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Corroboracion de pQE30-nrdR

Introduccion
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El represor transcripcional NrdR regula los niveles de expresion de nrdEF, que codifica a 4000
la ribonucleotido reductasa (RNR) en respuesta a la concentracion de nucleotidos [1]. La 3000
RNR cataliza la conversion de ribonucledtidos difosfatos (NDPs) en los correspondientes 2000
desoxirribonucleotidos trifosfatos (dNTPs) [1]. Los dNTPs son necesarios para la 1500

replicacion y reparacion del ADN; por lo tanto, esta reaccion enzimatica se considera un
paso clave para el metabolismo de los nucleotidos [1]. Asi mismo, el balance de los ANTPs

tiene implicaciones en la generacion de mutaciones. La ausencia del represor NrdR resulta 650
en la sobreexpresion de la RNR y en un incremento drastico en la generacion de 500
mutaciones que permiten a la bacteria Bacillus subtilis sobreponerse a condiciones

limitantes del crecimiento [1]. Un analisis proteomico de una cepa carente de NrdR 200

sometida a estrés nutricional, reveld una desregulacion en proteinas que interactian y
sintetizan c-di-AMP, sugiriendo una relacion con este segundo mensajero [2].

El c-di-AMP regula varios procesos fisiologicos en bacterias como la deteccion de dano al Fig. 3. Corroboracion de la obtencion de pQE30-nrdR. (M) Marcadores de tamafio
ADN vy la mutagénesis y actua por medio de moléculas efectoras que son ampliamente molecular 1 Kb. (1) Plasmido pQE30 vacio sin cortar. (2) Plasmido pQE30-nrdR sin cortar.
desconocidas [3]. Un estudio en Listeria monocytogenes utilizando perlas que tenian unido (3) Restriccion con las enzimas Xhol y HindIII con el plasmido pQE30 vacio, se libera un
al c-di-AMP, 1dentifico en un lisado de proteinas unidas a estas perlas a NrdR como una fragmento de ~186 pb (4) Restriccion con las enzimas Xhol y HindIII con el plasmido
potencial proteina de union a c-di-AMP. Posteriormente se vio que un lisado que pQE30-nrdR, se libera un fragmento de ~645 pb correspondiente con el tamano del
sobreexpresa a NrdR une mas c-di-AMP que el lisado control sugiriendo que hay una fragmento de nrdR mas ~186 pb generados por la restriccion con Xhol. (§) Restriccion con
iteraccion directa con el segundo mensajero [4]. Sacl de pQE30 vacio, se obtiene una banda de ~3461 pb correspondiente al tamano del
vector. (6) Restriccion con Sacl de pQE30-nrdR, se obtiene una banda de ~3879 pb,
Por lo anterior, en este estudio se generé una cepa de Escherichia coli que expresa la coincidiendo con el tamano esperado de contener el inserto de 459 pb
proteina recombinante NrdR de B. subtilis para posteriormente purificarla y estudiar
aspectos de su estructura/funcién, asl como pI’Ob&I’ SU Capacidad de interaccionar con c-di- Analisis electroforético que corrobora la Sobreexpresién de NrdR
AMP.
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Amplificacion del gen nrdR por PCR
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aaaaaagaaggtgtgcgtgaggaattcagcagagaaaaaatgctgcgcggcc 400
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ctttatcgatgaattaaaagacttaataaagaaagagcgt
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Fig. 4. Corroboracion de la sobreexpresion de la proteina NrdR en E. coli. Analisis de
lisados completos obtenidos de la cepa conteniendo la construccion pQE30-nrdR en gel SDS-
PAGE al 15% con concentraciones 0 mM, 0.1 mM, 0.25 mM y 0.5 mM de IPTG. A la
concentracion de 0.5 mM se observa una banda de ~18.7 kDa, correspondiente con el
esperado para la proteina recombinante 6xHis-NrdR.

Fig. 1. PCR para amplificar el marco de lectura del gen nrdR de Bacillus subtilis. Conclusion

A) Representacion esquematica del gen de interés que fue amplificado. B)

Amplificacion por PCR: (M) Marcadores de tamano molecular 1 Kb (1) Amplificacion Se demostro la obtencion de la construccion genética pQE30-nrdR 'y la
del gen nrdR. El amplicon generado es de 459 pb. (2) Control negativo de reaccion (sin sobreexpresion de NrdR en E. coli. Las cepas sobreexpresantes se utilizaran para
ADN). purificar la proteina recombinante y determinar experimentalmente si existe

interaccion con el c-di-AMP.
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Fig 2. Construccion pQE30-nrdR. A) Representacion esquematica de la construccion Agradecimientos
con el vector de expresion pQE30 mas el marco de lectura abierto del gen nrdR B)
Fragmento nrdR purificado con sitios BamHI ¢ HindIIl y pQE30 cortado con BamHI e
HindIII purificado para su posterior ligacion.
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