Diferencias en el perfil proteico de la mutante fur de Gallibacterium anatis
12656-12 en respuesta al estrés por hierro
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Introduccion. Gallibacterium anatis12656-12
es una bacteria Gram-negativa,
perteneciente a la familia Pasteurellaceae
gue afecta a aves, se encuentra en aves
sanas, como biota normal, sin embargo
también se ha encontrado como aislado
Unico de lesiones en tracto respiratorio,
aparato reproductivo, higado, bazo, corazén
etc., entre otras (1), provocando pérdidas
econOmicas a la industria avicola. En G.
anatis, se han descrito varios factores de
virulencia, pero se desconocen los
mecanismos de regulacion molecular de ellos
y las condiciones que determinan su
expresion durante la infeccion. La proteina
Fur (ferric uptake regulator), es un regulador
transcripcional, que en condiciones de
suficiencia de hierro reprime los genes que
realizan la captacion de hierro, lo mismo que
a otros genes del metabolismo general o de
virulencia; en tanto que permite su expresion
en estado de estrés nutricional, por carencia
de hierro, como ocurre durante el proceso
infeccioso (2).

El objetivo de este trabajo es analizar las
mutantes fur y rrf2 de G. anatis 12656-12 con
especial interés para determinar la
importancia del regulador fur en los
mecanismos de captacién de hierro y de
expresién de factores de virulencia.

Métodos. La mutante Afur de G.anatis
12656-12, obtenida por Maldonado et al.,
2014, la mutante rrf2 y la cepa silvestre,
fueron cultivadas en medio infusion cerebro-
corazon (BHI). Para eliminar restos de hierro
el material de cristal fue tratado toda la noche
con 0.5% de EDTA y lavado con agua
desionizada. Para evaluar el efecto del hierro
un precultivo de toda la noche fue diluido
1:100 e incubado a 37°C en agitacién hasta

alcanzar la fase log media, se adiciono
0.35mM del agente quelante de hierro
dipiridyl y se encubo 24 horas para obtener
proteinas totales. El sobrenadante del cultivo
fue precipitado toda la noche con 2
voliumenes de metanol y por centrifugacion
se recobraron las proteinas (12,000gX20
min. A 4°C) y se resuspendieron en 100ul de
Tris-HCI 50mM pH 7.5. Negrete et al., 2009.

Resultados. En geles de poliacrilamida-SDS
al 10%, se observé una expresion diferencial
en el perfil de proteinas totales de la mutante
fur de G. anatis (de aprox. 65 y 140kDa), y
algunos cambios en la expresion de
proteinas secretadas, esto posiblemente a la
ausencia de regulacioén por fur.

Conclusiones. La cepa mutante Afur de G.
anatis 12656-12, se comporta de manera
similar a otras mutantes Afur en miembros de
la familia pasteurellacea y otros
microorganismos, ademas se observé que al
ser mutado el gen fur, hay cambios en la
expresion de proteinas, indicando que este
gen es funcional y que el hierro es un
regulador en G. anatis.
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