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RESUMEN

Estudios previos realizados en el Laboratorio de Ecologia Microbiana-IBCE demostraron que
diferentes bacierias no patégenas de animales, enfre ellas los rizobios, eran capaces de utilizar

compuestoes heminicos (hemina, hemoglobina y leghemoglobina) como fuentes de hisrro.

El objetivo general del presente trabajo de tesis fue el de caracterizar los mecanismos de
adquisicién de hierro mediados por compuestos heminicos presentes en Sinorhizobium meliloti 2472,

Los objetivos particulares fueron: a) estudiar la funcién de la L-metionina en la adquisicién de
hierro o portir de compuestos heminicos y b) detectar y purificar las posibles proteinas de membrana
externa con capacidad para unirse o hemina, hemoglobina y leghemoglobina.

A partir de ensayos de crecimiente bacteriono en medio liquido y bioensayos, se determing
que es necesario suplementar al medio minimo de culfivo, MV, con L-metionina 300uM para que la
cepa Sm 242 sea capoz de crecer en medios limitados en hierro con el ogregado de diferentfes
fuentes de este metal [compuestos heminicos o siderdforos). Cuando se utilizé glutamato en lugar de
amonio como fuente de nitrégeno y se agregd L-mefionina al medio de cultivo, se obtuvo una mayor
produccion de sideréforos y mayores rendimientos celulares. A partir de la informacisn disponible,
una posible interprefacion de los resultados obtenidos es que en condiciones de baja disponibilidad
de hierro, la via de asimilacién del azufre o partir del sulfaio, esté afectada probablemente a nivel de
lo sulfito reductasa. La L-metioning en esfas condiciones serfa una mejor fuente de azufre para la
cepa Sm 242,

Se purificé leghemoglobina o partir de nédulos de soja y se obtuvieron anticuerpos de conejo
anti-leghemoglobina. Estos anticuerpos se caracterizaron por Western blof comprobdndose que no
presentan reactividad cruzada con ofros compuestos heminicos ni con las demés proteinas presentes
en el macerado nodular, A su vez, por ELISA, se determing la dilucién de trabajo de los anticuerpos,
los cuales seran empleados en experimentos futuros.

Por dlfimo, mediante andlisis por SDS-PAGE de fracciones enriquecidas en profeinas de

membrana externa, se defecté la presencia de 3 proteinas reguladas por hierro de 80, 82 y 90 kDa.

De las 3 profeinas identificadas, la de 90 kDa presents lo capacidad de unirse o hemina

inmevilizada en agarosa. Andlisis por espectrometria de masas (EM-MALDI-TOF) determinaron que

la proteina de 90 kDa es homéloga o atn idéntica o una posible proteina involucrada en el

fransporte de hierro (Smc02726) deducida o parfir del genoma secuenciado de Sm 1021, Andlisis

bioinforméticos mostraron que la secuencia ominoacidica de esta proteina presenta dominios

altomente conservados con otras proteinas de membrana externa receptoras para la hemina. A partir

de los resultados obtenidos podemos cancluir que se ha identificado en Sm 242 un receptor de
hemina.
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