas de este micelio aéreo sufren un proceso de
septacion sincronica, que convierte las hifas en esporas unigenémicas. Estas esporas son
estructuras de reproduccion que al dispersarse iniciardn de nuevo con el ciclo de vida
(McGregor, 1954).

De forma interesante, la etapa en la cual se forma el micelio aéreo se caracteriza por la
formacion de metabolitos secundarios y antibiéticos (Liu, et al., 2013). Asimismo, la
dispersion de las esporas no es aérea, sino que ocurre mediante insectos que habitan en
el suelo y que son atraidos por compuestos volatiles que producen las cepas de
Streptomyces (Becher et al., 2020).

2.3 Streptomyces como objeto de estudio

Las bacterias del género Streptomyces han sido un modelo de estudio desde distintos
enfoques. Desde un enfoque ecoldgico se estudian los lugares donde habitan, el tipo de
interacciones que tienen con el medio biético y abidtico, y la manera en que se pueden
aislar de estos para estudios in vitro.

Sin embargo, su principal relevancia es en estudios de investigacion biomédica y
biotecnoldgica, ya que estos organismos producen una amplia gama de metabolitos
secundarios, entre los que se incluyen antibiéticos de uso humano y veterinario; se
considera que aproximadamente 75% de los antibidticos comerciales se obtienen de
bacterias del género Streptomyces (Madigan, et al., 2019).
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Figura 1. Ciclo de vida Streptomyces sp. donde se ilustran las diferentes etapas del desarrollo de estos organismos (Angert,
2005)

2.4 Enzimas de restriccion

Las enzimas de restriccion son un tipo de endonucleasas que tienen la capacidad de
reconocer una secuencia especifica de nucleétidos en el DNA y llevar a cabo una escisién
o “corte” en un punto especifico denominado sitio de restriccion. Este corte se lleva a cabo
por la ruptura de enlaces fosfodiéster en las cadenas de DNA (Pingoud, 2004).

Segun su estructura, los requisitos del cofactor enzimatico y la naturaleza de la secuencia
objetivo, las endonucleasas de restriccion se clasifican en cuatro tipos distintos (I, I, lll y
IV), relacionado con el sistema de restriccibn-modificacion al que pertenecen (Loenen®, et
al., 2013 & Pingoud, 2004).

2.5 Enzimas de modificaciéon

Las enzimas de modificacion son metiltransferasas o metilasas de adenina o citosina, las
cuales son parte de los sistemas de R-M de muchas bacterias. Su funcién es metilar al DNA
del cromosoma bacteriano de manera periodica, transfiriendo grupos metilo del co-sustrato
SAM a posiciones especificas de los nucle6tidos de la secuencia que reconocen (Figura 2),
la cual generalmente es la misma secuencia que reconoce la endonucleasa de restriccion
a la que estan asociadas (Palmer & Marinus; 1994).

NH, NH;
N N x
IS (L)
HoNC A~ S /) CH; CH; CH; CHs DOCcom B N =
N o} N o | el | ™ o N
5’ — TCCGTTAACCCGGGCGTTCGTTT — 3’ - % 5’ — TCCGTTAACCCGGGCGTTCGTTT — 3° NH;'
3’ — AGGCAATTGGGCCCGCAAGCAAA — 5° + ) 3’ — AGGCAATTGGGCCCGCAAGCAAA — 5' +
| | | |
p OH OH Metilasa CH, CH; CH; CH; OH OH
Secuencia de DNA . . .
sin metilar S-Adenosil metionina SecuenC@ de DNA S-adenosil L-homocisteina
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Figura 2. Metilacién del ADN, consecuencia de la actividad de una metiltransferasa utilizando como sustrato S-
Adenosil metionina. La metilacién de secuencias especificas de una cadena de ADN en presencia del co-sustrato SAM es
una reaccion catalizada por un tipo de enzimas denominada metiltransferasas. En esta reaccion los reactivos siempre son
una molécula de ADN no metilada y S-Adenosil metionina, los productos después de la reaccion catalizada por una metilasa
son ADN metilado en secuencias especificas y S-Adenosil L-Homocisteina. Ya que SAM pierde su grupo metilo (-CH3).

2.6 Sistema de restriccion-modificacion

Las endonucleasas de restriccion, junto con las metiltransferasas forman en las bacterias
sistemas de restriccion-modificacion (R-M). Estos son mecanismos utilizados in vivo como
un sistema inmunoldgico primitivo, que les permite a las bacterias protegerse contra las
infecciones por bacteriéfagos o agentes extrafios, esencialmente el DNA exégeno de otras
bacterias o bacteri6fagos (Boyer, 1971).




Estos sistemas pueden actuar como enzimas independientes o como complejos
enziméticos (Figura 3). La endonucleasa de restriccion, corta el DNA exdgeno y la
metiltransferasa convencionalmente modifica al DNA propio evitando que sea reconocido
por la endonucleasa de restriccion y por lo tanto que sufra un corte en su propio genoma
(Boyer, 1971).

(a) Type | (b) Type Il (c) Typellll (d) Type IV
Genes -lhdeL] hsds ) [ res > - -

' Voo Vo ¥ ¥ ¥
Proteins @D @ @ @ .

ﬁ

@ ® ®
DNA @ M MWD n/a

methylated
DNA
cleaved @ ® m .

+ CHj
Target
sequence AACN(6)GTGC CCATGG CGAAT CGCAGCCGGCT
example e.g. EcoKl e.g. Ncol e.g. Hinflll e.g. McrBC

Figura 3. llustracién de los cuatro tipos de sistemas de restriccion-modificacién (R-M) (a) R-M tipo |, loci separados
codifican subunidades de restriccion (R), metilacion (M) y especificidad (S). En el caso de E. coli estos estan codificados por
los genes hsdR, hsdM, hsdS respectivamente. Para su funcién se requiere formar un pentamero que consta de 2 subunidades
R, 2 subunidades My 1 subunidad S. La especificidad de unién al DNA depende de la subunidad S. (b) RM- tipo Il, constituidos
por dos enzimas separadas, 1 endonucleasa (R) y 1 metiltransferasa (M). Ambas enzimas reconocen la misma secuencia de
DNA, la cual a menudo es de solo 6 pb y es palindroma, estas enzimas actian de forma independiente. (c) R-M tipo IlI
formados por genes co-localizados denominados mod (modificacién/metiltransferasa) y res (restriccién/endonucleasa), acttan
como un complejo enzimatico. (d) Enzimas tipo IV, estas pueden llevar a cabo la escision de ADN metilado, “sistema”
compuestos solo por una endonucleasa de restriccion. (Phillips, et al., 2019)

e 2.6.1 Sistema de restriccion-modificacidn tipo |

Los sistemas R-M tipo | se encuentran en aproximadamente 50% de los procariontes
(incluyendo arqueas). Son sistemas que siempre constan de un complejo enzimético
pentamérico. Estos sistemas se identificaron por primera vez en Escherichia coli, donde
estan codificados por el grupo de genes de tipo hsd (host specificity determinant); hsdR
codifica a las subunidades de restriccién (R), hsdM codifica a las subunidades de metilacion
(modificacién o M) y hsdS codifica a la subunidad de reconocimiento (S). Generalmente, el
complejo enzimatico esta constituido por dos subunidades R, dos subunidades M y una
subunidad S. Las subunidades R son Mg? y ATP dependientes, mientras que las
subunidades M son dependientes del co-sustrato SAM. La subunidad S consiste en dos
dominios TRD (Target Recognition Domains). Las secuencias que reconocen estos
sistemas de R-M no son especificas, generalmente son secuencias de DNA bipartitas que
comprenden dos medias secuencias separadas por un nimero de nucleétidos aleatorios.
Cada dominio TRD reconoce una media secuencia y permite el anclaje del complejo
enzimatico al DNA para llevar a cabo la escision o modificacion de una secuencia adyacente
a la secuencia de reconocimiento. Esta demostrado que un solo cromosoma bacteriano
puede codificar para diferentes subunidades S, por lo que es un sistema de R-M de amplio
espectro, el cual puede cambiar dependiendo del DNA que ingrese en la célula. La
identificacion de secuencias de corte de este tipo de enzimas no es tan clara, por esta razon
las secuencias de reconocimiento se deducen a partir del metiloma (los sitios donde metila
la metiltransferasa) (Loenen®, et al., 2013; Loenen¢, et al., 2013).

e 2.6.2 Sistemade restriccion-modificaciéon tipo Il
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El sistema R-M tipo Il alberga el grupo mas amplio de endonucleasas de restriccion
caracterizadas. Estas son ampliamente utilizadas por la industria médica y diferentes ramas
de la biologia molecular, ya que son la principal herramienta en la tecnologia de DNA
recombinante. Historicamente, la primera endonucleasa caracterizada perteneciente a un
sistema R-M tipo Il fue Hindl de Haemophiluis influenzae, por Daniel Hamilton en el afio
1970. Posteriormente, se caracterizaron EcCoRI y EcoRII de E. coli, Esto logré consagrarse
a las endonucleasas de restriccion tipo Il como uno de los tipos de enzimas mas estudiados
y utilizados en las actividades de laboratorio. Hasta el afio 2005 se conocian
aproximadamente 300 endonucleasas de restriccion, asi como el sitio de corte y secuencia
que reconocen, las cuales ademas estan comercialmente disponibles (Tock & Dryden,
2005).

El sistema R-M tipo Il consta de una endonucleasa de restricciébn y una metiltransferasa
que son enzimas independientes (no actian como complejo). Ademas, son codificadas por
diferentes regiones del cromosoma bacteriano o por plasmidos silvestres, y su estructura
varia segun la enzima. La endonucleasa de restricciébn reconoce una secuencia especifica
de DNA vy utiliza cationes divalentes, principalmente Mg*?, para su actividad enzimatica y
suele formar homodimeros o tetrdmeros para llevar a cabo la escision. Las endonucleasas
de restriccién tipo Il se clasifican en diferentes tipos segun sus propiedades y
comportamiento enziméatico: A, B, C, E, F, G, H, P, Sy T. Las endonucleasas de restriccion
tipo Il mas comunes son las P, que reconocen secuencias palindrémicas. Las
metiltransferasas son enzimas que reconocen la misma secuencia que la endonucleasa de
restriccion a la cual estan asociadas, son dependientes del co-sustrato SAM y de ahi
obtienen los grupos metilo para transferirlos a la cadena doble de DNA principalmente en
citosinas y adeninas, en los carbonos en posicibn 4 y 6 de ambos nucleétidos,
respectivamente (m4C, m4A, m6A y m6C). In vivo este sistema siempre consta de una
endonucleasa de restriccion y una metiltransferasa para funcionar (Loenen®, et al., 2013;
Tock & Dryden, 2005).

e 2.6.3 Sistema de restriccion-modificacién tipo Il

En los sistemas de R-M tipo Il se encuentran enzimas codificadas por una region contigua
del genoma bacteriano denominada Res/Mod, la cual codifica para dos enzimas (Res y
Mod). Son complejos enzimaticos heterooligbmeros que poseen dos subunidades Mod
(Modificacién) y dos subunidades Res (Restriccion) en un arreglo conocido como
Res;Mod.. Estos sistemas R-M se han estudiado principalmente en fagos y bacterias Gram
negativas. In vivo funcionan como un sistema de proteccion contra DNA recién replicado.
Mod es dependiente del co-sustrato SAM y modifica al DNA hemimetilando adeninas en el
carbono de posicion 6 (hm6A). Res es ATP, Mg*?> y SAM dependiente. EI complejo
enzimatico Mod reconoce secuencias asimétricas, mientras que Res realiza la escision del
DNA en un punto adyacente (a unas 25-28 pares de bases) de la secuencia de
reconocimiento. La subunidad Mod puede funcionar independiente de Res, pero Res no
puede funcionar sin Mod, por lo que puede ocurrir la hemimetilacion en ausencia de
restriccion, pero no viceversa (Tock & Dryden, 2005 & Loenen®, et al., 2013).

e 2.6.4 Sistemade restriccion tipo IV

Estos sistemas difieren de los anteriores ya que carecen de componentes genéticos que
codifican una enzima de modificacién o metiltransferasa. Por esta raz6n operan de manera
"inversa" a los otros sistemas R-M, es decir, llevan a cabo la escisién de secuencias de
DNA modificadas por metilacion o hemimetilacion. Se sabe que los sistemas de restriccion
tipo IV estdn ampliamente distribuidos en procariontes, aunque no esta bien caracterizada
su actividad enzimatica, ni el sitio de corte de muchas de estas enzimas. In vivo protegen a
las bacterias contra bacteriéfagos que han desarrollado sistemas "anti R-M", es decir,
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aquellos bacteriéfagos que pueden modificar su material genético para “engafar” a la célula
gue infectan. En E. coli los genes que codifican estas nucleasas son mcrA, mcrBC y mrR,
los cuales protegen a la célula contra el DNA hemimetilado del bacteri6fago T4. Estas
enzimas pueden actuar como complejo con diferentes subunidades unidas covalentemente
o de forma individual, donde realizan las funciones de reconocimiento, unién y escision del
DNA. Generalmente una sola enzima puede reconocer y cortar diferentes secuencias
modificadas, al igual que diferentes formas de modificacion. Entre las principales
modificaciones que reconocen las endonucleasas de restriccion tipo IV se encuentran la
metilacién, la hemimetilacion, la glicosilacién y la glicosilhidroximetilacion. La actividad de
la nucleasa es dependiente de cationes o iones de metales divalentes, siendo Mg*? y Ca*?
los cofactores mas utilizados (Loenen & Raleigh, 2013).

2.7 Sistemas de restriccion-modificaciéon en Streptomyces.

En el caso de las actinobacterias del género Streptomyces se han estudiado dos sistemas
de restriccion-modificacién que las protegen de bacteri6fagos de la familia del bacteri6fago
@C31. Estos sistemas son PGL (Phage Growth Limitation) de Streptomyces coelicolor y el
sistema de restriccién-modificacion tipo 1l Sall de Streptomyces albus. Ambos sistemas
han sido clonados y expresados en diversas cepas de Streptomyces y E. coli dando
resultados in vitro, que corroboran la presencia de estos mecanismos in vivo y su funcion
ante la proteccion contra fagos (Sumby & Smith, 2002; Rodicio & Chater, 1988).

2.8 Sall y su importancia como sistemade restricciéon-modificacidon en Streptomyces.

El sistema de restriccibn-modificacion Sall de S. albus, esta codificado por una regién de
4.2 kilo bases (kb) en el cromosoma, la cual esta constituido por dos genes que codifican
para una endonucleasa de restriccion (Sall) y una metiltransferasa (SallM o M.Sall).

La endonucleasa de restriccion Sall fue purificada y caracterizada por primera vez de la
cepa Streptomyces albus G por Arrand y cols. en1978. Quienes determinaron que el sitio
de restriccion que reconoce esta enzima es 5° G| TCGAC 3.

Sall es un monémero con sitios de unién a Mg*?, pero forma homodimeros para llevar a
cabo su actividad (Rodicio, et al., 1994).

M.Sall es una metiltransferasa de 65 kDa, dependiente del co-sustrato SAM y se encarga
de transferir grupos metilo a las adeninas del DNA de S. albus en la secuencia 5
GTCGmBAC 3, evitando que estos sean cortados por Sall (Rodicio, et al., 1994).

Chater & Wilde en 1980 y Rodicio & Chater en 1988 demostraron la actividad como sistema
de restriccibn-modificacion de Sall en pruebas in vitro, reportaron que es un sistema de
amplio espectro in vivo ya que protege a S. albus de muchos bacteriéfagos de la familia
Siphoviridae , en los que se incluyen bacteriéfagos afines al fago @C31, asi como
bacteriéfagos afines al fago A.

Se han reportado diversos isoesquizémeros de Sall purificados de diversos organismos
como; Xaml de Xanthomonas amaranthicola o Rrol de Rhodococcus rhodochrous. Las
secuencias de estos isoesquizomeros no resultan ser ortélogos de Sall por lo que surgieron
como un evento de especiacion temprano al divergir los diferentes grupos de bacterias.
(Rodicio & Chater 1988)

2.9 Proteinas asociadas al nucleoide.

Al igual que en otros dominios de organismos vivos, en bacterias existe un grupo de
proteinas y factores de transcripcion, que pueden organizar y modificar la topologia del
cromosoma bacteriano, teniendo como funcién principal la regulacion de la expresion
genética mediante el super-enrollamiento de regiones especificas del DNA, o la unién a
sitios de reconocimiento y bloqueo de la transcripcion de genes especificos. En conjunto
estas proteinas son denominadas NAPs (Nucleoid-Associated Proteins), que constituyen
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una superfamilia de proteinas bacterianas con funciones diversas (Drlica K & Rouviere-
Yaniv J. 1984).

Una de las NAPs mas estudiada es la proteina H-NS (Histone-like Nucleoid Structuring
protein) de E. coli, asimismo se han encontrado genes analogos y homologos que codifican
proteinas de tipo H-NS en diversos grupos de bacterias. Esto sugiere que la modificacion
de la topologia del cromosoma bacteriano y la regulacion genética por medio de esta
modificacion son mecanismos ampliamente diversificados en las bacterias (Picker & Wing,
2017).

2.10 NAPs de |la familia Lsr2.

Dentro de la superfamilia de las NAPs se encuentra un grupo de proteinas de bajo peso
molecular exclusivas de las actinobacterias, denominado Lsr2 (Leprosy Serum Reactive
clone 2).

Las proteinas Lsr2 fueron identificadas como un antigeno fuerte que promovia la aparicion
de células T en pacientes infectados con lepra (Laal, 1991).

Estas proteinas tienen un peso molecular de ~12 kDa, y su funcién es anéloga a la de las
proteinas H-NS de proteobacterias, es decir, actian como silenciadores xenogénicos y
como reguladores de la transcripcién de genes, a través de la modificacion de la topologia
del cromosoma bacteriano y la represion de la regién promotora de los genes (Gordon, et
al., 2008).

La actividad y estructura de las proteinas tipo Lsr2 conocidas, se basa en estudios
realizados en actinobacterias del género Mycobacterium (especificamente en
Mycobacterium tuberculosis), en la cual regulan factores de virulencia, la biosintesis de la
pared celular, la resistencia a antibidticos y la respuesta a factores ambientales
desfavorables (Le Moigne, et al., 2019 & Chen, et al., 2006).

Gordon y cols. en 2008 demostraron que las proteinas Lsr2 son analogos funcionales de
las proteinas H-NS, pues se unen al DNA como un dimero y pueden formar puentes de
hidrogeno entre regiones intergénicas del cromosoma bacteriano, limitando la actividad de
la ARN polimerasa. También que estas proteinas se unen al DNA de manera no especifica,
pero con una tendencia a la unirse en secuencias ricas en AT, lo cual se atribuye a la
presencia de un motivo de union codificado por la secuencia arginina-glicina-arginina, que
codifica un gancho de unién a este tipo de secuencias analogo al que esta presente en las
proteinas HMG-1 de eucariontes (Figura 4).
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Figura 4. Alineamiento de secuencias de aminoacidos de proteinas Lsr2 de diferentes actinobacterias. En el alineamiento es
posible observar la presencia de aminoacidos conservados y la abundancia de aminoacidos cargados positivamente. La
proteina esta conservada en los diferentes géneros de actinobacterias (Gordon, et al., 2008).

El numero de proteinas Lsr2 o similares a Lsr2 que tienen las actinobacterias es variable
dependiendo del género en estudio. La mayoria de las actinobacterias poseen un gen que
codifica una proteina homdéloga a Lsr2 de M. tuberculosis. Aunque en algunos casos
pueden poseer mas de un gen paralogo que codifica proteinas homélogas a Lsr2, por
ejemplo, Rhodococcus jostii RHAL que posee 9 o Amycolatopsis mediterranei S669 que
posee 7 (Pérez-Rueda et al., 2015).

2.11 NAPs Lsr2 en Streptomyces

Los genes para proteinas Lsr2 se encuentran presentes en todos los cromosomas
secuenciados de Streptomyces como dos copias homologas a las proteinas Lsr2 de M.
tuberculosis. Estas proteinas son nombradas Lsr2 y Lsr2-Like (LsrL), dependiendo de su
importancia funcional (Chandra & Chater, 2014).

Al igual que en actinobacterias del género Mycobacterium, se ha demostrado que las
proteinas Lsr2 y LsrL de Streptomyces estan implicadas en la organizacién del cromosoma
bacteriano y la regulacion de la expresion génica.

e 2.11.1 NAPs Lsr2 en Streptomyces venezuelae.

En Streptomyces venezuelae se han descrito dos genes paralogos de proteinas Lsr2:
SVEN_3225 y SVEN_3832. SVEN_3225 es mas abundante y esta involucrada en el
desarrollo, crecimiento y esporulacion de S. venezuelae, ademas es una proteina esencial
para regular el silenciamiento del metabolismo criptico y la producciéon de metabolitos
secundarios. Mientras que SVEN_3832 es menos abundante, y también esta implicada en
la supresion de genes relacionados con la produccion de metabolitos secundarios (Gehrke,
et al., 2019).

e 2.11.2 SVEN_3225Y SVEN_3832.

La proteina SVEN_3225 esta constituida por 111 residuos de amino&cidos, posee 36.06%
de identidad con Lsr2 de M. tuberculosis, mientras que SVEN_3832, de 160 residuos,
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posee 21.87% de identidad con Lsr2 de M. tuberculosis. Ambas proteinas poseen un
motivo de union a secuencias ricas en AT como el en Lsr2 de M. tuberculosis.

Al comparar las secuencias de las proteinas Lsr2 entre S. coelicolor y S. venezuelae.
SCO3375 y SVEN_3225 poseen una identidad del 80.18%. Mientras que SCO4076 Y
SVEN_3832 poseen una identidad de 68.46%. Esto sugiere que una de las dos copias
paralogas, es mas importante que la otra (Gehrke, et al., 2019).

e 2.11.3NAPs Lsr2 en Streptomyces coelicolor.

En el genoma de S. coelicolor existen dos genes que codifican proteinas Lsr2: SCO3375y
SCO04076. Bradshaw, y cols. en 2013 realizaron un estudio proteémico en el que buscaron
medir la abundancia de diferentes NAPs asociadas al cromosoma de S. coelicolor, donde
identificaron un conjunto de 24 proteinas con una alta probabilidad de ser definidas como
NAPs, entre las que se encuentra SCO3375 de manera abundante y SCO4076 en menor
abundancia, ambas de manera significativa de acuerdo al criterio utilizado en su estudio.
En este mismo estudio infieren que el gen SCO3375 se expresa en mayor abundancia
debido a que este se encarga fundamentalmente de la organizacion del cromosoma
bacteriano, mientras que SCO4076 solamente regula la transcripcion de genes.

En 2020 Keller Y. demostré que SCO3375 y SC0O4076 no codifican proteinas redundantes,
puesto que SCO3375 codifica una proteina esencial para S. coelicolor, mientras que la
ausencia de SC04076 no afecta el desarrollo de las células. Asi mismo el gen SCO3375
puede ser deletado de la célula, solo si esta presenta una copia extra del gen en un
plasmido. Tanto el gen SCO3375 como SCO4076 estan implicados en el proceso de
desarrollo celular, especificamente en la regulacion de genes relacionados con la
esporulacion.

e 2.11.4SC03375Y SCO4076.

La proteina SCO3375 esta constituida por 111 residuos, posee 55.5% de identidad con la
proteina Lsr2 de M. tuberculosis UT205. Entre sus caracteristicas se destaca la presencia
de un motivo de unién a secuencias ricas en AT codificado por la secuencia arginina-
glicina-arginina (Reeves, 2001).

SCO04076 esta constituida por 105 residuos, posee una identidad del 45.53% con respecto
a Lsr2 de M. tuberculosis. SC0O4076, también posee un motivo de unién a secuencias
ricas en AT (RGR). Entre SC03375 y SC04076 hay una identidad deI 52.40% (Figura 5).
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Figura 5. Alineamiento de secuencias de aminoacidos de proteinas Lsr2 de Streptomyces coelicolor; SCO3375 y SCO4076
y Streptomyces venezuelae; SVEN_3225 y SVEN_3832. Se observa el alto grado de conservacion de las secuencias, asi
como la conservacion de los dominios importantes en las proteinas Lsr2

[ Dominio de dimerizacién

2.12 Dominio Lsr2 en M.Sall de S. albus.

GOmez D. (2015) logré clonar, expresar, purificar y optimizar la actividad in vitro de la
metiltransferasa M.Sall. Posteriormente, con la finalidad de identificar los dominios
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conservados, analizé la secuencia de la metilasa M.Sall mediante una busqueda de
homologia con el programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), encontrando dos
motivos conservados en todas las metiltransferasas: CMI, encargado de transferir grupos
metilo y CMII, el sitio de union a SAM, ademas de otros dos motivos conservados
denominados Is y lll. También describid la presencia de un dominio homologo a Lsr2 en
una pequefa regién en la zona carboxilo terminal (C-terminal) de la enzima M.Sall
(Figura 6).
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Figura 6. Secuencia de aminoéacidos de la metilasa M.Sall, en la que se marcan ciertas caracteristicas, en rojo se encuentran
sefialados motivos conservados (Gomez D. 2015).

El dominio Lsr2 de la metilasa M.Sall segun esta busqueda consta de 122 residuos, posee
una secuencia similar a otras proteinas Lsr2 descritas en Streptomyces, ademas comparte
con estas la presencia de un motivo de unién a secuencias ricas en AT (RGR), por lo que
este dominio podria estar involucrado en la unién de la enzima M.Sall con las secuencias
de DNA que reconoce o con la actividad de metilasa de esta enzima. Interesantemente, la
metilasa M.Sall de S. albus es la Gnica enzima en la que se ha reportado un dominio Lsr2,
cosa que no ocurre en otras metiltransferasas de la misma familia o0 homologas a esta.
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3. Antecedentes

Como ya se menciond, todas las proteinas homélogas a Lsr2 presentan como caracteristica
principal la interaccibn con DNA, actuando fundamentalmente como reguladores
xenogeénicos y factores de transcripcién que se unen al DNA para modificar la topologia del
cromosoma bacteriano.

Una mutante de Mycobacterium smegmatis mc?155, con una deleciéon en un par de bases
en el gen para la proteina Lsr2 (especificamente en el motivo de unién a DNA rico en AT)
presentacaracteristicas distintas al fenotipo silvestre. Entre dichas caracteristicas se
encuentra la capacidad para deslizarse sobre agar (hipermotilidad) y una mayor resistencia
a las infecciones por fagos y a antibidticos de amplio espectro (Arora, et al., 2008).
Ademas, Chen, y cols. en 2006 demostraron que una mutacion puntual en la segunda
arginina del motivo de union RGR (R86A) en la proteina homologa a Lsr2 de M. smegmatis
tiene una union defectuosa al DNA comprometiendo la actividad nativa de la proteina.
Este motivo estd conservado en la secuencia del dominio Lsr2, presente en el extremo C-
terminal de la metilasa M.Sall (Figura 7), por lo que podria estar involucrado en la unién de
esta enzima al DNA.

Dominio Lsr2 M.Sall S.albus VHKALLAITAADLRGG---==-==-=-- GRVYGGGLHKMEPKELAALPADGIATLDPVLR 48
S. coelicolor SCO4076 MAQRVVVTLFDDIDGS-EAAETIAFGVDGRMYEIDLNEANAR--------------- KLR 44
S. coelicolor SCO3375 MAQKVQVLLVDDLDGG-EADETVTFALDGKTYEIDLTTANAD--------------- KLR 44
M. tuberculosis UT205 MAKKVTVTLVDDFDGSGAADETVEFGLDGYTYEIDLSTKNAT-------==nmmu-- KLR 45
M. leprae TN MAKKVTVTLVDDFDGAGAADETVEFGLDGYTYEIDLTNKNAA-------==nmuu-- KLR 45
M. smegmatis mc? 155 MAKKVTVTLVDDFDGEATADETVEFGLDGVTYEIDLSAKNAA- - == == -==-=num= KLR 45
Dominio Lsr2 M.Sall S.albus EDISMVSVPPR------------- KRTGRPQMPGPSASEVRAWARANGVCVPDRGRLRPE 95
S. coelicolor SCO4076 KALEPYVSAGRKRSRS----- GKAY - --RQTEVAPDPAAVRAWAQANKMDVPARGRIPKK 96
S. coelicolor SCO3375 GLLDPYLKGGRRTGGRASGGRGKARAASGG- - -SQDTAAIRAWAKENGWDVNDRGRVPAK 101
M. tuberculosis UT205 GDLKQWVAAGRRVGGRRRGRSG- -SGRGRGAIDREQSAAIREWARRNGHNVSTRGRIPAD 103
M. leprae TN GDLRQWVSAGRRVGGRRRGRSN--SGRGRGAIDREQSAAIREWARRNGHNVSTRGRIPAD 103
M. smegmatis mc? 155 NDLKQWVEAGRRVGGRKRGRAATTTTRGRGAIDREQSAAIREWARRNGHNVSTRGRIPAD 105
Dominio Lsr2 M.Sall S.albus VWDAWRQAHAGEASPLNIDAGDQVALW 122
S. coelicolor 5CO4076 VYEAFAEAR- == ===--mm oo - 105 . . w N
s. coelicolor SCO3375 VREAYEQANG- - - - - - - - - - o 111 Motivo de union AT “RGR
M. tuberculosis UT205 VIDAYHAAT - ----------oommm - 112 .

Identidades
M. leprae TN VIDAFHAAT === < - -coooommmamee 112
M. smegmatis mc? 155 VIDAFHAAT------------------ 114

Figura 7. Alineamiento de las secuencias de las proteinas Lsr2 de M. smegmatis mc? 155, M. tuberculosis UT205, M. leprae
TN, SC0O4076 y SCO3375 de S. coelicolor M145, con el extremo C-terminal de la metilasa M.Sall de S. albus. Las secuencias
presentan diversas identidades y sustituciones conservativas. Ademas, se observa la presencia del motivo “RGR” de unién a
DNA rico en AT en todas las secuencias.

Para tener una idea de la posible estructura del dominio Lsr2 de la metilasa M Sall,
utilizamos el servidor Jpred4 para realizar una prediccion de estructura secundaria. Este se
basa en la homologia de las secuencias y las compara con secuencias de proteinas de las
cuales se conoce su estructura cristalografica (Drozdetskiy, 2015).

De acuerdo con este analisis, el dominio Lsr2 de la enzima M.Sall presenta diversos motivos
estructurales que se encuentran conservados en algunas proteinas Lsr2 que se han
cristalizado a partir de Mycobacterium. Entre estos motivos se encuentran, del extremo N-
terminal al C-terminal, una lamina 8, una horquilla 8, y multiples a-hélices.

Ademas el servidor relaciona la secuencia del dominio Lsr2 de M.Sall con la secuencia de
la proteina Lsr2 de M. tuberculosis Rv3597c. La proteina Lsr2 de M. tuberculosis Rv3597c¢
fue cristalizada por Summers, et al., (2012), quienes describieron que la proteina forma
dimeros para poder unirse al DNA del cromosoma bacteriano (Figura 8).
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Figura 8. Estructura secundaria del dominio Lsr2 de M.Sall y la proteina Lsr2 de M. tuberculosis Rv35987c, asi como la
representacion gréafica del dimero Lsr2 de M. tuberculosis Rv35987c. (A) Se puede observar que ambas predicciones son
similares y que como caracteristicas presentan una lamina 8 (“E”), una horquilla B (denotada por las “E” préximas una de
otras) y tres a —hélices (“H”). (B) Representacion de la estructura cristalina del dimero funcional de la proteina Lsr2 descrito
por Summers, et al., (2012). PDB 4E1R Esta representacion muestra que cada mondémero tiene una a —hélice, una horquilla
B y una lamina B. Prediccion realizada con Jpred4.
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Mediante ensayos EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay) se mostré que el dominio
Lsr2 de la metiltransferasa M.Sall puede unirse al DNA de cadena sencilla y doble (Keller
Y. 2020). Esta evidencia sugiere que la estructura y funcionamiento del dominio Lsr2 en la
metiltransferasa M.Sall podria ser similar al de las proteinas Lsr2 en Mycobacterium y
Streptomyces (Figura 9).

Dom.Lsr2 0O 3288A 2 4 8 16 32 Dom Lsr2(uM)
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Figura 9. Unién del dominio Dom.Lsr2 a DNA. Se observa el retraso en la migracién del DNA en funcién de la cantidad de
proteina Dom.Lsr2. Los DNAs utilizados fueron (A) Fragmento de 23pb (B) Fragmento de DNA superenrollado, pUC19. (C)
ssDNA, M13mp18. (D) DNA lineal y circular, puC19 (Keller Y. 2020).

Asi mismo en ese trabajo se realiz6 un ensayo preliminar en donde se comparaba la
actividad de la metiltransferasa M.Sall silvestre contra la actividad de una mutante carente
del dominio Lsr2 (M.SallALsr2). Este estudio mostro que la actividad de la metiltransferasa
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M.SallALsr2 se veia afectada por la ausencia del dominio Lsr2 (Figura 10), protegiendo de
manera poco significativa al DNA blanco, de la escision por la enzima Sall.

2556 330 pb
1700

466 pb

805 802 pb

Figura 10. Actividad de metilacion por las enzimas M.Sall silvestre y la mutante M.SallALsr2. En esta Figura se observa que
las muestras de plasmido tratadas con M.SallALsr2 presentan una digestion parcial contra la endonucleasa de restriccion
Sall. Como control se observa el plasmido sin tratar con la metilasa, es decir, no metilado (-), ni digerido con la enzima de
restriccion Sall (R). El siguiente carril muestra al plasmido sin metilar (-) digerido con Sall (R). El resto de los carriles
corresponden al plasmido tratado con metilasa (M, Silvestre o Mutante) y digerido con Sall (R). (Keller Y. 2020).

Debido a estos antecedentes, en este trabajo se evaluard si el dominio Lsr2 en la
metiltransferasa M.Sall es importante para funciéon de la enzima, y también cémo este esta
relacionado con la actividad de la metiltransferasa, destacando la importancia del mismo
para el reconocimiento y unién a secuencias de DNA.
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4. Hipotesis

Si el resultado preliminar es replicable, implicaria que el dominio Lsr2 de la metiltransferasa
M.Sall interviene de forma negativa en la union de la enzima con el ADN, al modificarlo en
una region importante y/o eliminarlo de la enzima, afectando su actividad de
metiltransferasa.

5. Objetivos

5.1 Objetivo general.

- Con el fin de corroborar los antecedentes, estudiar la actividad de la metiltransferasa
M.Sall de Streptomyces albus, asi como la contribucion del dominio Lsr2 en la actividad de
metilacion de esta enzima.

5.2 Objetivos especificos.
- Modificar el gen silvestre de la metiltransferasa M.Sall, eliminando el dominio

(M.SallALsr2), y/o realizar una mutacién puntual en la segunda arginina del motivo “RGR”
de unién a DNA (M.Sall R556A).

- Clonar las secuencias de M.Sall, M.SallALsr2 y MSall R556A en plasmidos de expresion.

- Expresar, purificar y medir la actividad in vitro de la metiltransferasa M.Sall y sus variantes
M.SallALsr2 y MSall R556A, mediante un ensayo de metilacion que permita observar la
capacidad de proteccion del DNA contra la escision de la endonucleasa Sall.

- Caracterizar la unién de las proteinas (M.Sall, M.SallALsr2 y MSall R556A) al DNA
mediante ensayos EMSA.

- Observar la capacidad de metilacion in vivo del DNA gendmico de una cepa de E. coli
carente de sistemas de metilacion propios.
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6. Material Y Métodos

6.1 Cepas, plasmidos v oligonucledtidos utilizados en este trabajo

Tabla 1. Cepas de E. coli y Streptomyces

Derivada de BW?25113

‘ ORGANISMOS }
E. coli
DH5a F-, A(argFlac)169, lacZAM15, | Hanahan, 1985
recAl, endAl, hsdR17
BW25113 F-, DE(araD-araB)567 | Lessard et al., 1998
lacz4787(del)::rrnB-3 LAM- rph-1
DE(rhaD-rhaB)568 hsdR514
IBEC58 Adam, Adcm, AhsdRMS Gonzalez-Cerén G., et al., 2009

BL21 DE3 Rosetta2

F- ompT hsdSg(rs” ms’) gal dcm
(DE3)
pRARE2 (CamR)

Novagen

Streptomyces lividans

1326

SLP1+ SLP2+

| Hopwood et al., 1983

Tabla 2. Plasmidos

PLASMIDOS

Vectores

pUC18 — M. Sall

M. Sall clonado en el plasmido
puUC18

pBluescript Il SK Vector de clonacion Alting-mees et al., 1989
AmpR
pET28a Vector de expresion Novagen
T7 promotor, N-terminal His Tag,
C-terminal His Tag, Lacl, KanR
pSET152 Vector integrativo Kieser et. al, 2000
AprR, lacZ-a, ¢-C31 integrasa.
puC18 Vector de clonacion Yanisch-Perron, C et al., 1985

AmpR
Constructos genéticos

Este trabajo

pUC18 — M. SallALsr2

M. SallALsr2 clonado en el
plasmido pUC18

Este trabajo

pUC18 — M. SallR556A

M. SallR556A clonado en el
pldsmido pUC18

Este trabajo

pBluescript Il SK - M. Sall

M. Sall clonado en el plasmido
pBluescript Il SK

Este trabajo

pET28a — M. Sall 6HNT

M. Sall clonado en el plasmido
pET28a poniendo la etiqueta de 6
histidinas en el extremo N-
terminal

Este Trabajo

pET28a — M. SallALsr2 6HNT

M. SallALsr2 clonado en el
plasmido pET28a poniendo la
etiqueta de 6 histidinas en el
extremo N-terminal

Keller Y. 2020

pET28a — M. SallR556A 6HNT

M. SallR556A clonado en e
plasmido pET28a poniendo la

Este trabajo

21



etiqueta de 6 histidinas en el
extremo N-terminal

Streptomyces

Vectores

plasmido plJ6021, modificado
para poner la etiqueta Streptag Il
en el extremo C-terminal.

No conjugativo, multicopia, KanR
TsrR, promotor tipAP, Tsr-
inducible.

plJ6021 Vector de expresion Takano, et al.,1995
Ptipa KanR, TsrR, Tsr-inducible.
plJ6021-STIIC Vector de expresion derivado del | Keller Y. 2020

plJ6021-6HNT

Vector de expresion derivado del
plasmido plJ6021, modificado
para poner la etiqueta de 6
histidinas en el extremo N-
terminal.

No conjugativo, multicopia, KanR
TsrR, promotor tipAP, Tsr-
inducible.

Este trabajo

plJ6021-6HCT

plJ6021-STIIC — M.

Sall

Vector de expresion derivado del
plasmido plJ6021, modificado
para poner la etiqgueta de 6
histidinas en el extremo C-
terminal.

No conjugativo, multicopia, KanR
TsrR, promotor tipAP, Tsr-
inducible.

M. Sall clonado en el plasmido
plJ6021 que pone la etiqueta
Streptag Il en el extremo C-
terminal

Este trabajo

Constructos enéticos

Este trabajo

plJ6021-STIIC — M.

Sall ALsr2

M. SallALsr2 clonado en el
pldsmido plJ6021 que pone la
etiqueta Streptag Il en el extremo
C-terminal

Este trabajo

plJ6021-6HNT — M.

Sall

M. Sall clonado en el plasmido
plJ6021 que pone la etiqueta de 6
histidinas en el extremo N-
terminal

Este trabajo

plJ6021-6HNT — M.

SallALsr2

M. SallALsr2 clonado en e
pldsmido plJ6021 que pone la
etiqueta de 6 histidinas en el
extremo N-terminal

Este trabajo

plJ6021-6HNT — M.

SallR556A

M. SallR556A clonado en e
plasmido plJ6021 que pone la
etiqueta de 6 histidinas en el
extremo N-terminal

Este trabajo

plJ6021-6HCT — M.

Sall

M. Sall clonado en el plasmido
plJ6021 que pone la etiqueta de 6
histidinas en el extremo C-
terminal

Este trabajo

plJ6021-6HCT — M.

SallALsr2

M. SallALsr2 clonado en e
plasmido plJ6021 que pone la
etiqueta de 6 histidinas en el
extremo C-terminal

Este trabajo

plJ6021-6HCT — M.

SallR556A

M. SallR556A clonado en e
pldsmido plJ6021 que pone la

Este trabajo
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etiqueta de 6 histidinas en el
extremo C-terminal

Tabla 2. Oligonucleétidos

Oligonucleétidos

ARG2Forward 5’- ggT gTg TGC gTA CCC gAT gCC ggT Cgg CTT CgC CC -3 Este trabajo
ARG2Reverse 5’- ggg CgA AgC CgA CCg gCA TCg ggT ACg CAC ACA CC -3’ Este trabajo
ARG2_FIPCR 5’- gAT gCC Tgg CgA CAggCA C -3 Este trabajo
ARG2_RIPCR 5'- ACA CAC CgT TTg CgC gTg C -3 Este trabajo
SalMStrepTagll 5-gAC gAATTC CAC AAAgCG ACTTGATCCCC -& EcoRI Este trabajo
SalMBHINup 5’- Cgg gAT CCA TAT gCA TAg CgA ggC gAg AgA g -3’ BamHI Este trabajo
& Ndel
DomLsr2NdelF 5'- ggg gCA TAT ggT ACA TAA AgC CCT CCT AgC C-3' Ndel Keller Y. 2020
DomLsr2EcoRID 5'- ggg gAATTC TCA CCA CAA AgCgAC TT -3 EcoRI Keller Y. 2020
SalMsinLsrEco 5’- ggg gAA TTC ACg gAg ggA CCg ACA CCA TCg -3’ EcoRlI Keller Y. sin
reportar
PstDown 5’- Cgg CTg CAg CTC gCC Cg -3 Pstl Gonzélez-Cerén
G. sin reportar
SacUp 5’-gCT gCg gTC gAC gAg CTC -3’ Sacl Gonzalez-Cerdn
G. sin reportar
6021HamF 5 — CCA CTC CgC CCA TAT gAA gCT TTC Tag Agg ATC CAT Ndel Gonzalez-Cerdn
gCA TgA ATT CCC CAg ATC TAAAQT TTT gTC -3’ G. sin reportar
6021HamR 5’- AAg CTT CAT ATg ggC ggA gTg gTg gTg gTg gTg gTg CAT Ndel | Gonzalez-Cerén
CCT TCC gCT CCCTTCTCT gACg -3 G. sin reportar

6.2 Cepas, almacenamiento, medios y condiciones de cultivo.

En el caso de E. coli, las cepas utilizadas fueron DH5a. para procesos de clonacion, IBEC58
para procesos de clonacion y obtencion de DNA no metilado, y BL21 DE3 Rosetta 2 para
la expresion de proteinas.

Para las cepas DH5a e IBEC58 se utilizé6 medio liquido YT2X y medio sélido LB-agar, las
células crecieron a 37 °C.

Para la cepa BL21 DE3 Rosetta 2 se utiliz6 medio liquido YT2X suplementado con KH,PO,
0.17 M, K:HPO4 0.72 M y glicerol 0.4%, el medio sélido fue LB-agar. De igual forma las
células crecieron a 37 °C. El almacenamiento de células de E. coli fue mediante
suspensiones densas de células en glicerol 10% (v/v) a -20 °C.

En el caso de Streptomyces lividans la cepa utilizada fue 1326 para procesos de clonacion
y expresion de proteinas. Para la transformacion, se generaron protoplastos tratados con
polietilenglicol y se utilizé6 medio solido R2. Para la obtencién de esporas se utiliz6 medio
MS (Mannitol Soya Flour), y para la expresion de proteinas se utilizé6 medio LB sacarosa
25% (Keiser, et al.,, 2000). El almacenamiento de esporas en S. lividans fue mediante
suspensiones densas de esporas en glicerol 20% (v/v) a -20 °C.

6.3 Re-amplificacién de M.Sall

A partir de un fragmento de DNA cromosomico que contenia el gen M.Sall, se realiz6 una
amplificacioén mediante PCR donde ademas se agregaron los sitios de corte de BamHI Ndel
y EcoRI utilizando el par de oligos SalMBHINup y SalMStrepTagll. El producto de esta
sintesis fue clonado en los sitios de BamHI y EcoRI del plasmido pUC18 para su
reamplificacién y posterior verificacién por secuenciacion.
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Posteriormente el fragmento M.Sall se subclond entre el sitio de Ndel y EcoRI de los
vectores de expresion pET28a, plJ6021-STIIC, plJ6021-6HNT y plJ6021-6HCT.

6.4 Construccion de una mutante puntual de M.Sall SaIMR556A

A partir del fragmento de DNA del gen SalM se amplificaron dos subproductos mediante
PCR. Para el primer subproducto se utilizaron el par de oligonucleétidos SalMBHINup y
ARG2Reverse para amplificar la mayor parte del gen desde su extremo N-terminal donde
ademas se cambiaron las bases para llevar a cabo las mutaciones R556A.

Para el segundo subproducto se utilizd el par de oligonucleétidos SalMStrepTagll y
ARG2_FIPCR para amplificar desde el sitio de la mutacion de interés hasta el extremo C-
terminal (donde termina la secuencia).

Posteriormente estos productos fueron utilizados como templados capaces de empalmarse
y que tuvieran la mutacion. Con el par de oligonucledtidos SalMBHINup y SalMStrepTagl|
se amplifico de nuevo el gen completo con las mutaciones para sustituir la arginina 556 por
una alanina (Figura 11).

M. Sall 1764 pb
SalMBHINup ARG2Z_FIPCR
— .

— -

—

ARG2Reverse SalMStrepTagll

M. Sail 1764 pb
1686 pb

SalMBHINup
— 93 pb

SalMStrepTagll

SalMBHINup
—

—
SalMStrepTagll

M.Sall RS56A 1779 pb

M.Sall RS56A 1779 pb

mm Reaccidn 1 == Reaccion 2 = Multacidn
Figura 11. Estrategia experimental. Overlap PCR donde se ilustra el resultado de ambas reacciones por separado y la
manera de unirlas para volver a amplificar el gen M.Sall

El producto de esta amplificacion fue clonado entre los sitios de BamHI y EcoRlI del plasmido
pUC18 y fue verificado por secuenciacion.

Posteriormente el fragmento M.Sall R556A se subclon6 entre el sitio de Ndel y EcoRI de
los vectores de expresion pET28a, plJ6021-STIIC, plJ6021-6HNT y plJ6021-6HCT.

6.5 Construccidon de una mutante sin dominio Lsr2 M.SallALsr2

A partir del fragmento de DNA del gen M.Sall se amplific6 un producto mediante PCR
utilizando el par de oligos SaIMBHINup y SalMsinLsrEco. El producto de esta sintesis fue
clonado en los sitios de BamHI y EcoRlI del plasmido pUC18 y verificado por secuenciacion
(Figura 12).
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M. Sail 1764 pb

SalMBHINup
—

—
SalMsinLsrEco

M. Sall 1764 pb

M. Sallf L sr2 1589 pb :

Figura 12. Estrategia experimental. PCR para eliminar el dominio con funcién homéloga a Lsr2 a partir del gen Salwm.

Posteriormente el fragmento M.SallALsr2 se subclon6 entre el sitio de Ndel y EcoRlI de los
vectores de expresion pET28a, plJ6021-STIIC, plJ6021-6HNT y plJ6021-6HCT.

6.6 Expresion v purificacion de la metiltransferasa M.Sall y sus variantes

En el caso de E. coli Rosetta2 con los plasmidos derivados del pET28a, con los genes de
las metiltransferasas clonados, se crecieron las células en medio YT2X suplementado con
10% de KH2PO4 0.17 M y K;HPO4 0.72 M y glicerol 0.4% con los antibidticos kanamicina
(50 ug/mL) y cloranfenicol (25 ug/mL) a 37 °C con agitacion constante hasta llegar a una
DOsog de 0.5.

La expresion de las proteinas se realizd6 mediante la induccién con 1mM de IPTG,
posteriormente se incubaron las células a 18 °C durante 6 h mas.

Para la purificacion de las proteinas se utilizé la técnica de cromatografia de afinidad con
una columna de Ni-Sepharose HisTrap™ (Niquel-sefarosa). Se utiliz6 el equipo FPLC
AktaPrime Plus (Fast Protein Liquid Chromatography) de GE Healthcare.

En el caso de S. lividans 1326 con los plasmidos derivados del plJ6021 con los genes de
las metiltransferasas clonados, las células se crecieron en medio LB sacarosa 25% con el
antibiotico kanamicina (50 pg/mL) a 30 °C con agitacion constante hasta llegar a una DOaso
de 0.4. La expresion de proteinas se realizé mediante la induccion con tioestreptén (50
ug/mL) posteriormente se incubaron las células a 30 °C durante 24 horas mas.

Para la purificacion de las proteinas se utiliz6 la técnica de cromatografia de afinidad en
este caso con una columna de Ni-Sepharose HisTrap™ (Niquel-sefarosa), una columna de
HisTrap™ Capto™ Q (Milli Q intercambio aniénico fuerte) y/o una columna de HisTrap™
Capto™ S (Intercambio cationico fuerte). Se utilizé un equipo FPLC AktaPrime Plus (Fast
Protein Liquid chromatography) de GE Healthcare.

6.7 Andlisis de proteinas purificadas

Las fracciones resultantes de las purificaciones se analizaron mediante geles de
poliacrilamida (SDS-PAGE) y se tifieron con colorante azul de Coomasie.

También se analizaron mediante Western-Blot con un anticuerpo contra la etiqueta de 6
histidinas (Anti-6His Tag Sigma™) o contra la etiqueta Streptag Il (Strep Tag Monoclonal
Antibody Thermo Fisher™)
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6.8 Dialisis, concentracion, almacenamiento y cuantificacién de las proteinas
purificadas.

De manera independiente, las proteinas fueron dializadas y concentradas simultdneamente
mediante centrifugacion de alta velocidad utilizando un filtro Amicon® de Merck con una
membrana de tamafio de poro de 10,000 MWA.

El buffer de almacenamiento utilizado para dializar y almacenar las proteinas contenia Tris-
HCI 50 mM pH 7.5, NaCl 50 mM, EDTA 10 mM pH 8, BSA 200 ug/mL, B-mercaptoetanol 5
mM vy glicerol 50%.

Las proteinas fueron cuantificadas mediante reactivo de Bradford, empleando una curva
patron de BSA.

6.9 Pruebas de metilacién in vitro de la metiltransferasa M.Sall y sus variantes

Las pruebas de metilacion de las enzimas purificadas se realiz6 mediante el protocolo
propuesto por Gémez D. 2015 (Figura 13), utilizando como sustrato el plasmido pSET152,
el cual tiene multiples sitios diana tanto de Sall como de M.Sall.

Los ensayos de metilacion se realizaron incubando 2 ug de cada una de las metilasas
M.Sall, M.SalALsr2 y/o M.SalR566A, con el plasmido pSET152 durante toda la noche a 37
°C, utilizando el buffer de reaccién propuesto por Gomez D. 2015. El buffer contiene Tris-
HCI 50 mM, KCI 20 mM, MgCl, 10 mM y BSA 200 ug/mL a pH 8 con 1 mM de co-sustrato
SAM.

El DNA resultado del proceso de metilacion fue tratado con la endonucleasa Sall con el fin
de observar la proteccién del DNA consecuencia de la modificacion por metilaciéon de las
enzimas del DNA.

Posteriormente, para evaluar la capacidad de estas proteinas para metilar el DNA, se
realizé el mismo ensayo, tomando una muestra cada hora en un intervalo de 12 horas.

El resultado de estas pruebas se analiz6 mediante geles de agarosa tefiidos con bromuro
de etidio con un equipo foto-documentador “Kodak Gel Logic 100 Digital Imaging System”.
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7 ® 013) « Nan \ . PATRON DE BANDAS
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: g%%??; : N /8
& NP ® pSET152 \
¢ ¢  Tmam
1 = 24 H O RAS : 2 H O RAS : CONFORMACIONES CIRCULARES

FIGURA 13. Ensayo de metilacion in vitro. 1) El paso de metilacion consiste en incubar un plasmido con multiples sitios
diana de Sall / M.Sall con las metilasas M.Sall, M.SalALsr2 y/o M.SalR566A durante diferentes intervalos de tiempo en
presencia del co-sustrato SAM. Si la metilacion es eficiente el resultado de este ensayo sera un plasmido metilado en los
sitios diana de estas enzimas. Si la metilacién es deficiente el resultado de este ensayo sera un plasmido no metilado o
metilado deficientemente 2) El paso de restriccion consiste en digerir el ADN del paso anterior con la endonucleasa de
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restriccién Sall durante dos horas, posteriormente las muestras son corridas en un gel de agarosa mediante electroforesis.
3) Dependiendo de lo ocurrido en paso de metilacion. Si esta fue eficiente el ADN estara protegido contra la escision de Sall
reflejado en un gel de agarosa con la conformacion nativa del ADN utilizado para el ensayo. Si la actividad de metilacion no
fue eficiente o no se llevo a cabo el ADN sera digerido parcial o totalmente por la enzima Sall por lo que en un gel de agorarosa
este se vera parcialmente o totalmente digerido.

6.10 Ensayos de cambio de la movilidad electroforética (EMSA)

El pldsmido pSET152 fue incubado por 15 minutos a 37 °C con diferentes concentraciones
de las proteinas en buffer de reaccion Tris-HCI 50 mM, KCI 20 mM, MgCl, 10 mM y BSA
200 pg/mL a pH 8.

El resultado de estas reacciones se analizé6 mediante geles de agarosa tefiidos con bromuro
de etidio con un equipo foto-documentador “Kodak Gel Logic 100 Digital Imaging System”.

6.11 Pruebas de metilacion in vivo de la metiltransferasa M.Sall y sus variantes

Los plasmidos derivados del pET28a con los genes de las metiltransferasas M.Sall,
M.SallALsr2 o M.SallR556A clonados, fueron introducidos mediante electroporacion a 1.5
Volts en la cepa IBEC58 que carece de sistemas de metilacion propios. De las
transformantes se tomaron colonias aisladas que fueron incubadas en medio liquido YT2X
con 1 mM de IPTG durante 18 horas a 37 °C.

Posteriormente, se extrajo DNA total de las células (Kieser, et al., 2000) y fue digerido con
la enzima Sall para observar la proteccion del DNA in vivo (Figura 14).

El resultado de estas reacciones se analizé6 mediante geles de agarosa tefiidos con bromuro
de etidio con un equipo foto-documentador “Kodak Gel Logic 100 Digital Imaging System.
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CEPA DE E. coli QUE EXPRESA ADN CELULAR TOTAL PATRON DE BANDAS INESPECIFICAS
M. Sall (CROMOSOMAL Y PLASMIDOS) RESULTADO DE LA ACTIVIDAD DE

o GEL AGAROSA Sall
M.SallfLsr2

O
M.5all R556A

FIGURA 14. Ensayo de metilacion in vivo. A partir de una cepa de E. coli que expresa M.Sall o M.SallALsr2 o M.SallR556A,
se purifico el ADN total (cromosomal y plasmidos), este ADN es tratado con la endonucleasa Sall y posteriormente se observa
el resultado en un gel de agarosa. Dependiendo de la actividad de metilacién de cada una de las enzimas. Si esta fue eficiente
el ADN estara protegido contra la escision de Sall reflejado en un gel de agarosa donde el ADN tendra una conformacién
nativa. Si la actividad de metilacién no fue eficiente o no se llevé a cabo el ADN total sera digerido parcial o totalmente por la
enzima Sall por lo que en un gel de agorarosa este se vera parcialmente o totalmente digerido.
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7. Resultados

7.1 Generacion de constructos genéticos para la expresion de proteinas
recombinantes en Streptomyces y E. coli

Para poder expresar y purificar las metiltransferasas M.Sall, M.SallALsr2 y M.Sall R556A
se clonaron los genes codificantes para estas proteinas en diferentes vectores de expresion
tanto de Streptomyces lividans, como de E. coli.

7.1.1 Expresion de M.Sall y sus variantes en vectores de expresion de Streptomyces.
Para la expresion de las metiltransferasas M.Sall, M.SallALsr2 y M.Sall R556A en
Streptomyces se utilizaron plasmidos derivados del vector de expresion plJ6021 (Takano,
et al., 1995), los cuales colocan una etiqueta Strep Tag Il en el extremo C-terminal, una
etiqueta de histidinas en el extremo C-terminal o una etiqueta de histidinas en el extremo
N-terminal.

7.1.2 Expresidén y purificacion de M.Sall y M.SallALsr2 con la etigueta Strep Tag Il C-
terminal.

La purificacién de M.Sall y M.SallALsr2 con la etiqueta Strep Tag Il en el extremo C-
terminal se realizé en S. lividans 1326 utilizando el vector de expresion plJ6021-STIIC.
Para la expresion de las proteinas, las células crecieron en medio LB con 25% sacarosa,
y cuando el cultivo alcanz6 una D.O.ss0= 0.4, se indujo la expresién de la proteina
recombinante con tioestrepton a una concentracion de 50 pg/mL.

Las proteinas fueron identificadas en la fraccién soluble mediante ensayos de WB. Sin
embargo, la sobreexpresion y purificacion de las proteinas M.Sall y M.SalALsr2 tuvo baja
eficiencia, posiblemente debido a la baja afinidad con la cual se unen a la columna de
estreptavidina (Apéndice 1).

7.1.3 Expresion y purificacion de M.Sall, M.SallALsr2 y M.SallR556A con la etigueta
de 6 histidinas C-terminal o N-terminal

La purificacion de M.Sall, M.SallALsr2 y M.SallR556A con la etiqueta de 6 histidinas en el
extremo C-terminal o N-terminal se realiz6 en S. lividans 1326 utilizando el vector de
expresion plJ6021-6HCT o plJ6021-6HNT. La expresion de las proteinas se realiz6 en
medio LB 25% sacarosa y fue inducida con tioestrepton a una concentracion de 50 pug/mL
cuando el cultivo alcanzé una densidad 6ptica deD.0.450=0.4.

Las proteinas fueron identificadas tanto en la fraccién soluble como en las fracciones
eluyentes mediante ensayos de WB. Aunque en la sobreexpresioén y purificacion de las
proteinas M.Sall, MSallALsr2 y M.SallR556A estas lograron unirse al niquel existia un
problema de degradacion significativa de las proteinas. Aunado a esto habia muchas
proteinas contaminantes en las fracciones de la elucién (Apéndice 2).

7.1.4 Expresion y purificacion de M.Sall, M.SallALsr2 y M.SallR556A con la etigueta
de 6 histidinas v afinidad iénica a Milli-Q vy Capto™ S.

Para disminuir la abundancia de proteinas inespecificas en el proceso de purificacion de
M.Sall, MSallALsr2 y M.SallR556A fusionadas con la etiqueta de 6 histidinas, disefiamos
la siguiente estrategia. Posterior a la expresion de las proteinas se realizé un primer
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tratamiento de purificacion basado en afinidad i6nica y el punto isoeléctrico, utilizando un
gradiente de cloruro de potasio. y posteriormente un segundo tratamiento de purificacion
convencional por afinidad a niquel. Esto resulté en una notable reduccion de las proteinas
contaminantes, pero también de las proteinas de nuestro interés, haciéndolas casi
indetectables mediante WB. Por estas razones, esta opcion fue poco viable (Apéndice 3).
La razon principal de intentar purificar estas proteinas en S. lividans es debido a que
anteriormente se ha reportado que estas son poco solubles cuando se expresan de
manera heterodloga en E. coli, en condiciones nativas resulta muy dificil conseguir una gran
cantidad de estas proteinas para los ensayos in vitro.

Aun asi, por las razones expuestas en la seccion de apéndice, al final se opto6 por trabajar
con E. coli. Donde mejoramos notablemente la solubilidad de estas proteinas, mediante
las condiciones de cultivo propuestas en la seccion de “material y métodos”.

7.1.5 Expresién de M.Sall, M.SallALsr2 y M.SallR556A en vectores de expresién de
E. coli.

Para la expresiéon de las metiltransferasas M.Sall, M.SallALsr2 y M.SallR556A en E. coli
BL21 DE3 Rosetta2 se utilizd el vector de expresion pET28a (Novagen), agregando la
etiqueta de 6 histidinas en el extremo N-terminal.

En los tres casos se obtuvo una cantidad de proteina manejable, que se detectaba tanto
en la fraccion soluble total, como en las fracciones eluidas. Una vez concentradas las
proteinas se veian puras y en cantidad suficiente para ser utilizadas en los ensayos de
actividad.

Asimismo, al realizar la inmunodeteccion con el anticuerpo anti-6His se corrobor6 que las
proteinas purificadas correspondian a las metiltransferasas M.Sal, M.SallALsr2 y
M.SallR556A (Figura 15).
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Figura 15. Purificacién de las metiltransferasas desde E. coli, mediante afinidad a niquel por la etiqueta de polihistidinas; 6
his-tag (A) Resultado de la purificacion de la metiltransferasa silvestre M.Sall. (B) purificacion de la metiltransferasa
M.SallALsr2, carente de dominio Lsr2. (C) purificacion de la metiltransferasa con la mutacion puntual M.SallR556A. (D) SDS-
PAGE tefiido con azul de Coomasie en donde se observan 2 pg de las metiltransferasas después de ser concentradas y
dializadas con filtros Amicon® (10,000 MWA) donde se aprecia la diferencia de tamarios de las proteinas. (E) Western-Blot de
las proteinas concentradas utilizando el anticuerpo Anti-6his Tag de Sigma™.

Como las metiltransferasas llevan a cabo su funcién mediante la formacién de complejos
DNA-proteina, ademas de la purificacién, los extractos a partir de los que se purificaron las
3 enzimas fueron tratados con las nucleasas DNAase |, Benzonase®y RNAse pancreética
de ratén, con una modificacién al protocolo propuesto por VingadasSalon y cols. en 2016
incubandolos a 4°C simultaneamente a la lisis de células mediante sonicacion. Esto se hizo
con el objetivo de que las proteinas no estuvieran contaminadas con residuos de DNA
cromosoémico, plasmido y ARN de las células que fueron utilizadas para expresar las
proteinas y asi evitar sesgos al medir la actividad de las enzimas.

Para corroborar la ausencia de DNA contaminante se corrieron 2 pg de cada proteina en
un gel de agarosa al 1.2% (Figura 16).

En este gel también se incluyen las construcciones originales con las que fueron
transformadas las células de E. coli BL21 DE3 Rosetta2 para poder llevar a cabo la
expresion de las proteinas de manera heteréloga.
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Figura 16. Andlisis de la purificacién y digestion de las Metiltransferasas M.Sall, M.SallALsr2, M.SallR556A (A) Digestion
realizada con la endonucleasa Hindlll de los plasmidos pET28a donde se clonaron los genes M.Sall, M.SallALsr2,
M.SallR556A en los sitios de Ndel y EcoRI. Se observa la diferencia en la migracién de DNA del fragmento pequefio en
M.SallALsr2 con respecto a M.Sall y M.SallR556A. (B) Metiltransferasa M.Sall, M.SallALsr2, M.SallR556A purificada con la
etiqueta de 6 histidinas en el extremo amino, a partir de extractos tratados con benzonasa y RNAse. Se observa que la
muestra obtenida de la purificacion no presenta restos del DNA cromosoémico y/o de ARN de las células que fueron empleadas
para expresar las proteinas por lo que se reduce el riesgo de interferencias durante la medicion de su actividad enzimatica.

7.2 Ensayos in vitro de la actividad de las metiltransferasas M.Sall, M.SallALsr2,
M.SallR556A.

Con el fin de observar si la funcion del dominio homélogo a Lsr2 presente en el extremo
carboxilo-terminal de la metiltransferasa M.Sall est4 relacionado con la actividad de
metilacién de esta enzima, se realizaron pruebas de actividad utilizando como sustrato el
plasmido pSET152 circular no metilado, el cual tiene 4 sitios de reconocimiento para el
sistema Sall/M.Sall.

En 2015 Gomez D. demostr6é que el DNA metilado con la metiltransferasa silvestre M.Sall
era protegido en su totalidad contra la escisiéon de la enzima de restriccion Sall después de
incubar el DNA con la metiltransferasa toda la noche a 37 °C en las condiciones
establecidas en dicho trabajo. Algunos resultados no publicados en ese trabajo sugerian
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gue un menor tiempo de incubacién (entre 2 y 4 horas), no es suficiente para que la
metiltransferasa M.Sall llevara a cabo la modificaciéon del DNA objetivo (Gonzalez-Ceron,
comunicacion personal).

Por esta razén se realizé un primer ensayo de metilacién utilizando las proteinas M.Sall,
M.SallALsr2 y M.SallR556A, bajo las condiciones mencionadas en la seccién de material y
métodos, y adicionalmente las proteinas se incubaron durante toda la noche a 37 °C.
Pasado este tiempo, el DNA del plasmido pSET152 fue extraido con un volumen de fenol-
cloroformo 1:1 (v/v) y un volumento de cloroformo con el fin de eliminar los residuos de
metiltransferasas M.Sall, M.SallALsr2 y M.SallR556A.

Posteriormente los DNA plasmidos incubados con las metiltransferasas fueron precipitados
y resuspendidos en TE para llevar a cabo un ensayo de restriccion con 20 unidades de
enzima Sall, la cual se incub6 durante 2 horas. El resultado de esta digestion se observo
en un gel de agarosa al 0.8% (Figura 17).
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Figura 17. Ensayo de actividad de las metiltransferasas M.Sall, M.SalALsr2, y M.SallR556A. Como control se utilizo el
plasmido pSET152 sin enzimas de modificacion y/o restriccién, y también el plasmido pSET152 sin enzima de modificacion
M.Sall pero digerido con la endonucleasa Sall. En los siguientes carriles se encuentra el plasmido incubado con las
metiltransferasas M.Sall, M.SalALsr2, o M.SallR556A, respectivamente, y digeridos con la enzima de restriccion Sall.

Como se observa en la Figura 17, a diferencia de lo reportado en los antecedentes (keller
Y. 2020), al realizar un ensayo de metilacion incubando el DNA toda la noche las tres
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metiltransferasas (M.Sall, M.SallALsr2, M.SallR556A) tienen actividad de metilacion. Esto
se ve reflejado en una proteccién en las regiones de union de M. Sall del plasmido pSET152
contra la actividad de la endonucleasa Sall ya que, como se observa en el gel de agarosa
de la Figura 17, en los tres casos el patron de bandas de los plasmidos se parece mas al
control que no fue tratado con ninguna de las dos enzimas.

- 7.2.1 Eficiencia de la metilacién in vitro de la metiltransferasa M.Sall

Dado que en el experimento anterior el tiempo de incubacion fue prolongado, se opt6 por
realizar el mismo experimento, pero variando el tiempo de incubacioén de la reaccién de
metilacion. Para esto se realizo el ensayo de metilacién anteriormente descrito incubando al
DNA con las metiltransferasas M.Sall, M.SallALsr2 y M.SallR556A durante diferentes
tiempos.

Esto se realiz6 con el objetivo de observar si la metilacion completa observada en el
plasmido consecuencia de la actividad de las tres enzimas era consecuencia del prolongado
tiempo de incubacion.

Se repitid el ensayo de metilacion por tiempo, se prepararon muestras de plasmido
pSET152, que se incubaron en presencia de la metiltransferasa M.Sall por diferentes
tiempos desde 1 hasta 12 horas. Pasado el tiempo de incubacién de cada muestra, se traté
con un volumen de fenol/cloroformo 1:1 (v/v) y posteriormente cloroformo.

Las muestras fueron precipitadas, resuspendidas en TE y digeridas con la endonucleasa
Sall durante 2 horas. El resultado se analizé en un gel de agarosa al 0.8% (Figura 18).
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Figura 18. Ensayo de actividad de la metiltransferasa M.Sall. Como controles se utilizaron al plasmido pSET152 sin enzimas
de modificacion ni restriccion y el plasmido pSET152 digerido con la endonucleasa Sall. En los carriles siguientes se puede
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observar la eficiencia de metilacion de la enzima M.Sall en funcién del tiempo de incubacién a 37 °C. Adicionalmente, como
control positivo se incluyé una muestra de pSET152 metilada toda la noche con M.Sall (dltimo carril).

El resultado indica que al incubar poco tiempo la metiltransferasa M.Sall (<4 h), esta no
tuvo una eficiencia de metilacion alta, resultando en una digestion parcial del plasmido
pPSET152, como se observa en el gel de agarosa para los carriles de las muestras que se
incubaron de 1 a 4 horas.

Aparentemente después de 5 h la enzima alcanzo un alto nivel de eficiencia lo que se vio
reflejado en una proteccion casi total del DNA contra la endonucleasa Sall.

- 7.2.2 Eficiencia de la metilacién in vitro de la metiltransferasa M.SallALsr2

Para la metiltransferasa mutante que carecia del dominio homélogo a Lsr2 en su extremo
carboxilo terminal (M.SallALsr2) se realiz6 el mismo procedimiento descrito anteriormente.
Nuevamente en 11 muestras de plasmido pSET152 se llevo acabo el ensayo de metilacion
incubando el DNA con la enzima M.SallALsr2 desde 1 hasta 12 horas.

Para corroborar si la muestra habia sido metilada, el DNA se sometié a un ensayo de
restriccion con la enzima Sall durante 2 horas. El resultado de estos experimentos se analiz
en un gel de agarosa al 0.8% (Figura 19).
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Figura 19. Ensayo de actividad de la metiltransferasa M.SallALsr2. Como controles se utilizaron al plasmido pSET152 sin
enzimas de modificacion ni restriccion y al plasmido pSET152 digerido con la endonucleasa Sall. En los carriles siguientes se
puede observar la eficiencia de metilacion de la enzima M.SallALsr2 en funcién del tiempo de incubacion a 37 °C.
Adicionalmente, como control positivo se agreg6 en el Ultimo carril una muestra de pSET152 metilada toda la noche con
M.SallALsr2.

Como se observa en la Figura 19, la mutante que carece de dominio Lsr2 M.SallALsr2

present6 una eficiencia de metilacion alta tanto con tiempos de incubacion cortos (~1 hora)
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como largos. No se observaron bandas de digestidén parcial o bandas adicionales a las que
corresponden al plasmido circular.

Lo anterior sugiere que, in vitro, la enzima mutante M.SallALsr2 actlia con mayor eficiencia
gue la enzima silvestre M.Sall en las mismas condiciones.

- 7.2.3 Eficiencia de la metilacién in vitro de la metiltransferasa M.SallIR556A

Por ultimo, se realiz6 el mismo ensayo utilizando la metiltransferasa que tiene una mutacién
puntual en un motivo importante del dominio Lsr2 (M.SallR556A)

Nuevamente ell muestras de plasmido pSET152 se incubaron con la metiltransferasa
M.SallR556A desde 1 hasta 12 horas. Posteriormente, para medir la eficiencia de metilacion,
se digirieron las muestras con la enzima Sall durante 2 horas. El resultado fue analizado en
un gel de agarosa al 0.8% (Figura 20).
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Figura 20. Ensayo de actividad de la metiltransferasa M.SallR556A. Como controles se utilizaron al plasmido pSET152 sin
enzimas de modificacion ni restriccion y al plasmido pSET152 digerido con la endonucleasa Sall. En los carriles siguientes se
puede observar la eficiencia de metilacion de la enzima M.SallR556A segun el tiempo que se deje incubando a 37 °C.
Adicionalmente se agregé en el ultimo carril del gel como control positivo una muestra de pSET152 metilada toda la noche

con M.SallR556A.

En este resultado se puede observar que la mutante M.SallR556A se comportd de forma
similar a la enzima mutante M.SallALsr2, al menos en este ensayo de metilacion in vitro.
Ambas mutantes tuvieron una alta eficiencia de metilacion en poco tiempo (1 hora
aproximadamente), lo que se refleja en la proteccion del pldsmido pSET152 contra la
escision por la endonucleasa Sall.

Al igual que con las muestras tratadas con M.SallALsr2, las muestras tratadas con
M.SallR556A no tuvieron digestion parcial o bandas adicionales a las del plasmido circular.
Por lo tanto, ambas mutantes (M.SallALsr2 & M.SallR556A) son mas eficientes para metilar
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DNA con respecto a la enzima silvestre, al menos en las condiciones de este ensayo de
metilacion.

7.3 Ensayos de cambio de la movilidad electroforética (EMSA)

Con la finalidad de observar la formacién de complejos DNA-proteina y analizar si la
ausencia estructural y/o funcional del dominio Lsr2 afectaba la union de la metiltransferasa
M.Sall al DNA, se realiz6 un ensayo EMSA donde se incubé al plasmido pSET152 con
diferentes concentraciones de las proteinas (M.Sall, M.SallALsr2 y M.SallR556A) a 37 °C
por un periodo corto de tiempo (10 minutos). La unidén se detuvo agregando un volumen de
Tris 1M y glutaraldehido a una concentracion de 0.001%. Las muestras fueron analizadas
en un gel de agarosa al 0.8% (Figura 21).
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Figura 21. Ensayo de cambio en la movilidad electroforética (EMSA) utilizando al plasmido circular pSET152 y diferentes
concentraciones de M.Sall, M.SallALsr2 o M.SallR556A (0.5 ug — 2 ng). Como controles se usaron el plasmido pSET152, el
plasmido pSET152 incubado con 2 pg BSA, ademas 2 pg de M.Sall, 2 pug de M.SallALsr2 y/o 2 pg M.SallR556A
respectivamente.

Las muestras incubadas en presencia de las proteinas migraron de una forma diferente con
respecto a los controles, por lo que en los tres casos existen interacciones DNA-proteina.
De igual forma la migracién del DNA en el gel se retarddé mas conforme aumento la
concentracion de proteina.
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También se observa que con poco tiempo de incubacién el DNA con la proteina M.Sall
silvestre no presento retardo en su corrimiento, comparandola con respecto a la enzima
mutante sin dominio Lsr2 (M.SallALsr2) y a la enzima con una mutacién puntual
(M.SallR556A).

También se destaca que en el caso de las enzimas M.SallALsr2 y, sobre todo con
M.SallR556A, el retardo en el corrimiento del DNA es notorio desde una concentracion baja
de proteina (0.5 ug), cosa que no ocurrié con la enzima silvestre en la cual no se aprecia
un retardo aparente de las bandas, incluso en la muestra con alta concentracién de la
enzima (2 pug).

7.4 Eficiencia de metilacién in vivo de la metiltransferasas M.Sall, M.SallALsr2 y
M.SallR556A

Como ultima prueba se verificé la eficiencia de metilacion in vivo de las metiltransferasas
M.Sall, M.SallALsr2 y M.SallR556A. Para esto las proteinas se expresaron de manera
heteréloga en una cepa de E. coli (IBEC58) que presenta las mutaciones Adam, Adcm,
AhsdRMS, con el objetivo de evitar la metilacion del DNA genomico (plasmidos y
cromosoma) por un agente externo a las enzimas de nuestro interés.

Para llevar a cabo este proceso se inocularon colonias aisladas de la cepa IBEC58 en
matraces con 3 mL de cultivo YT2X y kanamicina 50 ng/mL, que habian sido previamente
transformadas con los plasmidos derivados del pET28a que expresan M.Sall, M.SallALsr2
y M.SallR556A.

Posteriormente las células se crecieron a 37°C toda la noche (~16 horas) induciendo la
expresion de las proteinas con una concentracion final de 1 mM de IPTG.

El proceso de extraccion de DNA total de las células se hizo mediante lisis (Kieser, et al.,
2000).

Se tomaron 300 ng del DNA resultante y se digirieron por 2 horas con la enzima Sall. El
resultado fue analizado en un gel de agarosa al 0.8%. (Figura 22).
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Figura 22. Ensayo de metilacion In vivo del DNA gendmico de E. coli IBEC58. Como control se utilizé6 DNA total de E. coli
IBEC58 transformada con el plasmido pET28a e inducido con 1 mM IPTG sin digerir y digerido con Sall.

En los carriles siguientes se observa la digestién con Sall del DNA total de E. coli IBEC58 transformada con el plasmido
pET28a que tiene clonado y esté expresando M.Sall, M.SallALsr2 o M.SallR556A respectivamente.

En este caso se cometid un error ya que la cepa IBEC58 carece del cassette DE3, el cual
induce la expresion de la RNA polimerasa T7, por lo que teéricamente las proteinas no
pudieron haber sido expresadas por la célula aun en presencia de IPTG.

Aun asi en el resultado se observa que la metilacion del DNA cromosomico y plasmidico
fue mayor en las células que expresaron las metiltransferasas M.SallALsr2 y M.SallR556A,
con respecto a la células que expresaron la metiltransferasa M.Sall en las cuales el DNA
total parece estar menos protegido. Creemos que se pudo expresar algun promotor
desconocido de alguna ARN polimerasa que permitio la produccion de las metiltransferasas
M.Sall, M.SallALsr2 y M.SallR556A, ya que el resultado parece ser concluyente y contrasta
con la informacion obtenida en las pruebas in vitro.

Esto se ve reflejado esencialmente en la parte superior del gel ya que se observaron
multiples bandas difusas en el carril donde se corri6 el DNA total de las células que
expresaron la metiltransferasa M.Sall, especificamente entre 14 kb y 5 kb. Esto no se
observo en el DNA de las células que expresaron las metiltransferasas M.SallALsr2 o
M.SallR556A.
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Este experimento se repiti6 mejorando la resolucion del gel y agregando como controles los
DNA cromosoémicos respectivos, sin digerir, ademas haciendo la electroforesis en un gel de
agarosa al 0.6%, con un bajo voltaje (30 V constantes) a 4 °C (Figura 22).
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Figura 22. Ensayo de metilacion In vivo del DNA genémico de E. coli IBEC58. Controles: DNAg E. coli IBEC58 y E. coli
IBEC58 digerido con Sall. Posteriormente se observan el DNAg de E. coli IBEC58 que expres6 M.Sall, sin digerir y digerido
con Sall. EI DNAg de E. coli IBEC58 que expresé M.SallALsr2, sin digerir y digerido. Y el DNAg de E. coli IBEC58 que expreso
M.SallR556A, sin digerir y digerido.

En la Figura 22 se observa nuevamente que el DNA menos protegido (es decir, el menos
metilado) fue el de las células que expresaron la enzima M.Sall.

De igual forma se observa, que al expresar las proteinas y ver su efecto directo en las
células, la eficiencia de la metilacion disminuye en los tres casos (M.Sall, M.SallALsr2 y
M.SallR556A) con respecto a lo visto en las pruebas in vitro, ya que el DNA total digerido
migra mas abajo que las muestras de DNA total sin digerir.

Por ultimo algo importante a destacar es que el resultado obtenido en la prueba in vitro
coincide con esta prueba in vivo, demostrando que al menos en E. coli la produccién de las
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metilasas heter6logas M.SallALsr2 y M.SallR556A resulta en enzimas mas eficientes en
cuanto actividad y cantidad de produccion con respecto a la enzima M.Sall silvestre.
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8. Discusion

En la actualidad el estudio de los sistemas de restriccion-modificacion tipo Il sigue vigente.
Las endonucleasas de restriccibn son de gran valor para la industria biotecnolégica, y
siguen siendo una herramienta indispensable para el estudio de la biologia molecular ain
en aquellas técnicas que consideramos de vanguardia (Moniruzzaman, et al., 2022)

Por otro lado, el estudio de las metiltransferasas que pertenecen a sistemas R-M tipo Il ha
sido relevante a lo largo del tiempo para estudiar las relaciones que tienen los organismos
procariontes con su entorno, asi como los mecanismos de defensa de estos organismos y
su evolucién a lo largo del tiempo (Ren, et al., 2022). Actualmente existe un interés por el
estudio de metiltransferasas dependientes de S-adenosilmetionina ya que se ha encontrado
un uso a estas enzimas, principalmente como marcadores de DNA gendémico que permitan
entender los procesos de regulacién genéticos y/o epigenéticos en las bacterias (Adhikari
S, & Curtis PD 2016). Aunque el uso de estas enzimas no se limita a esto, hay diversos
estudios que sugieren utilizar estas metiltransferasas como catalizadores para reacciones
de sintesis y/o biosintesis de productos naturales bajo condiciones controladas
(Abdelraheem., et al., 2022).

Aunado a esto existe un interés creciente por el estudio de la superfamilia de proteinas
NAPs, sobre todo en las actinobacterias ya que este grupo filogenético de procariontes
alberga diversos organismos que son de interés biotecnoldgico y biomédico. En el caso de
las actinobacterias del género Streptomyces el estudio de las NAPs est4 enfocado en el
mejoramiento de cepas, con el objetivo de descifrar el metabolismo criptico de estos
organismos y asi poder aprovechar todos los compuestos naturales que estas bacterias
sintetizan en condiciones naturales, los cuales no se han podido producir de manera
eficiente en condiciones de laboratorio (Du C., et al., 2022).

El interés de estudiar a la enzima M.Sall viene desde los trabajos de Rodicio & Chater en
1998 donde describen el sistema de restriccion modificacion tipo Il Sall de Streptomyces
albus y caracterizan a la endonucleasa de restriccion Sall, una de las primeras enzimas de
restriccion producidas y purificadas de manera industrial.

Al estudiar el otro componente del sistema R-M Sall (M.Sall) surge el descubrimiento de
que esta enzima tiene fusionado una regién en su extremo carboxilo-terminal con un alto
porcentaje de identidad a la NAP Lsr2 de Mycobacterium tuberculosis lo que es novedoso
ya que ninguna otra metiltransferasa dependiente de S-adenosilmetionina en
actinobacterias presenta algo similar.

Esto nos llevé a proponer en primera instancia que ese dominio Lsr2 podria regular la
interaccion DNA-proteina de la metiltransferasa M.Sall. Al realizar los experimentos
pertinentes nos dimos cuenta de que, contrario a la hipotesis planteada, el dominio Lsr2 de
la metiltransferasa M.Sall no solo no es esencial para la unién de M.Sall al sitio de
reconocimiento (5-GTCGAC-3’) sino que, por el contrario, la ausencia funcional y
estructural de este dominio Lsr2 resulta en una metiltransferasa con un fenotipo mas
eficiente al metilar el DNA.

Una posible explicacion de este resultado es que el dominio Lsr2 provoca un efecto estérico
en la unién de la enzima M.Sall al DNA, que tiene como consecuencia una enzima silvestre
menos eficiente en los ensayos de metilacion in vitro e in vivo probados en este trabajo.
Este efecto estérico se ha observado en otras proteinas (principalmente de membrana) que

41



tienen mdaltiples dominios de unidon en donde al encontrarse con regiones con las que
pueden interaccionar, existe una competencia por aprovechar los sitios de unién lo que esta
directamente relacionado con el tamafio de las regiones y el espaciado de los sitios de
unién del dominio (Hlavacek W., et al. 1999). Un ejemplo de esto en Streptomyces es la
NAP de union Gbn asociada a nucle6tidos GATC que no reconoce, ni se une a secuencias
que estan en estrecha proximidad (Du C., et al., 2022). De cualquier manera es importante
mencionar que en Streptomyces albus, en donde se identificd originalmente el sistema
Sall/M.Sall la metilasa M.Sall es eficiente para proteger in vivo el DNA del organismo del
dafio provocado por la enzima Sall, de lo contrario la cepa no seria viable.

Por lo que para conocer las interacciones entre la metiltransferasa M.Sall y el DNA se
necesitan hacer otros experimentos, por ejemplo, cristalizar la proteina para determinar
cdmo es su interaccion con el DNA cuando carece de dominio Lsr2 y cuando el dominio
Lsr2 esta presente, sobre todo teniendo en cuenta que el dominio Lsr2 aislado de la proteina
M.Sall es capaz de unirse al DNA por si mismo en ausencia del resto de la proteina (Keller
Y. 2020).

Por otro lado también surge la duda de cual es entonces la funcién del dominio Lsr2 en la
metiltransferasa M.Sall en Streptomyces albus, y por qué se ha conservado lafusion entre
proteinas en este organismo.

En el caso de los organismos del género Streptomyces existen pocas proteinas que lleven
a cabo mdltiples funciones que no estén relacionadas directamente con el desarrollo,
esporulacion, o metabolismo. Podemos mencionar como ejemplo la proteina DksA de S.
coelicolor, la cual presenta un dominio de unién a DNA en su extremo amino terminal, asi
como un dominio regulador de la ARN polimerasa en su extremo carboxilo terminal
(Aldridge M., et al. 2013).

Un caso similar a esto podria ser la metiltransferasa M.Sall que presenta un dominio Lsr2,
ademas del dominio de unién a la secuencia que reconoce. Sabemos ademas que las
proteinas Lsr2 de Streptomyces pueden formar complejos heterooligoméricos e interactuar
con otras proteinas distintas (Keller Y. 2020). Por lo tanto la funciéon del dominio Lsr2 de la
metiltransferasa M.Sall podria ser ajena a la interaccion con el DNA (con la secuencia diana
de Sall) durante la actividad de metilacién, y jugar otro papel en el desarrollo del organismo.
Nuevamente para esto hace falta plantear otras estrategias y experimentos, que permitan
observar cual es el efecto in vivo de la metiltransferasa M.Sall en Streptomyces albus
cuando no esté el dominio Lsr2. En el caso de la metilacion del DNA cromosémico de S.
albus podriamos esperar un resultado similar a o observado en E. coli en este trabajo. Pero
no podemos descartar un comportamiento diferente en la proteccién contra el bacteriéfago
¢C31 al descrito por Chater & Wilde en 1980 y Rodicio & Chater en 1988. O incluso conocer
si el dominio Lsr2 de la M. Sall posee un papel regulador, que limita la actividad de la M.Sall
en S. albus.

Por ultimo se debe mencionar que aunque el resultado no fue el esperado, algo positivo a
destacar, fue que se consiguié mejorar la expresion y purificacion de unas proteinas con
funcibn homologa a M.Sall, estas son la proteina M.SallALsr2 y M.SallR556A las cuales
ademas resultaron ser proteinas con mayor eficiencia de metilacion que la proteina de
fenotipo silvestre M.Sall.
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Si bien esto es contrario a nuestra hipotesis, nos abre un panorama amplio sobre el estudio
de la expresion de proteinas recombinantes y su aprovechamiento en los diferentes campos
de la biotecnologia y la biologia molecular.

Por lo tanto, este trabajo sirve como antecedente para estudios a futuro en donde se
busquen estrategias para optimizar la expresibn y actividad de otras enzimas
potencialmente valiosas.
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9. Conclusién

- El dominio homdlogo a Lsr2 de la metiltransferasa M. Sall no es determinante para la
actividad de metilacion de la enzima en su secuencia de reconocimiento (5° GTCGmMG6AC
3’), ya que la ausencia funcional o estructural de este dominio no afecta la capacidad de
metilacién de la enzima M. Sall in vivo e in vitro.

- La eficiencia de metilacion de la enzima M. Sall es mayor, tanto in vivo como in vitro
cuando la enzima carece del dominio (es decir M.SallALsr2 y M.SallR556A).

Perspectivas

- Para explicar el aumento en la eficiencia de metilacién en las enzimas M.SallALsr2 y
M.SallR556A se propone gue el dominio Lsr2 de M.Sall provoca un efecto estérico en esta
enzima, ya que al igual que la metiltransferasa M.Sall, el dominio Lsr2 puede formar
complejos con el DNA.

- Asi mismo el dominio Lsr2 en M.Sall puede ser un factor regulador de la proteina que
limita su actividad enzimatica, pero que lleva a cabo otras funciones las cuales
desconocemos.

- Al menos en E. coli la expresion heterdloga de las metiltransferasas M.SallALsr2 vy
M.SallR556A resultan en enzimas con actividad de metilacion mas eficiente con respecto a
M.Sall, tanto in vivo como in vitro. Creemos que estos resultados no son extrapolables a
Streptomyces albus, ya que en este organismo la metiltransferasa M.Sall actla en conjunto
con la endonucleasa Sall como un sistema de restriccion-modificacién tipo Il, por lo que
resultaria interesante continuar con investigaciones, que permitan aproximarse al
funcionamiento real de este dominio Lsr2 en M.Sall en Streptomyces.

- Para fines practicos resulta mas eficiente expresar, purificar y usar las M.SallALsr2 y
M.SallR556A con respecto a la enzima silvestre M.Sall. Esto al menos con las condiciones
reportadas en este proyecto y los anteriores a este. Por lo que pudiese emplearse
cualquiera de estas dos enzimas como un producto dentro de los laboratorios.

- Hace falta seguir estudiando la relacion de este dominio homélogo a Lsr2 con la M.Sall y
su importancia en Streptomyces albus principalmente con respecto al sistema de
restriccion-modificacion tipo Il que involucra a esta metiltransferasa.
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10. Apéndice
10.1 Intentos de purificacion de las metiltransferasas M. Sall y M. SallALsr2 en
Streptomyces lividans.

En este apartado se incluyen algunas imagenes con una breve descripcién, de los intentos
de purificacion de las proteinas M. Sall y M. SallALsr2, utilizando como vector de clonacién
y expresion variantes del plasmido plJ6021, las cuales agregan etiquetas de afinidad, el
organismo utilizado para llevar a cabo los experimentos fue S. lividans 1326.

La informacion detallada sobre los materiales y técnicas utilizadas se encuentra en las
secciones 7.1.2 a 7.1.4 del presente trabajo.

Las imagenes presentadas a continuacion no son todas las realizadas para las secciones
7.1.2 a 7.1.4, pero son las que considero que resumen de manera general los resultados
de estas secciones, asi como la razén por la cual se excluyeron de los resultados reportados
formalmente.

- 10.1.1 Expresion y purificacion de M.Sall y/o M.SallALsr2 con la etigueta Strep Tag

Il C-terminal.
En el caso de la purificacién por afinidad a estreptavidina, las proteinas recombinantes no
se unieron a la columna a pesar de que presentan el polipéptido sintético Strep Tag Il en
su extremo carboxilo terminal. Se observar que, aungue algunas proteinas se unieron a la
columna y se purificaron, cuando se realizé el WB con el anticuerpo Strep Tag Monoclonal
Antibody Thermo Fisher™, no correspondian a M.Sall o sus variantes (Apéndice 1).
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APENDICE 1. Gel de poliacrilamida e inmunodeteccion de las muestras obtenidas de la proteina M.Sall mediante afinidad a
Streptag-Il. Aunque algunas proteinas se unieron a la columna, vemos que no son la metiltransferasa.

- 10.1.2 Expresién v purificacion de M.Sall y/o M.SallALsr2 con la etigueta 6His C-

terminal y/o 6His N-terminal.
Dado que no fue posible la purificacion de las proteinas por afinidad a estreptavidina, se
decidio purificarlas por afinidad a niquel.
Para ello, se cambio la etiqueta Streptag Il por una etiqueta de 6 Histidinas en este caso en
su extremo C-terminal. Se observa que, aunque la proteina de interés se une a la columna
de niquel, también lo hacen muchas otras proteinas de menor peso molecular. Estas no
fueron caracterizadas, pero podrian ser productos de degradacion de la proteina de interés,
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ya que Streptomyces es una bacteria cuyo citoplasma contiene una alta cantidad de
proteinas con actividad proteolitica (Apéndice 2).

Gel Proteinas M.SallALsr2 6His C-terminal. Inmunodeteccion M.SallALsr2 6His C-terminal.
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APENDICE 2. Gel de poliacrilamida e inmunodeteccion de las muestras obtenidas de la proteina M.SallALsr2, mediante
afinidad a niquel. La proteina de nuestro interés (M.SallALsr2) esta presente en las fracciones y es visible tanto en el gel de
poliacrilamida como en el Western-Blot. Pero estas muestras presentan una contaminacién que pudiese ser otras proteinas
o incluso degradacién de la propia metiltransferasa.

- 10.1.3 Expresion vy purificacion de M.Sall y/o M.SallALsr2 con la etigueta 6his C-
terminal y/o 6his N-terminal combinando con un método de afinidad i6nica a Mili-
Q.

Las proteinas tienen una carga formal neta, que les confiere un pKa caracteristico acido
0 basico. En el caso de la metiltransferasa M.Sall, una prediccién estimé que la proteina
tiene un valor de pKa aproximado a 8 (basico-débil). Por ello, utilizamos una columna de
intercambio anidénico fuerte (en este caso una resina con Milli-Q) para purificarla. El
resultado de este proceso fue la elucién de fracciones que contenian una mezcla de
proteinas.

Con estas fracciones se realizé un andlisis rapido mediante Dot-Blot, el cual nos permitié
descartar las fracciones en las que no estaban presente la metiltransferasa M.Sall.
Finalmente, aquellas fracciones con la metiltransferasa M.Sall se sometieron a un
segundo proceso de purificaciéon, esta vez usando la afinidad a niquel.

El resultado de realizar dos procesos de purificacion disminuye drasticamente la cantidad
de proteina de nuestro interés purificada (Apéndice 3), por lo que también se descarté
este método.
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APENDICE 3. Resultados obtenidos aplicando un método de dos pasosde purificaciéon por cromatografia de afinidad (Mili.Q
+ Niguel) en este caso para purificar la metiltransferasa M. Sall. (A) Se observan los resultados de la purificacion mediante
afinidad aniénica, donde existe una gran interferencia de otras proteinas basicas las cuales se “purificaron” junto con la
metiltransferasa M. Sall que era la proteina de nuestro interés, este resultado es esperado ya que los empleando un método
de cromatografia por afinidad i6nica, todas las proteinas con un pKa cercano a 8 se unen a la columna. (B) Se observa una
variacién de la técnica de inmuno deteccién Western-Blot, en este caso es un Dot-Blot, aunque esta técnica es menos precisa
y resolutiva que el Western-Blot es una técnica eficiente para descartar soluciones (o fracciones en este caso) que no tienen
la proteina/enzima de interés. (C) Por tltimo, podemos ver el resultado de combinar dos técnicas de purificacion, tras lo cual
la gran mayoria de la proteina de interés M.Sall se pierde, en este caso el resultado fue inverso al esperado y en lugar de
aumentar la eficiencia de purificacién, se redujo.
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