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Resumen 

Análisis de estabilidad estructural de la proteína Clp de Xanthomonas 

axonopodis 

El género Xanthomonas es un amplio grupo de bacterias fitopatógenas que 

representa una amenaza para múltiples cultivos de relevancia agrícola y económica, 

provocando la pérdida de grandes porcentajes de producción. Los factores de 

virulencia de estas bacterias como la producción de exopolisacáridos, proteasas, 

pectinasas y endoglucanasas, además de la transición desde un estado unicelular 

móvil a un estado multicelular unido a superficies y con la capacidad de formar 

biopelículas son regulados por el factor de transcripción Clp y su interacción con el 

segundo mensajero diguanilato monofosfato cíclico (c-di-GMP). Como el resto de 

las integrantes de la superfamilia de proteínas CRP/FNR a la que pertenece, Clp 

posee un dominio de unión a dinucleótido cíclico (CBD) y un dominio de unión de 

ADN (DBD). Clp tiene dos conformaciones: la activa que es capaz de unirse a su 

secuencia blanco en el ADN y la inactiva, que no une ADN y que se obtiene cuando 

se une a su regulador alostérico, el c-di-GMP. Por ende, el estudio detallado de la 

conformación activa de Clp y de su transición a la conformación inactiva representa 

un área de investigación relevante para la comprensión de los procesos regulados 

por Clp en las bacterias del género Xanthomonas y de otros grupos taxonómicos 

con proteínas homólogas. En un trabajo previo de nuestro grupo, se obtuvo la 

estructura cristalográfica de la conformación activa de Clp de Xanthomonas 

axonopodis (XaClp). Sin embargo, su alta propensión a agregarse ha impedido 

cristalizar la conformación inactiva. Por ello, en este trabajo evaluamos el papel de 

diferentes aditivos sobre la agregación de Clp mediante Dispersión Dinámica de Luz 

(DLS). Además, realizamos un análisis bioinformático para identificar los sitios de 

agregación presentes en Clp y diseñamos una construcción que potencialmente 

elimina este problema. 

 

Palabras clave: Factor de transcripción, CRP, Clp, Agregación, DLS  
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Abstract 

Structural stability analysis of the Clp protein from Xanthomonas axonopodis 

The genus Xanthomonas comprises a broad group of phytopathogenic bacteria that 

threaten multiple crops of agricultural and economic importance, leading to 

significant production losses. Virulence factors in these bacteria—such as the 

production of exopolysaccharides, proteases, pectinases, and endoglucanases, as 

well as the transition from a motile single-celled state to a surface-attached 

multicellular state capable of forming biofilms—are regulated by the transcription 

factor Clp and its interaction with the second messenger cyclic diguanylate 

monophosphate (c-di-GMP). Like other members of the CRP/FNR protein 

superfamily to which it belongs, Clp possesses a cyclic nucleotide-binding domain 

(CBD) and a DNA-binding domain (DBD). Clp exhibits two conformations: an active 

form that binds to its target DNA sequence and an inactive form, which does not bind 

DNA and is obtained when it binds to its allosteric regulator, c-di-GMP. Therefore, a 

detailed study of Clp’s active conformation and its transition to the inactive state 

represents a key research area for understanding Clp-regulated processes 

in Xanthomonas and other taxonomic groups containing homologous proteins. In a 

previous study by our group, we determined the crystallographic structure of the 

active conformation of Xanthomonas axonopodis Clp (XaClp). However, its high 

aggregation propensity has prevented the crystallization of the inactive 

conformation. Thus, in this work, we assessed the effect of different additives on Clp 

aggregation using Dynamic Light Scattering (DLS). Additionally, we performed a 

bioinformatic analysis to identify aggregation-prone sites in Clp and designed a 

construct that may potentially resolve this issue. 

 

Key words: Transcription factor, CRP, Clp, Aggregation, DLS
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1. Introducción 

La proteína Clp, cuya secuencia consta de 230 residuos de aminoácidos, es un 

factor de transcripción encontrado en bacterias fitopatógenas de alto impacto 

agrícola incluidas dentro del género Xanthomonas (Graham et. al, 2004; Hayward, 

1993). Este grupo está compuesto por bacterias gram-negativas pertenecientes a 

la clase Gammaproteobacteria dentro del phylum Proteobacteria, con una 

morfología característica en forma de bastón, con un solo flagelo, y cuyas colonias 

adoptan un distintivo color amarillo debido a la producción del pigmento 

xanthomonadina (Bradbury, 1984; Starr & Stephens, 1964). 

El proceso de patogénesis producido por las bacterias de este grupo ocurre tras su 

ingreso a la planta y genera lesiones características de acuerdo a la vía de entrada 

del patógeno: la infección a través de los hidatodos, en los márgenes de las hojas, 

genera lesiones en forma de V, mientras que la infección de los estomas produce 

lesiones redondeadas. Además, las lesiones previas en la planta también son sitios 

susceptibles al ingreso del patógeno. Una vez dentro de la planta, las bacterias 

pueden multiplicarse de manera local o colonizar el xilema para distribuirse de 

manera sistémica (Ryan at. al, 2011). 

A nivel molecular, el proceso de patogénesis está regulado mediante un sistema de 

quorum sensing dependiente de la síntesis de un ácido graso cis insaturado 

denominado factor de señal difusible (DSF, por sus siglas en inglés). (Figura 1). 

Este sistema de regulación incluye a las enzimas RpfB (una ácido graso de cadena 

larga-CoA ligasa), RpfC (una cinasa sensora de DSF), RpfF (una enoil-CoA 

hidratasa) y RpfG (una fosfodiesterasa de c-di-GMP). El progreso de la infección 

depende de la concentración de DSF en el medio. En condiciones de baja población 

celular, la concentración de DSF se encuentra en un nivel basal pero insuficiente 

para activar el sistema de regulación compuesto por las enzimas Rpf, el cual 

requiere la activación de RpfC. Por otro lado, cuando la población celular aumenta, 

el nivel de DSF supera el umbral de activación de RpfC, cuya región extracelular de 
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su dominio transmembranal interactúa con DSF, produciendo su autofosforilación y 

un cambio conformacional consecuente que libera a RpfF. Una vez liberada, la 

síntesis de DSF aumenta significativamente. Este aumento en la síntesis de DSF 

produce la transferencia de un grupo fosforilo desde RpfC, mediante su dominio 

histidina fosfotransferasa en su región C-terminal, a RpfG. En su estado fosforilado, 

RpfG se encarga de la hidrólisis del enlace fosfodiéster de c-di-GMP. Como 

resultado final, la concentración intracelular de c-di-GMP es reducida, promoviendo 

una mayor actividad de Clp, con la consecuente activación de genes relacionados 

a patogénesis y virulencia, promoviendo la síntesis de exopolisacáridos, proteasas, 

pectinasas y endoglucanasas, así como la transición desde un estado unicelular 

móvil a un estado multicelular unido a superficies con la capacidad de formar 

biopelículas (An et. al, 2020; Ryan et. al, 2015; He et. al, 2007).  

 

Figura 1. Sistema de regulación por Quorum sensing de Xanthomonas 

mediante DSF (modificada de He et. al, 2008).  

El proceso de fitopatogénesis provocado por las bacterias del género Xanthomonas 

se encuentra regulado por un mecanismo de Quorum sensing dependiente de la 

concentración extracelular del factor de señal difusible —DSF por sus siglas en 

inglés— (A). A bajos niveles de densidad celular, la síntesis de DSF es reducida 
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debido a que la enzima RpfF, responsable del paso final de su síntesis, se encuentra 

inhibida por su unión a la proteína RpfC. En cambio, conforme la densidad celular 

aumenta y, con ello, el nivel de DSF extracelular es mayor, la región extracelular de 

la proteína RpfC cambia su conformación, autofosforilandose y liberando a la 

enzima RpfF, la cual adquiere una conformación catalíticamente activa que permite 

la síntesis de más DSF. Al mismo tiempo, la proteína RpfC transfiere un grupo 

fosforilo a la proteína RpfG, encargada de la regulación de procesos de virulencia y 

adaptación (B). 

Clp pertenece a la superfamilia CRP/FNR, cuyos integrantes presentan una enorme 

variedad de funciones metabólicas que incluyen la regulación de factores de 

virulencia, fijación de nitrógeno, fotosíntesis, degradación de compuestos 

aromáticos, entre otras. Los elementos estructurales representativos de esta 

superfamilia son la presencia de un motivo hélice-alfa-hélice (HTH) en su región C-

terminal (DBD), que se une al surco mayor del ADN y un dominio de unión a 

nucleótido cíclico en su región N-Terminal (CBD) (Körner et. al). 

El primer miembro descrito de esta superfamilia es la proteína CRP de E.coli, un 

regulador transcripcional de ~50 kDa constituido por un homodímero de 209 

residuos por subunidad (Lawson et. al, 2004). 

El sitio consenso de unión a ADN de EcCRP está constituido por la secuencia 

palindrómica 5’-AAATGTGATCTAGATCACATTT-3’. Cada subunidad del 

homodímero de CRP está conformada a su vez por 6 hélices alfa y 11 hebras beta 

(Figura 2) (Kim et. al, 1992).  
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Figura 2. Esquema estructural de un monómero de EcCRP (tomada de Kim et. 

al, 1992).  

Las seis hélices alfa presentes en la estructura de EcCRP se encuentran nombradas 

de la A a la F, mientras que sus 11 hebras beta se muestran numeradas. Entre las 

hélices C y D se encuentra una región de bisagra compuesta por los residuos 135-

138, mientras que las hélices E y F constituyen el motivo hélice-giro-hélice presente 

en el dominio DBD, siendo la hélice F la que media el contacto entre la proteína y el 

ADN. 

 

CRP posee un mecanismo de regulación alostérico, teniendo una conformación 

inactiva cuyo dominio DBD, conformado por los residuos 1-136, se une al ADN de 

manera inespecífica y con poca afinidad. En esta conformación, la hélice C, que 

sirve como interfaz de dimerización para los dominios CBD de cada subunidad, se 

encuentra como una hélice corta con tres vueltas menos. Esta disposición 

estructural conlleva a un posicionamiento de las hélices-F, localizadas en el motivo 

HTH, poco propicio para el reconocimiento correcto del ADN. En cambio, cuando el 

dominio CBD, conformado por los residuos 139-209, interactúa con el adenosín 

monofosfato-3’,5’ Cíclico (AMPc), ocurre un cambio conformacional que permite que 

la proteína adopte una conformación activa con una alta afinidad por su sitio de 
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unión en el ADN. En este cambio, la hélice-C experimenta una transición a una 

hélice extendida con tres vueltas adicionales, que conlleva a una rotación de 60° y 

un acortamiento en la distancia entre las hélices-F, lo que permite su 

posicionamiento óptimo para unirse al ADN (Figura 3) (Benoff et. al, 2002; Popovych 

et. al, 2009).  

 

 

Figura 3. Cambios conformacionales en EcCRP tras su unión a AMPc (tomada 

de Popovych et. al, 2009). 

En ausencia de AMPc, la proteína EcCRP muestra una configuración en la que las 

hélices F de la región DBD se encuentran a una distancia de 41 Å que no permite 

la unión al surco mayor del ADN, necesaria para su actividad de regulador 

transcripcional. En cambio, tras la unión de AMPc dentro del sitio de unión a AMPc, 

las hélices-C contiguas a éste experimentan una transición a una configuración 

extendida con tres vueltas adicionales, lo cual genera una rotación horizontal de 60° 

de las hélices F y el consecuente acortamiento de 7 Å en la distancia entre ellas, 

situándolas a una distancia final de 34 Å, propicia para su unión sobre surcos 

mayores sucesivos del ADN. 

 

Si bien la mayoría de integrantes de la superfamilia CRP/FNR requieren la unión a 

nucleótido cíclico específico para permitir su unión al ADN, Clp no presenta este 

requerimiento. En cambio, la unión a su efector específico, el segundo mensajero 

c-di-GMP, inhibe de manera alostérica su unión al ADN (Leduc & Roberts, 2009). 

Mediante análisis bioinformáticos se ha encontrado que Clp tiene una identidad de 
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secuencia del 45% con la proteína CRP (de Crecy-Lagard, 1990). Una característica 

interesante dentro de esta identidad compartida es la conservación de 4 de los 6 

residuos de aminoácidos (G87, E88, R98 y T148) que unen el AMPc en CRP (Dong 

et. al, 1992). Sin embargo, tanto la enzima adenilato ciclasa como el AMPc se 

encuentran ausentes en los miembros del género Xanthomonas (Chen et. al, 2010). 

En cambio, Clp ha adoptado un rol protagónico de la regulación génica dentro de 

este grupo, gracias a la adquisición de mutaciones particulares que le han conferido 

la versatilidad de modular la actividad de por lo menos 299 genes, entre los que 

destacan algunos involucrados en la modulación del comportamiento entre estados 

planctónico-sésil, la formación de biopelículas, y la producción de factores de 

virulencia (He et. al, 2007; Chen et. al, 2010). Estudios de cepas de diferentes 

especies del género Xanthomonas mutantes del gen clp o de genes involucrados 

en la regulación de éste, han permitido corroborar lo anterior (Egli et. al, 1990; Slater 

et. al, 2000; Tao et. al, 2010; Romeo et. al, 2012; Xiuhong et. al, 2012; Römling et. 

al, 2013; Jenal et. al, 2017). 

 

La región N-terminal de Clp está conformada por los residuos 1-127, mientras que 

los residuos 158-230 conforman su región C-terminal, con una larga hélice alfa 

(hélice-C) intermedia compuesta por los residuos 128-157 que sirve como interfaz 

de dimerización. La región N-terminal está compuesta por un barril beta formada a 

su vez por 8 hebras beta antiparalelas, flanqueado por 2 hélices alfa (hélice-A y 

hélice-B), mientras que la región C-terminal se compone de 4 hebras beta 

antiparalelas y 3 hélices alfa (hélice-D, hélice-E y hélice-F), de las cuales la hélice-

E y hélice-F, así como el bucle que conecta a ambas, constituyen el dominio HTH 

con capacidad de unión al ADN. Estudios cristalográficos muestran que el 

homodímero de Clp, con un peso molecular de ~52 kDa, posee una estructura 

simétrica, en la que cada subunidad presenta el acercamiento entre sus hélices-F 

propicio para su unión activa al ADN. Este acercamiento está dado por la interacción 

entre el residuo D162 y el residuo D159 mediante dos puentes de hidrógeno. Así 

mismo, el residuo V165 posee una cadena lateral con un mayor volumen respecto 
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al residuo A145 correspondiente en CRP. Este par de características estructurales 

propician la conformación activa de Clp con unión al ADN (Chin et. al, 2010). 

En esta conformación activa, destaca un par de elementos particulares adicionales. 

En primer lugar, al comparar los sitios de unión de CRP y Clp a su respectivo efector, 

la mayoría de residuos presentan una disposición similar a excepción de los 

residuos S84 y E130 de CRP, correspondientes a los residuos E99 y R150 en Clp. 

Como consecuencia de esta última interacción se forma un puente salino en el que 

la cadena lateral del residuo E99 se dispone hacia fuera del sitio de unión a ligando, 

manteniéndolo cerrado e impidiendo su interacción con AMPc. (Chin et. al, 2010). 

Estos dos rasgos explican la baja afinidad de Clp por AMPc observada en 

investigaciones previas (Leduc & Roberts, 2009). Sin embargo, esta misma 

interacción está acompañada por una molécula de agua que forma dos puentes de 

hidrógeno entre un átomo de nitrógeno de la cadena lateral del residuo E99 y un 

átomo de oxígeno en la cadena lateral del residuo R150 que en última instancia 

propicia un efecto en Clp similar al efecto correspondiente que la unión de AMPc 

ejerce al unirse a CRP (Chin et. al, 2010). 

El segundo elemento clave consiste en el residuo R195 de Clp (correspondiente al 

residuo Q175 de CRP), el cual propicia un cambio en la disposición del residuo E192 

que da lugar a la formación de un puente salino entre ambos residuos y, con ello, la 

formación de un puente de hidrógeno entre los residuos E192 y Y79. Dado que 

estos residuos se encuentran localizados en la región C-terminal y N-terminal 

respectivamente, su interacción ocasiona un acercamiento entre ambas regiones, 

reduciendo la distancia entre ellas en alrededor de 6 Å. En esta disposición, el 

dímero de Clp adopta una conformación simétrica en la que cada monómero 

presenta la forma cerrada adecuada para su unión al ADN (Chin et. al, 2010). 

Por otro lado, uno de los obstáculos que impide un rendimiento óptimo en la 

expresión y purificación de una proteína en particular consiste en la formación de 

agregados que además complican su estudio estructural y funcional (de Marco, 

2008). El fenómeno de agregación es común en la producción de proteínas 

recombinantes, en la que existe una amplia documentación sobre su acontecimiento 
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en múltiples sistemas de expresión (Gasser et. al, 2008). En trabajos previos de 

nuestro laboratorio se han estandarizado algunas metodologías en la expresión y 

purificación de la proteína Clp de Xanthomonas campestris y Xanthomonas 

axonopodis (XaClp), en las que se han hecho evidentes sus particularidades de 

estabilidad y rendimiento. En el caso de XaClp, se han obtenido cristales con una 

resolución de 2.6 Å gracias al trabajo de Karina Rosales (2019). Sin embargo, en el 

presente trabajo se observó que la proteína tiene una alta tendencia a agregarse, 

por lo cual se realizó un análisis bioinformático y de las condiciones que podrían 

estar implicadas en ello, con la finalidad de proponer una metodología que permita 

un estudio estructural y funcional óptimo para lograr profundizar en su 

caracterización. De esta manera, se lograron determinar algunos aditivos que 

muestran un efecto de reducción en la agregación de XaClp mediante su análisis 

por dispersión dinámica de luz. Además, tras el análisis in silico de las regiones de 

la proteína con mayor contribución a su agregación (denominadas como hotspots) 

se proponen mutaciones que permiten evitar su acontecimiento al identificar al 

hotspot de mayor relevancia en este fenómeno, así como una mutación puntual que 

potencialmente permite eliminar su formación.  
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2. Materiales y métodos 

2.1 Expresión heteróloga de Clp 

Se descongelaron 50 µL de células BL21 (DE3 Star) competentes durante 10 min, 

y se añadieron 2 µL del vector con la construcción pET28pps_6XHis-Clp. Tras 20 

min de incubación en hielo, las células fueron sometidas a choque térmico a 42°C 

durante 45 s, para posteriormente mantenerlas en incubación en hielo durante 2 

min. Se añadieron 500 µL de medio LB, dejando las células en incubación a 37°C 

con agitación constante a 190 rpm durante 1 hora. Posteriormente, las células 

fueron centrifugadas a 6,000 rpm, y se tomaron 500 µL del sobrenadante para su 

desecho. El precipitado celular se resuspendió en 50 µL de medio LB y sembrado 

en placas de LB agar adicionado con kanamicina [50 µg/mL], dejando en incubación 

a 37°C durante 16 h. Tras el tiempo de incubación, se prepara un preinóculo en 25 

mL de medio LB adicionado con kanamicina [50 µg/mL] utilizando una de las 

colonias obtenidas, manteniendo en incubación a 37°C durante 12 h. Una vez 

transcurrido este tiempo, se añade el preinóculo a 500 mL de medio LB adicionado 

con kanamicina [50 µg/mL], el cual es incubado a 37°C en agitación constante a 190 

rpm hasta alcanzar una OD 600 de 0,6. La inducción fue realizada mediante la 

adición de IPTG a una concentración final de 0.5 mM al cultivo celular, para 

posteriormente mantenerlo en incubación a 28°C en agitación constante por 16 h. 

Se tomaron muestras de 1 mL del cultivo tanto antes de la adición de IPTG como 

después del tiempo de expresión para realizar la lectura de densidad óptica a 600 

nm (OD600nm) de cada una, para su análisis por SDS-PAGE (Figura 4). Finalmente, 

el cultivo celular se centrifuga a 10,000 rpm en rondas de 10 min, desechando el 

sobrenadante y conservando la masa celular en refrigeración a -20°C hasta su uso 

posterior. 

2.2 Purificación de Clp mediante cromatografía por afinidad a níquel 

La masa celular de 1 L de cultivo (2.42 gramos de peso húmedo) se resuspende en 

35 mL de amortiguador de lisis (Tris-HCl pH 7.5 25 mM, glicerol 15%, KCl 500 mM, 

LiCl 25 mM, β-mercaptoetanol 1 mM) y se lisa por sonicación por pulsos 15s ON/30s 

OFF a 50% de amplitud durante 7:30 min. El lisado celular se centrifuga a 12,000 
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rpm durante 15 min. Posteriormente, se añade polietilenimina (PEI) a una 

concentración final de 0.5% para precipitar los ácidos nucleicos presentes en el 

lisado celular y se centrifuga nuevamente a 12,000 rpm durante 15 min. La fracción 

soluble obtenida es transferida a una columna de agarosa Ni-NTA de Qiagen 

previamente equilibrada con 5 volúmenes de columna (CV) de amortiguador de lisis. 

La elusión de la proteína se realiza mediante una serie de lavados en un gradiente 

de imidazol de la siguiente manera: 10 CV de amortiguador de lisis adicionado con 

imidazol 10 mM, 6 CV con amortiguador de lisis adicionado con imidazol 50 mM, 6 

CV con amortiguador de lisis adicionado con imidazol 100 mM y 6 CV con 

amortiguador de lisis adicionado con imidazol 200 mM. 

Se tomaron muestras del lisado celular, la fracción soluble, el frente y las eluciones 

para su análisis por SDS-PAGE. De igual manera, tras el análisis por SDS-PAGE 

se tomaron las muestras que contenían la proteína purificada para su cuantificación 

por Bradford. 

2.3 Análisis de agregación por dispersión dinámica de luz (DLS) 

Se tomaron muestras de 200 µL de la primera fracción eluida con imidazol 200 mM 

a las que se añadieron individualmente un aditivo distinto. Por otra parte, se tomó 

una muestra de 200 µL de la misma fracción a la que no se añadió ningún aditivo. 

Los aditivos utilizados y sus concentraciones finales fueron: una mezcla equimolar 

de arginina y glutamato 50 mM, CHAPS 0.1%, Tween-20 0.05%, EDTA 1 mM y β-

mercaptoetanol 15 mM. 

A continuación, las muestras fueron analizadas por DLS para evaluar los distintos 

aditivos. Las muestras tomadas previamente fueron centrifugadas a 10,000 rpm 

durante 4.5 h previo a realizar sus análisis en el equipo ZetaSizer APS (Lorber et. 

al, 2012). Se ejecutaron una serie de lavados automatizados del equipo hasta 

mantener la intensidad de kilocuentas por s (kcps) en un rango menor a 120 kcps.  

Se tomaron 100 μL de cada muestra y se realizaron lecturas de cada una, en 

intervalos de 10 min durante 4 h a 25°C. De igual manera, se realizaron lecturas con 

las mismas condiciones 72 h después para evaluar el efecto de cada aditivo sobre 

la agregación de la proteína de interés. 
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2.4 Detección de Clp por Western Blot 

Se corrió un gel espejo por SDS-PAGE tomando 10 μL de las muestras antes (t0) y 

después de inducir la expresión de Clp (t1), de la muestra del sonicado t1 y una 

muestra de la primera fracción eluida con imidazol 200 mM. Una mitad del gel fue 

teñida con Coomasie R-250 y la otra mitad fue utilizada para evaluar la detección 

de la proteína de interés mediante Western Blot. De acuerdo con el protocolo 

(Bocanegra-Jimenez et al, 2021), el gel y la membrana de nitrocelulosa fueron 

sumergidos en amortiguador de transferencia (Trisma base 25 mM, glicina 192 mM, 

isopropanol 7.5% (v/v)) por 15 min en agitación suave en recipientes separados. Se 

utilizó la cámara Semidry Thermo Owl para realizar la transferencia a 15 voltios 

durante 90 min. Una vez transcurrido este período, la membrana fue incubada en 

solución de bloqueo (leche descremada tipo Svelty® al 5% disuelta en TBS) por 2 

h a temperatura ambiente y en agitación suave, colocando hacia arriba la parte de 

la membrana que estuvo en contacto con el gel. Se realizaron tres lavados con 30 

mL de TBS (Trisma base 20 mM, NaCl 0.5 M pH 7.5) por 5 min cada uno en 

agitación. Posteriormente, la membrana fue incubada con el anticuerpo primario 6X-

His Epitope Tag de ThermoFisher #MA1-21315 en TTBS (Tris base 20 mM, NaCl 

0.5 M pH 7.5, Tween-20 0.5% (v/v)) por 12 h a 4°C en agitación y 1 hora a 

temperatura ambiente. Después de ello, se realizó una serie de 6 lavados con 30 

mL de TBS por 5 min cada uno. La incubación con el anticuerpo secundario se 

realizó utilizando el anticuerpo Goat Anti-mouse IgG Alkaline Phosphatase de 

Abcam #Ab97020 durante 2 h a temperatura ambiente en agitación. A continuación, 

se realizó una serie de 6 lavados con 30 mL de TTBS durante 5 min cada uno. Se 

incubó la membrana en 25 mL de amortiguador de fosfatasa alcalina (Trisma base 

0.1 M pH 9.5, MgCl2 5 mM, NaCl 0.1 M) a temperatura ambiente y en agitación suave 

por 5 min. 

Para el proceso de revelado, se incubaron 20 mL de amortiguador de fosfatasa 

alcalina a 37°C por 10 min y se adicionaron 200 µL de Reactivo A y 200 µL de 

Reactivo B del kit Alkaline Phosphatase Conjugate Substrate de BioRad #170-6432. 

La membrana fue sumergida en esta solución y se mantuvo en agitación a 

temperatura ambiente hasta que las bandas fueron visibles. 
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2.5 Ensayos de cristalización 

Posteriormente a la purificación por IMAC, las muestras con la proteína purificada 

fueron transferidas a un concentrador VivaSpin® Turbo 15. Para su concentración, 

se realizó la centrifugación de la muestra a 3,500 g y 20°C. El volumen de la muestra 

fue concentrado a 1 mL, y se diluyó nuevamente con 9 mL de amortiguador 

optimizado para eliminar el contenido de imidazol, repitiendo este proceso 3 veces 

más.La muestra concentrada fue transferida a un concentrador Vivaspin® 500 y se 

realizó su concentración a 10,000 g y 20°C hasta alcanzar un volumen final de 150 

µL, con una concentración de proteína de 6.72 mg/mL 

Para el ensayo de cristalización, se realizó mediante la técnica de difusión de vapor 

en gota sentada, utilizando las 96 condiciones del kit de cristalización JCSG Plus™ 

(Anexo 1). Se depositaron 50 µL de precipitante en el pocillo mayor y gotas de la 

muestra de proteína y precipitante en una proporción 2:1 (1.2 µL de proteína:0.6 µL 

de precipitante) en el pocillo menor. Así mismo, como control negativo se 

depositaron gotas del amortiguador optimizado y precipitante en la misma 

proporción sobre el pocillo menor aledaño al pocillo sobre el que se depositaron la 

muestra de proteína y precipitante de cada condición. Tras sellar la placa de 

cristalización y mantenerla en resguardo en refrigeración a 14°C, se realizaron 

observaciones periódicas bajo el microscopio estereoscópico para dar seguimiento 

a la formación de cristales. 

2.6 Análisis y comparación in silico de XaClp y EcCRP 

Se consultó la base de datos UniProt para descargar las secuencias en formato 

FASTA de la proteína de interés (código de entrada: Q8PQ45) así como de la 

proteína CRP de E. coli (código de entrada: P0ACJ8), las cuales fueron depositadas 

en el servidor AGGRESCAN (http://bioinf.uab.es/aggrescan/) para determinar los 

hotspots de agregación de cada una, con la intención de realizar un análisis 

comparativo entre éstos. Adicionalmente, se realizó la comparación estructural y de 

la disposición espacial de estos hotspots mediante el software UCSF Chimera 

(versión 1.17.3) utilizando los archivos pdb correspondientes a EcCRP (PDB ID: 

1ILB) y a la estructura de XaClp resuelta por Karina Elisa Rosales Pérez durante su 

tesis de maestría (aún no depositada en el PDB). 

http://bioinf.uab.es/aggrescan/
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3. Resultados y discusión 

        

3.1 Expresión heteróloga de Clp 

La inducción por IPTG 0.5 mM, por 16 h a 28°C de cultivos celulares de células 

BL21 (DE3) Star transformadas con el vector que contiene la construcción 

pET28pps_6XHis-Clp dio lugar a la expresión exitosa de nuestra proteína de interés, 

tal como puede observarse en el análisis de las muestras tomadas previa y 

posteriormente a la adición de IPTG mediante SDS-PAGE en geles al 15% de 

poliacrilamida (Figura 4). 

 

 

Figura 4. Expresión heteróloga de Clp 

Gel de poliacrilamida al 15% en el que se muestra el electroferograma de un 

volumen de 10 μL de 4 cultivos celulares (M1, M2, M3 y M4), donde se puede 

observar el perfil de expresión previo (t0) y posterior (t1) a la inducción por IPTG 0.5 

mM. En este último, puede apreciarse una banda diferencial correspondiente al 

peso molecular de la proteína de interés (enmarcada en rojo) tomando como 

referencia el marcador de peso molecular (M) Precision Plus ProteinTM Dual Color 

Standards de Bio-Rad. 
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3.2 Purificación de Clp mediante cromatografía por afinidad a níquel 

Inicialmente, la purificación de la proteína de interés mediante IMAC se llevó a cabo 

con el amortiguador A (Tris-HCl 25 mM, pH 8.2, glicerol 15%, KCl 500 mM, LiCl 25 

mM, β-mercaptoetanol 1 mM), obteniendo un rendimiento de 6.0 mg/L de acuerdo 

al método de Bradford. Además, se observó que las muestras colectadas mostraron 

signos notorios de precipitación y, al analizarse por DLS, una alta tendencia a 

agregarse. Sin embargo, al apreciar que dicho amortiguador tiene un pH cercano al 

punto isoeléctrico teórico de Clp (8.9, de acuerdo con el servidor 

https://web.expasy.org/compute_pi/), y lo cual promueve la tendencia de 

agregación, se optó por emplear un amortiguador optimizado con aquellos aditivos 

que mostraron mejores propiedades para reducir este inconveniente tras su 

evaluación por DLS, ajustando su pH final a un valor de 7.5. 

Tras el análisis por SDS-PAGE de una muestra purificada con este amortiguador 

optimizado (Tris-HCl 25 mM, glicerol 15 %, KCL 500 mM. LiCl 25 mM, β-

mercaptoetanol 15 mM, CHAPS 0.1%, EDTA 1 mM, pH 7.5) se encontró que la 

proteína pura eluye principalmente en las fracciones lavadas con imidazol 200 mM 

(Figura 5). De acuerdo con la cuantificación de estas fracciones por el método de 

Bradford se obtuvieron 14.6 mg/L de cultivo.  

Por su parte, la inducción de la expresión heteróloga en dichos trabajos iniciales se 

realizó con una concentración final de IPTG de 0.2 mM, mientras que para los 

experimentos posteriores se realizó con una concentración final de 0.5 mM, de 

acuerdo a un trabajo previo de Chin y colaboradores en el que se reportó una 

estructura cristalográfica de la proteína Clp de Xanthomonas campestris (Chin et. al 

2010).  

https://web.expasy.org/compute_pi/
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Figura 5. Purificación de Clp mediante cromatografía por afinidad a níquel 

Gel de poliacrilamida al 15% en el que se muestra el electroferograma de la muestra 

tras su sonicación (Sc), previo y posterior a la adición de PEI (aPEI, dPEI, 

respectivamente), el frente de la fracción soluble después de ser transferida a la 

columna Ni-NTA de Qiagen (F) y las fracciones eluidas con el amortiguador de lisis 

adicionado con imidazol 200 mM (200 mM Im), donde puede apreciarse en estas 

últimas la presencia de una banda con un peso molecular 26 kDa, correspondiente 

a la proteína de interés tomando como referencia el marcador de peso molecular 

(M) Precision Plus ProteinTM Dual Color Standards de Bio-Rad. 

3.3 Análisis de agregación por dispersión dinámica de luz 

Debido a la recurrente agregación de la proteína de interés, se decidió analizar el 

efecto de diferentes aditivos empleados con frecuencia para evitar este 

inconveniente (Arakawa & Timasheff, 1985; Golovanov et. al, 2004; Bondos & 

Bicknell, 2003).  

Teniendo en cuenta que durante la purificación de proteínas mediante IMAC suele 

ocurrir la difusión de iones de níquel desde la columna cromatográfica hacia la 

muestra eluida, los cuales pueden promover la agregación de proteínas purificadas 

por esta técnica (Swaim et. al, 2020), el EDTA fue seleccionado como un aditivo a 
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evaluar por sus propiedades quelantes de diversos metales, entre ellos el níquel 

(Sharpe, 2014). De manera similar, el uso de detergentes no desnaturalizantes 

como CHAPS y Tween-20 está documentado como una medida para prevenir la 

agregación proteica, debido a su capacidad de solubilizar agregados que se 

encuentran asociados por sus regiones hidrofóbicas expuestas al solvente (Qin et. 

al, 2010; Zhang et. al, 2021). Por otra parte, se ha encontrado que la adición de una 

mezcla equimolar de arginina y glutamato 50 mM es efectiva en reducir la tasa de 

agregación al interactuar con regiones cargadas e hidrofóbicas en la superficie de 

las proteínas, impidiendo así que interactúen entre ellas (Golovanov et. al, 2004). 

Por último, el β-mercaptoetanol es un agente reductor que forma aductos con 

cisteínas expuestas en la superficie de algunas proteínas, las cuales tienen la 

tendencia a formar residuos de cistina que promueven la agregación proteica 

(Sharpe, 2014). De esta manera, los aditivos que se tomaron en consideración 

fueron EDTA 1 mM, CHAPS 0.1%, Tween-20 0.05%, una mezcla equimolar de 

Arginina y Glutamato 50 mM, así como β-mercaptoetanol 15 mM.  

 

Se realizaron lecturas durante 4 h a 25 °C en intervalos de 10 min por DLS en el 

equipo ZetaSizer APS de las diferentes muestras a las que se les añadió un aditivo 

particular a evaluar. Estas lecturas se realizaron tanto al momento de ser colectadas 

tras la purificación por IMAC como 72 h después. Las muestras colectadas tras la 

purificación por IMAC muestran la presencia de distintas poblaciones de partículas. 

En el caso de la muestra procesada con el amortiguador A (Tris-HCl 25 mM, pH 8.2, 

glicerol 15%, KCl 500 mM, LiCl 25 mM, β-mercaptoetanol 1 mM), destaca la 

presencia de partículas con un radio hidrodinámico en el rango de 100 nm, además 

de la presencia de una población con un radio hidrodinámico de alrededor de 500 

nm tras 72 h. Si bien el resto de muestras a las que se le añadió un aditivo particular 

mostraron la presencia de una población de partículas con un radio hidrodinámico 

de 100 nm, pudo observarse que en algunas de ellas existe una señal menos 

intensa tras 72 h. En cambio, otras condiciones, como la adición de la mezcla 

equimolar de arginina y glutamato 50 mM, no consiguieron un efecto significativo en 

este aspecto (Figura 6). 



 

17 

 

Figura 6. Análisis de aditivos en el proceso de agregación de Clp. 

El uso de CHAPS 0.1% como aditivo en el amortiguador A (Tris-HCl 25 mM, pH 8.2, 

glicerol 15%, KCl 500 mM, LiCl 25 mM, β-mercaptoetanol 1 mM) no solo produce 

una estabilización en la señal de la población de partículas con un radio 
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hidrodinámico de 5 nm, sino que también puede observarse una reducción en la 

señal de la población de agregados con un radio hidrodinámico correspondiente a 

100 nm tras 72 h. En cambio, si bien la mezcla equimolar de glutamato y arginina 

50 mM muestra una señal positiva para una población con radio hidrodinámico de 

5 nm, no logra una reducción significativa en la señal asociada a la población de 

agregados con radio hidrodinámico de 100 nm. 

 

Al considerar el resultado positivo en la reducción de la señal de las poblaciones 

con un radio hidrodinámico de 100 nm en las muestras con las condiciones β-

mercaptoetanol 15 mM, EDTA 1 mM y pH 7.5 (Figura S1) y CHAPS 0.1%, se evalúo 

su efecto en conjunto y, de manera concordante, este amortiguador optimizado 

(Tris-HCl 25 mM, glicerol 15 %, KCL 500 mM. LiCl 25 mM, β-mercaptoetanol 15 mM, 

CHAPS 0.1%, EDTA 1 mM, pH 7.5) mostró un efecto de mayor estabilidad para la 

proteína comparado al amortiguador sin modificar y cada condición por separado, 

en el cual no se observa la formación de poblaciones de grandes agregados, 

además de que puede apreciarse una señal más intensa para la población de 

partículas con un radio hidrodinámico de alrededor de 5 nm (Figura 7). 
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Figura 7. El procesamiento de XaClp con el amortiguador optimizado reduce 

su tendencia a la agregación. 

Inicialmente, las muestras procesadas con el amortiguador A (Tris-HCl 25 mM, pH 

8.2, glicerol 15%, KCl 500 mM, LiCl 25 mM, β-mercaptoetanol 1 mM) muestran la 

presencia de una población de partículas con un radio hidrodinámico de 100 nm, 



 

20 

mientras que, tras 72 h, puede observarse la formación de agregados con un radio 

hidrodinámico de 1000 nm. En contraste, para las muestras procesadas con el 

amortiguador optimizado (Tris-HCl 25 mM, glicerol 15 %, KCL 500 mM. LiCl 25 mM, 

β-mercaptoetanol 15 mM, CHAPS 0.1%, EDTA 1 mM, pH 7.5) no se observa la 

formación de dichos agregados. 

 

De acuerdo al peso molecular de nuestra proteína de interés (26 kDa) el radio 

hidrodinámico del homodímero de Clp, ronda los 3 nm. Por su parte, las poblaciones 

con un radio hidrodinámico de alrededor de 5 nm observadas en nuestras muestras 

corresponden a partículas con un peso molecular de 145 kDa. Teniendo en cuenta 

la capa de solvatación alrededor de la proteína, así como la presencia de la etiqueta 

6XHis en ella, dichas poblaciones sugieren estar conformadas por tetrámeros de 

XaClp. De esta manera, podemos concluir que el uso del amortiguador optimizado 

evita la formación de los grandes agregados de nuestra proteína observados 

inicialmente con el amortiguador A, al mismo tiempo que mantiene una señal estable 

para las poblaciones de partículas correspondientes a complejos tetraméricos de 

XaClp. 
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3.4 Detección de Clp por Western Blot 

Para poder verificar que la proteína purificada mediante IMAC correspondía 

efectivamente a nuestra proteína de interés, se realizó un Western Blot siguiendo 

los pasos del protocolo detallados previamente (Bocanegra-Jimenez et al, 2021). La 

membrana de nitrocelulosa a la cual se transfirió la muestra a analizar indicó 

positivamente que ésta corresponde a la proteína Clp, de acuerdo a la presencia de 

una banda en la membrana de nitrocelulosa que coincide específicamente con la 

banda de nuestra proteína purificada obtenida por SDS-PAGE, al mismo tiempo que 

pudo observarse la presencia de la proteína tanto en la muestra t1 así como en la 

muestra del sonicado, mientras que no hubo presencia de ninguna señal positiva en 

la muestra correspondiente a t0 (Figura 8). 

 

   

Figura 8. Detección de Clp mediante Western Blot 

Izquierda: gel de poliacrilamida al 15% que muestra el electroferograma de una 

muestra de cultivo celular previo y posterior a la adición de IPTG (t0, t1, 

respectivamente), así como de una muestra del cultivo celular t1 posterior a ser 

procesada por sonicación (Sc) y una muestra de la purificación mediante IMAC 

correspondiente a la fracción eluida con el amortiguador de lavado adicionado con 

imidazol 200 mM (PP). Derecha: membrana de nitrocelulosa a la cual fueron 
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transferidas las muestras t0, t1, Sc y PP para la detección de la proteína de interés 

mediante Western Blot. En ambas imágenes se muestra el marcador Precision Plus 

ProteinTM Dual Color Standards de Bio-Rad (M) como referencia de peso molecular. 

 

3.5 Ensayos de cristalización 

Tras la observación periódica de la placa de cristalización bajo el microscopio 

estereoscópico, no se logró obtener la formación de cristales de la proteína de 

interés bajo las condiciones evaluadas. En cambio, se observó la presencia de 

precipitados amorfos en el 44% (43 de 96) de las gotas con la muestra de proteína. 

Esto último podría ser consecuencia de que la concentración de proteína utilizada 

en estos ensayos (6.72 mg/mL) fue menor que la concentración utilizada en los 

trabajos previos de Karina Rosales (10 mg/mL) que permitió la cristalización de 

XaClp.  

3.6 Análisis y comparación in silico de XaClp y EcCRP 

Debido a la tendencia de agregación de la proteína de interés observada durante la 

realización de este trabajo, se consideró analizar su secuencia en búsqueda de 

regiones implicadas en este fenómeno con la finalidad de determinar sugerencias a 

implementar en trabajos futuros para evitar la agregación de la proteína y obtener 

mayores avances en su caracterización bioquímica y estructural. De igual forma, se 

analizó la secuencia de EcCRP con la finalidad de tener un marco de referencia que 

nos permitiera localizar diferencias en XaClp con una posible implicación en su 

tendencia a la agregación. 

Tras depositar las secuencias en formato FASTA correspondientes a XaClp y 

EcCRP, el servidor AGGRESCAN determinó que existen 7 y 8 regiones, 

respectivamente, propensas a la agregación de la proteína. 4 de las 7 regiones 

presentes en XaClp tienen un hotspot correspondiente en EcCRP, mientras que una 

región reportada en XaClp como hotspot no está determinada como tal en la región 

correspondiente en EcCRP (Figura 9 y 10). Por otra parte, el hotspot 4 reportado en 

XaClp tiene un hotspot parcialmente correspondiente en EcCRP, dada que la 

extensión del primero es más larga que la de este último (Tabla 1). 
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Tabla 1. Sitios propensos a la agregación en XaClp y EcCRP. Comparación de 

las secuencias de los hotspots en XaClp reportados por el servidor AGGRESCAN 

respecto a las secuencias correspondientes en EcCRP. Los “–“ se refieren a la 

ausencia de una secuencia correspondiente en EcCRP (hotspot 1 en XaClp) o bien 

a que dicha secuencia en EcCRP no está reportada como un sitio propenso a la 

agregación de la proteína (hotspot 4 en XaClp). La secuencia resaltada en azul del 

hotspot 5 en XaClp se refiere a los residuos correspondientes que conforman el 

hotspot equivalente en EcCRP. 

Hotspot en 
XaClp 

Secuencia Hotspot correspondiente 
en EcCRP 

1 5-NTTVVTTTV-13 - 

2 53-GTLYYVISGSVSII-66 39-TLYYIVKGSVAVLI-52 

3 76-VLGYFGSGE-84 60-MILSYLNQG-68 

4 87-GEMGLFI-93 - 

5 132-KILYAIGVQLSK-143 113-ILMRLS-118 

6 154-RLAFLDVTD-162 133-GNLAFLDVT-141 

7 220-RGKTVVLYGTR-230 200-HGKTIVVYGTR-210 
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Figura 9. Hotspots de agregación de EcCRP-AMPc y XaClp de acuerdo al 

servidor Aggrescan. 

Modelo de EcCRP-AMPc (PDB ID: 1ILB) (A) y de XaClp (B) (PDB aún no 

depositado) sobre los que se resaltan las regiones correspondientes a los hotspots 

de agregación comunes para ambas estructuras: hotspot 2 (verde claro), hotspot 3 

(verde oscuro), hotspot 6 (cian) y hotspot 7 (verde mar). 
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Figura 10. Disposición de los hotspots presentes en la secuencia de XaClp y 

EcCRP. 

De acuerdo al alineamiento entre las secuencias de XaClp y EcCRP puede 

observarse que algunos de los hotspots predichos por AGRRESCAN en la 

secuencia de cada una presentan algunas coincidencias, como su disposición en la 

secuencia. Sin embargo, algunos de los hotspots de EcCRP (enmarcados en negro) 

no tienen un hotspot correspondiente en XaClp (cuyos hotspots aparecen 

enmarcados en rojo), y viceversa.
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Es importante mencionar que el hotspot 1 de XaClp reportado por el servidor no 

tiene un hotspot correspondiente en EcCRP. Teniendo esto en cuenta, esta región 

podría ser relevante en el fenómeno de agregación particular de XaClp.  

Por ello, se decidió analizar los puntajes de agregación asignados a cada residuo 

dentro de la secuencia del hotspot 1, en la cual se observa que los residuos N5, V9, 

T10, T11 y T12 presentan los puntajes más altos. En consecuencia, se realizó el 

análisis in silico del efecto de diferentes mutaciones sobre la secuencia de este 

hotspot, sustituyendo dichos residuos por residuos de alanina para encontrar qué 

modificaciones podrían reducir la tendencia de agregación de la proteína. 

Como resultado, se encontró que las mutaciones N5A, T10A, T11A, T12A no 

reducen el puntaje de agregación para los residuos dentro del hotspot 1, y en 

algunos casos incluso lo incrementan (Tabla 2). En cambio, la mutación V9A no solo 

muestra una reducción en el puntaje de agregación de todos los residuos dentro del 

hotspot 1, si no que ya no es considerado como tal por el servidor (Figura 11). De 

acuerdo con esto, podríamos sugerir que una construcción de XaClp con dicha 

mutación permitiría eliminar los problemas de agregación observados en la proteína 

silvestre.  
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Tabla 2. Efecto de las mutaciones puntuales sobre los residuos con mayor 

puntaje de agregación en la secuencia del hotspot 1 de XaClp de acuerdo al 

servidor AGGRESCAN. Tras la sustitución puntual de los residuos con mayor 

contribución a la agregación en la secuencia del primer hotspot de XaClp (5-

NTTVVTTTV-13) predicho por el servidor AGGRESCAN por residuos de alanina, se 

puede observar que las mutaciones N5A, T10A, T11A y T12A no logran una 

reducción en el puntaje de agregación global del hotspot, sino que incluso aumenta. 

En cambio, la mutación V9A produce una reducción significativa en los puntajes de 

todos los residuos de la secuencia, al grado de que el servidor ya no la designa 

como un hotspot de agregación. 

 

                                                            
Construcción 

 
 
Residuo XaClp WT N5A V9A T10A T11A T12A 

5 – Asparagina 0.139 0.217 0.000 0.151 0.149 0.148 
6 - Treonina 0.139 0.217 0.000 0.151 0.149 0.148 
7 – Treonina 0.139 0.217 0.000 0.151 0.149 0.148 

8 – Valina 0.139 0.217 0.000 0.151 0.149 0.148 
9 – Valina  0.139 0.217 0.000 0.151 0.149 0.148 

10 – Treonina 0.139 0.217 0.000 0.151 0.149 0.148 
11 – Treonina 0.139 0.217 0.000 0.151 0.149 0.148 
12 – Treonina 0.139 0.217 0.000 0.151 0.149 0.148 

13 – Valina  0.139 0.217 0.000 0.151 0.149 0.148 
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Fig. 11. La mutación in silico V9A elimina el hotspot 1 en XaClp. 

El análisis con el servidor AGGRESCAN de la secuencia silvestre de XaClp muestra 

la presencia de 7 sitios de agregación en ella (A). Al sustituir la valina en la posición 

9 por un residuo de alanina, puede apreciarse que el servidor solo predice 6 sitios 

de agregación, entre los cuales ya no se encuentra el hotspot 1 (B). También se 

muestra como referencia adicional el resultado de la mutación G228A del hotspot 
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con mayor exposición al solvente -hotspot 7-, en el que se puede observar que no 

produce ningún efecto significativo (C). 

 

Adicionalmente, se utilizó la herramienta PDBePISA para el análisis de los 6 

hotspots restantes de XaClp, depositando el archivo correspondiente a la estructura 

resuelta por Karina Rosales. Esta herramienta permite, entre otras cosas, llevar a 

cabo un análisis sobre el área accesible al solvente (ASA, por sus siglas en inglés) 

de una proteína (Tabla S1). Determinar esta característica es relevante para 

conocer si alguno de los hotspots presenta una superficie expuesta al exterior de la 

proteína y de esta manera nos permite proponer de una manera racional cuál de 

ellos podría tener una contribución relevante en la agregación de la proteína de 

interés. 

Para ello, es necesario tener en cuenta el área de accesibilidad relativa al solvente 

(RSA, por sus siglas en inglés) de cada residuo que conforma a cada hotspot. Dicho 

valor es resultado de la relación entre el ASA de un residuo particular y su área 

máxima accesible al solvente (MaxASA) (Tabla S2). De manera convencional, un 

residuo particular puede considerarse como expuesto al solvente si su RSA es 

mayor al 20% (Chen & Zhou, 2005; Tien et. al, 2013). 

De acuerdo a los resultados, puede apreciarse que los hotspots 2, 3, 6 y 7 destacan 

por presentar una gran proporción de residuos clasificados como accesibles al 

solvente. Por su parte, los hotspots 4 y 5 tienen una menor proporción de residuos 

accesibles al solvente, de los cuales ninguno de ellos supera un RSA del 20%. Entre 

los hotspots 2, 3, 6 y 7, existe una variación entre los residuos que superan el umbral 

del 20% para considerarlos expuestos al solvente: para el hotspot 2, son los 

residuos G53 y T54 junto con los residuos I59, S60 y G61; para el hotspot 3 son los 

residuos Y79 y los residuos G81, S82 y G83; para el hotspot 6 son los residuos 

T161 y D162; y, por último, para el hotspot 7 son los residuos R220, G221, K222, 

T223 y G228 (Tabla S3). 

A continuación, entre estos residuos se consideraron aquellos de naturaleza 

hidrofóbica para evaluar el efecto de su mutación in silico por residuos de alanina. 

De esta manera, los residuos seleccionados fueron I59 y G61 para el hotspot 2; 
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Y79, G81 y G83 para el hotspot 3; y G221 y G228 para el hotspot 7. Sin embargo, 

la mutación in silico de estos residuos no generó una reducción relevante en sus 

puntajes de agregación Tabla S3). 
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Conclusión 

El trabajo experimental realizado durante la investigación permitió ahondar más en 

algunos de los aspectos bioquímicos relevantes para la estabilidad estructural de 

XaClp. Se observó una mayor estabilidad en la señal de poblaciones de partículas 

con un radio hidrodinámico de ~5 nm en las muestras procesadas con el 

amortiguador optimizado (Tris-HCl 25 mM, glicerol 15 %, KCL 500 mM. LiCl 25 mM, 

β-mercaptoetanol 15 mM, CHAPS 0.1%, EDTA 1 mM, pH 7.5) respecto a aquellas 

procesadas con el amortiguador no optimizado (Tris-HCl 25 mM, glicerol 15%, KCl 

500 mM, LiCl 25 mM, β-mercaptoetanol 1 mM. pH 8.9). De acuerdo al radio 

hidrodinámico de dichas poblaciones, su peso molecular equivale a 145 kDa. El 

peso molecular de una subunidad de la proteína Clp de Xanthomonas axonopodis 

es de 26 kDa, aunque es importante recalcar que no se eliminó la etiqueta 6XHis de 

la proteína recombinante, la cual presenta un peso molecular de 0.8 kDa, además 

de que la capa de solvatación alrededor de la proteína también conforma una 

fracción de su radio hidrodinámico. Teniendo esto en cuenta, dichas poblaciones 

sugieren estar formadas por complejos tetrámericos de la proteína de interés, lo que 

coincide con los hallazgos previos de Karina Rosales en los que se pudo apreciar 

la formación de cristales de XaClp con este tipo de complejos.   

Resulta importante tener en cuenta que la proteína recombinante aún presenta la 

etiqueta 6XHis con sitio de corte para la enzima PreScission (PPS). Al incubar la 

proteína durante los trabajos iniciales con la enzima PPS, la escisión no resultó 

uniforme, probablemente debido al estado de agregación de XaClp. Si bien los 

efectos sobre el estado de agregación de proteínas recombinantes con la etiqueta 

6XHis son variables (Carlon et. al, 2007; Majorek et. al, 2014), sería interesante 

realizar la incubación de la proteína recombinante en las condiciones del 

amortiguador optimizado en este trabajo, analizar la efectividad de la escisión 

enzimática en dicha condición y evaluar el estado de agregación de Clp sin la 

etiqueta 6XHis con sitio de corte para PPS para poder determinar si éstas 

contribuyen al fenómeno de agregación. 
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Por su parte, en cuanto a los ensayos de cristalización, no se obtuvo la formación 

de cristales bajo las condiciones realizadas en este trabajo. Teniendo en cuenta el 

alto porcentaje de gotas con precipitados amorfos en ellas, es necesario alcanzar 

una concentración de proteína acorde a la utilizada en los trabajos de cristalización 

de XaClp realizados anteriormente por Karina Rosales (2019) para permitir la 

formación de cristales. 

Finalmente, de acuerdo al análisis bioinformático de los distintos hotspots de 

agregación de la proteína de interés, el hotspot 1 parece ser el de mayor 

contribución a este fenómeno, al observar que dicho hotspot deja de ser predicho 

como tal por la herramienta AGGRESCAN tras sustituir los residuos de valina (de 

naturaleza hidrofóbica y de mayor puntaje de agregación en este hotspot) por 

residuos de alanina, a diferencia de lo observado con el resto de los hotspots de la 

proteína. Es importante añadir que la contribución de este hotspot en particular 

puede estar asociada a su aparente flexibilidad estructural, dado a que los trabajos 

previos en los que se han determinado la estructura cristalográfica de la proteína 

Clp de Xanthomonas campestris y Xanthomonas axonopodis no contienen la 

difracción correspondiente a esta región. De acuerdo con esto, se propone la 

generación y expresión de mutantes con la sustitución V9A como una metodología 

a analizar para intentar obtener una proteína con un perfil de menor agregación, y 

así facilitar el manejo y estabilidad necesarios para un estudio bioquímico y 

estructural en trabajos posteriores. 
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Figuras suplementarias, tablas y anexos 

Figura S1. Efecto de distintas condiciones sobre la agregación de XaClp 

Si bien la presencia de grandes agregados de XaClp fue común en todas las 

muestras evaluadas, se pudo observar que condiciones concretas como la adición 

de β-mercaptoetanol 15 mM, el ajuste del pH a un valor de 7.5 y la adición de EDTA 

1mM redujeron la señal de estas poblaciones tras 72 h. Adicionalmente, también 

mostraron una estabilización en la señal de poblaciones de complejos tetraméricos 

de Clp, correspondientes a un radio hidrodinámico de aproximadamente 5 nm. Por 

otro lado, se observa que la adición de Tween-20 0.05% no mostró un efecto 

significativo en estos aspectos. 

La región correspondiente al radio hidrodinámico esperado del dímero de XaClp (3 

nm) se muestra enmarcada en negro. 
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Tabla S1. Residuos expuestos al solvente en los hotspots 2, 3, 4, 5, 6 y 7 de 

XaClp. 

A. El análisis con la herramienta PDBePISA de la estructura de XaClp obtenida por 

Karina Rosales muestra los residuos expuestos al solvente (azul claro) y los 

residuos inaccesibles al solvente (azul oscuro), junto a su respectiva área accesible 

al solvente (ASA). Además, se muestra el respectivo puntaje de agregación de cada 

residuo (aa4V) calculado por la herramienta AGGRESCAN. 

B. El cálculo de la superficie relativa accesible al solvente (RSA) de cada residuo 

presente en los hotspots 2, 3, 6 y 7, producto de la relación entre el ASA de cada 

residuo calculado por PDBePISA y su respectivo MaxASA, muestra que hay una 

proporción particular de residuos que propiamente pueden considerarse accesibles 

al solvente (RSA > 20%) para cada uno de estos hotspots (marcados en negritas). 

A.  

                     

 

 

Tabla S1. (Continuación) 
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  B. 

Hotspot (Secuencia) Residuos con RSA > 20% 

2 (53-GTLYYVISGSVSII-66) G53 = 34.4% 
T54 = 27.5% 
I59 = 21.6% 
S60 = 34.5% 
G61 = 29.2% 

3 (76-VLGYFGSGE-84) Y79 = 32.3% 
G81 = 29.1% 
S82 = 55.1% 
G83 = 25.7% 

6 (154-RLAFLDVTD-162) T161 = 37.5% 
D162 = 29% 

7 (220-RGKTVVLYGTR-230) R220 = 23.4% 
G221 = 70.2% 
K222 = 25.8% 
T223 = 37% 

G228 = 98.8% 
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Tabla S2. Área máxima accesible al solvente (MaxASA) de los 20 aminoácidos. 

En la tabla se muestra el valor del MaxASA (medido en Å2) de los 20 aminoácidos 

proteinogénicos de acuerdo a información empírica recopilada a partir de 

estructuras cristalográficas de diversas proteínas (Tien et. al, 2013) 

Aminoácido Área máxima accesible al solvente   
(Å2) 

Alanina 121 

Arginina 265 

Asparagina 187 

Aspartato 187 

Cisteína 148 

Glutamato 214 

Glutamina 214 

Glicina 97 

Histidina 216 

Isoleucina 195 

Leucina 191 

Lisina 230 

Metionina 203 

Fenilalanina 228 

Prolina 154 

Serina 143 

Treonina 163 

Triptófano 264 

Tirosina 255 

Valina 165 
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Tabla S3. Efecto de mutaciones in silico de los residuos con RSA>20% y de 

naturaleza hidrofóbica en los hotspots 2, 3 y 7 en XaClp predichos por 

AGGRESCAN. 

La sustitución de los residuos con RSA>20% y de naturaleza hidrofóbica presentes 

en los hotspots 2, 3 y 7 (A#, B# y C#, respectivamente) muestran resultados 

variables, cuya característica compartida es que ninguna de las mutaciones elimina 

la predicción de la formación del hotspot por parte de AGGRESCAN. Entre estas 

mutaciones (enmarcadas en negro), algunas reducen el puntaje de agregación 

(aa4v) de algunos residuos en la secuencia del hotspot. Sin embargo, también 

existe el incremento de dicho valor de otros residuos respecto al puntaje de la 

secuencia WT. 
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Tabla S3. (Continuación) 

 

 

      

Tabla S3. (Continuación) 
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Tabla S3. (Continuación) 
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Anexo 1. Condiciones del kit de cristalización JCSG Plus™. 
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Lista de las 96 condiciones que conforman el kit de cristalización JCSG Plus™ 

utilizados para el ensayo de cristalización de XaClp. Se depositaron 50 µL de cada 

una sobre el pocillo mayor de la placa de cristalización, y en un volumen de 0.6 µL 

en cada micropocillo en el que se depositaron la muestra de XaClp ultrafiltrada y el 

amortiguador optimizado como control negativo.   

 


