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Resumen

Las cinasas histidinicas permiten una forma de deteccién de estimulos del ambiente y promover un
cambio en distintos niveles de regulacion. Estas se encuentran distribuidas en los tres dominios:
Archaea, Bacteria y Eukarya. Gran parte de estas proteinas se encuentran formando parte de
sistemas de doble componente, donde el otro integrante del sistema es la proteina efectora, llamada
regulador de respuesta. Las cinasas histidinicas que no forman parte de estos sistemas se les
denominan huérfanas. Este término se les atribuye a aquellas, cuyo gen, no esta adyacente o en la

vecindad de un gen que codifique a un regulador de respuesta.

En Azotobacter vinelandii la sintesis de alginatos, alquilresorcinoles y alquilpironas se encuentra
regulado por la cascada Gac/Rsm. La cual esta constituida por el sistema de doble componente
GacS/GacA y el sistema de regulacion post-transcripcional Rsm. La conservacién de estos sistemas
esta ampliamente distribuida en gamma proteobacterias. En Pseudomonas aeruginosa también se
encuentra esta cascada, donde los niveles de la proteina efectora, GacA activa, son regulados por
dos cinasas histidinicas huérfanas. Estas son LadS y RetS, que actian como activador y represor de
la cinasa histidinica GacS, respectivamente. Cuantificaciones previas de los blancos directos e
indirectos del sistema de doble componente indican que LadS actla como un represor y RetS como

un activador de la cascada.

Con el fin de aportar evidencia del papel de regulador positivo de RetS, se decidié complementar a
las mutantes AEIVretS::km. De las cuales hay dos generadas a partir de la insercién de un casete de
resistencia a Kanamicina en dos orientaciones, convergente (no polar) y divergente (polar) a su
transcripcion con el fin de determinar si no existia un efecto de polaridad sobre los genes rio abajo.
Dos estrategias fueron establecidas para complementar: la complementacion en cis y en trans. Se
obtuvieron las cuatro cepas complementadas, pero las versiones en trans no restauraron ninguno de
los metabolitos regulados por la cascada. En contraparte, las complementadas en cis si mostraban
una restauracion de sintesis de los alquilresorcinoles. Ello sugeria que RetS fungia como regulador
positivo de la cascada en Azotobacter vinelandii. Para comprobar la actividad de esta proteina se

decidi6é sobrexpresarla y observar el fenotipo resultante.

Al observar cierta diferencia en la cuantificacion de alginatos, entre las mutantes AEIVretS::km, siendo
residual la sintesis en la mutante Polar, se decidi6 volver a cuantificar la produccion de alginatos. Las
cepas fueron sembradas del glicerol, pero éstas mostraban un fenotipo completamente distinto a
aquellas que habian recibido un cierto numero de pases en placas de medio Burk Sacarosa. Por lo

gue se exploro si la diferencia fenotipica alteraba a los metabolitos regulados por la via. Los estadios
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observados fueron denominados: blanco/mucoide y café/no mucoide. Al realizarse la cuantificacion
de alginatos se mostraba que el fenotipo estaba asociado sustancialmente a la sintesis. El estadio
blanco/mucoide mostrd produccion similar a la silvestre. En contraparte, las cepas con fenotipo
café/no mucoide no produjeron alginato. También se exploré la sintesis de alquilresorcinoles, otro de
los metabolitos regulados por la via. En los ensayos se observé la misma tendencia, es decir, una

mayor sintesis en el estadio blanco/mucoide y ausencia en el fenotipo café/no mucoide.

Una posible explicacion al fenotipo variable es a partir de la “variacion de fase”, la cual es un fenémeno
gue genera cambios una misma poblacion clonal que pueden dar lugar a variacion fenotipica. Por lo
tanto, es una forma de explicar el cambio que se da en las mutantes AEIVretS::km. Asimismo, en
caso de que ésta sea la razdn, existirian fenotipo(s) en la mutantes AEIVretS::km cuyo fondo genético

seria resultado de mas que solo la mutacién de retS.



1.- Introduccién.

1.1 Antecedentes generales.

1.1.1 Sistemas de doble componente (TCSs).

La capacidad de adaptarse a los cambios que se suscitan en el ambiente
promovera la sobrevivencia de algunas especies bacterianas. Para ello, las bacterias han
generado sistemas que le permiten detectar aquellos cambios del ambiente para
adaptarse y sobrevivir. Una de las vias por la cual son percibidas estas variaciones es a

través de los sistemas de doble componente (TCSs) (Parkinson & Kofoid, 1992).

Los TCSs candnicos estan constituidos por dos dominios caracteristicos: transmisores y
receptores. Estos funcionan en combinacion con una variedad de dominios de entrada y
salida. Los cuales pueden ser arreglados en combinaciones diversas, de acuerdo con la
construccién de una variedad de circuitos. El circuito mas simple contiene dos
componentes proteicos: el primero, un sensor que generalmente se encuentra localizado
en la membrana citoplasmatica, el cual le permite monitorear variables ambientales. El
segundo, es un regulador de respuesta citoplasmatico, que media la respuesta
adaptativa que generalmente conlleva un cambio en la expresion genética (“Two-
Component Signaling Systems,” 2005). Hasta ahora, el Unico mecanismo conocido de
comunicacion entre transmisores y receptores es a través de la fosforilacion. El
transmisor tiene la capacidad de autofosforilarse y unir el grupo fosfato proveniente del
ATP a un residuo de histidina (His), por lo que se les ha denominado cinasas histidinicas
(HK). Mientras que el dominio receptor cataliza la reaccion de transferencia del fosfato
(Stock, Robinson, & Goudreau, 2000).

Las HKs en general tienen un dominio sensor que se encuentra en el periplasma, una
region transmembranal y un dominio citosélico autocinasa (Parkinson & Kofoid, 1992).
En intentos por agrupar a estas proteinas se han realizado diversas clasificaciones. Las
cuales pueden ser de acuerdo con el dominio sensor, el dominio periplasmico o el

dominio citoplasmatico.
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Una de las clasificaciones mas utiles para explicar la naturaleza de la transmision de la
sefal, es la realizada por dominio citoplasmatico. Las HKs se han clasificado como:
clasicas, hibridas y heterodoxas (Jung, Fried, Behr, & Heermann, 2012). Las primeras
tienen una estructura prototipo en las que el transmisor posee un dominio de entrada y
el dominio transmisor propiamente dicho. Este tltimo puede dividirse en dos regiones, el
DHp/HisKA (de dimerizacion y fosforilacion), conteniendo un residuo His, que va a ser
fosforilado; y uno catalitico (CA/HATPasa) que es el responsable de la unién de ATP y
de fosforilar la His del DHp. Para ello hay cinco regiones muy conservadas, denominadas
como cajas G1, G2, G3, F y N; que son requeridas para la union del ATP y
autofosforilaciéon (Fig. 1). Las HKs hibridas contienen dominios adicionales REC.
Mientras que las HKs heterodoxas, aparte del REC poseen un dominio hisitidin
fosfotransferasa (HPt) (Appleby, Parkinson, & Bourret, 1996; R & M, 2000; Wolanin,
Thomason, & Stock, 2002).

N
L2
C
Fig. 1. Esquema de los motivos requeridos parala unién de ATP en las cinasas (Dutta & Inouye,
2000).

11



El dominio de entrada de las HKs determinara el ligando que es capaz de estimular su
autofosforilacion. Se han descrito que existen tres clases de dominios sensores: los
plegados alfa-beta, los plegados Unicamente alfa y los dominios sensores que tienen un
plegado similar a proteinas de unién periplasmicas (Cheung & Hendrickson, 2010). Las
sefiales ambientales pueden ser de diversa naturaleza, desde cambios osmaticos,
temperatura, pequefias moléculas e incluso antimicrobianos (Bhate, Molnar, Goulian, &
Degrado, 2015).

El dominio receptor (REC) generalmente es parte de una proteina llamada regulador de
respuesta (RR). Esta proteina estad encargada de recibir la sefial de fosforilacion para
realizar el efecto de respuesta a la condicion ambiental. El dominio receptor contiene un
residuo de Aspartato (Asp) que recibe el grupo fosforilo de la HK, lo cual estabiliza la
conformacién activa permitiendo la actividad del domino efector (Stock et al., 2000). El
dominio REC se encuentra unido covalentemente, o no al dominio efector o de salida

gue enciende la cascada de sefalizacion.

Los RR pueden clasificarse dependiendo de su dominio efector. En el cual el grupo mas
distribuido poseen de union a DNA (66%). El segundo de mayor abundancia carece de
un dominio efector (23%), pero poseen otros dominios de sefializacion. Algunos de ellos
son los dominios PAS, GAF, HisKA, HTPAsa, entre otros. Mientras que el porcentaje
restante es dividido en aquellos que poseen: actividad enzimatica (8%), de unién a RNA
(1%), de union a proteinas (1%) y aquellos que no son clasificables en las anteriores
(1%) (Gao, Bouillet, & Stock, 2019).

Para poder llevar a cabo la cascada de sefializacion, el dominio de entrada de la HK
requiere unir su ligando que en la mayoria de los casos solamente es uno. Una vez que
se estimula al dominio de entrada, se va a promover la formacion de un homodimero de
la HK y la autofosforilacion del residuo conservado de His. Después de ello, éste se
transfiere a un residuo de Asp del dominio REC del RR, con lo que se promueve la
actividad del dominio de salida (Gao & Stock, 2009). En el caso de las cinasas hibridas
y heterodoxas se va a realizar un sistema de fosforrelevo, el cual es un proceso de
transferencia del grupo fosforilo entre residuos de His y Asp de los dominios
12



constituyentes. Lo cual tiene el mismo fin, de fosforilar un residuo Asp del RR y promover
la actividad del dominio de salida de la proteina cognada (Appleby et al., 1996). En el
caso de las hibridas al carecer de un dominio HPt, requeriran transferir el grupo fosforilo
a una histidin fosfotransferasa soluble (Hpt) o a un HPt, de una HK heterodoxa (Fig. 2).

TCS
/—\
® ®
S ) (ST S C W S—
Input DHp CA Receiver Output
w
HK Transmitter RR

Phosphorelay system

Input DHp CA Receiver HPt Receiver Output

Hybrid HK Transmitter Unorthodox HK RR

Fig. 2. Clasificacion de las cinasas histidinicas de acuerdo con su dominio citoplasmatico.
Modificado de (Bhate et. al, 2015).

Aunque la respuesta a los estimulos ambientales llevada a cabo por los TCSs canénicos
pueden regular una amplia gama de procesos, el ligando que estimula al dominio de
entrada de las HKs limita la capacidad de respuesta ante varios estimulos. Por ello, otra
forma en la cual las bacterias pueden responder a multiples estimulos es a través de las
redes multicinasa (MKN). Como su nombre lo indica, éstos son integrados por varias
HKs, que pueden ser parte de distintos TCSs en los que la magnitud del estimulo va a
ser el resultado de las multiples interacciones, ya sea que promuevan o repriman una via

de sefalizacion (Francis & Porter, 2019) [Fig. 3].
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Fig. 3. Representacion grafica de unas redes multicinasa (MKN). d) Cinasas histidinicas hibridas
gue convergen en la fosforilacién de un Hpt, el cual transfiere el fosforilo a un RR. €)
Ejemplificacion de redes multicinasa donde las HKs integrantes de la via funcionan como

activadores y represoras de la trasferencia del grupo fosforilo a un Hpt (Francis & Porter, 2019).

1.1.2 Pseudomonas aeruginosa: generalidades y el TCS GacS/GacA.

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria patdogena oportunista Gram negativa,
perteneciente al género Pseudomonas y a la familia Pseudomonadaceae. Es un
microorganismo de distribucion ubicua y que habita en suelo, agua y en seres vivos. P.
aeruginosa es una bacteria de importancia hospitalaria, ya que causa infecciones
severas en pacientes vulnerables con fibrosis quistica u hospitalizados con cancer,
guemaduras, al igual que en pacientes que se encuentren en la unidad de cuidados
intensivos (Clarke, 1990; Golemi-Kotra, 2008).

P. aeruginosa emplea distintas estrategias en su colonizacion de su hospedero, una de
ellas es el cambio entre los estilos de vida sésil y planctonico. En el udltimo forma
biopeliculas que entre otras ventajas le confieren resistencia contra antibiéticos y, por lo
tanto, conlleva a una recurrencia de infecciones. La gran capacidad de esta bacteria para
modular la expresion de su genoma se ejemplifica con el 8% de éste que codifica

reguladores transcripcionales (Stover et al., 2000). En este segmento de su genoma se
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encuentran codificados aproximadamente 64 TCSs (Rodrigue, Quentin, Lazdunski,
Méjean, & Foglino, 2000). Dentro de los cuales el TCS GacS/A regula la transicion de
una infeccién aguda, caracterizada por ser mas virulenta, a una cronica en la que se lleva
a cabo la formacion de biopeliculas. Este se da a partir de la modulacion de la expresion
de un gran namero de blancos a través del sistema de control postranscripcional Rsm
(Ventre et al., 2006).

El TCS GacS/GacA se encuentra distribuido en un gran numero de gamma
proteobacterias (Lapouge, Schubert, Allain, & Haas, 2008). Su nombre proviene de “for
global antibiotic and cyanide control” (Laville et al., 1992), dado que la mutacion de gacS
regula su sintesis. El TCS Gac esta constituido por la HK heterodoxa GacS y su RR
GacA. GacsS fue originalmente descrito en Pseudomonas syringae pv. syringae como un
regulador clave de los factores de virulencia (Hrabak & Willis, 1992), mientras que GacA
como un regulador maestro de metabolitos antifingicos en Pseudomonas protegens

(antes Pseudomonas fluorescens) CHAO (Laville et al., 1992).

El estimulo que activa la cascada mediada por GacS no se ha identificado. Estudios en
P. protegens CHAO reportan que la expresion de los snc-RNAs del sistema Rsm aumenta
en fase exponencial tardia. Ademas, la expresion dependiente de GacA aumenta a partir
de una molécula extracelular producida al final de la fase exponencial. Esto fue
comprobado al tratar células con un extracto del sobrenadante de CHAO (Heeb, Blumer,
& Haas, 2002; Valverde, Heeb, Keel, & Haas, 2003).

Cuando GacS es estimulada en su dominio de entrada desencadena una cascada de
sefializacion de tipo fosforrelevo hasta llegar a su dominio HPt. Este tiene la funcion de
forforilar al RR GacA en su dominio REC, que tiene actividad como regulador
transcripcional (TR). GacA fosforilado (GacA-P) se une rio arriba de las regiones
promotoras de los pequefios RNAs no codificantes (snc-RNAs) del sistema Rsm,

promoviendo su expresion.
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Especie.

Azotobacter vinelandii

Escherichia coli.

Legionella
pneumophila
Pseudomonas

fluorescens

Pseudomonas

aeruginosa

Homdélogo

GacS/GacA.

GacS/GacA

BarA/UvrY

LetS/LetA

GacS/GacA

GacS/GacA

Principales fenotipos
regulados por el TCS
GacS/GacA.

Alginatos, Poli-B-
hidroxibutirato (PHB) y

enquistamiento

Metabolismo central de
carbono, formacion de
biopeliculas, virulencia 'y
movilidad.

Citotoxicidad, virulencia y
movilidad.

DAPG, HCN, pioluoterina,
pirrolnitrina, proteasas,
fosfolipasa, resistencia a H202
y movilidad.

AHL, HCN, piocianinas,
lipasas, elastasas,
biopeliculas, metabolismo de
nitrégeno, virulencia y

movilidad.

Referencias.

(Castafieda, Guzman,
Moreno, & Espin, 2000;
Castaneda, Sanchez,
Moreno, Nufez, & Espin,
2001; Trejo, Moreno,
Cocotl-Yafiez, & Espin,
2017)

(Zere et al., 2015)

(Sahr et al., 2009)

(Heeb, Valverde, Gigot-
Bonnefoy, & Haas, 2005;
Cornelia Reimmann,
Valverde, Kay, & Haas,
2005a)

(Huang et al., 2019; Kay
et al., 2006; Parkins,
Ceri, & Storey, 2001; C
Reimmann et al., 1997)

Tabla 1. Ejemplos de la distribucion del TCS GacS/GacA vy vias reguladas.

El sistema Rsm regula al metabolismo secundario, haciendo alusién a sus siglas de
“‘Repressor of secondary metabolites” ya que rsmA fue asociado como un represor global
de ellos (Cui, Chatterjee, Liu, Dumenyo, & Chatterjee, 1995). Otros autores lo definen
como “Regulator of secondary metabolism” al sistema en conjunto. Este se encuentra
constituido por snc-RNAs y RsmA. La ultima es una proteina que generalmente actia
como represor de la expresion de sus RNAs mensajeros (MRNAS) blanco de regulacion.
RsmA impide el acoplamiento del ribosoma y, por lo tanto, su traduccién al unirse al sitio
de union del ribosoma (RBS) (Fig. 4.) (Lapouge et al., 2008). Los transcritos de snc-RNAs
secuestran a RsmA por medio del asa de su estructura secundaria, liberando sus mMRNAs

blanco (Valverde et al., 2003; Valverde, Lindell, Wagner, & Haas, 2004). Este sistema, al
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igual que el TCS GacS/GacA, se encuentra altamente distribuido en gamma
proteobacterias. Los blancos de regulacion de este sistema llegan a variar dependiendo
del género y la especie bacteriana (Vakulskas, Potts, Babitzke, Ahmer, & Romeo, 2015)
(Tabla 1).

RsmA ‘
Traduccion

mRNA !
@ RNAsaE Establlldad‘ | a8
I A A
AU
Ribosoma ' cCgG
[ AU
. Ug
e e s mm n e s e s e s e s = e s e s e % e % e = e = e s e % e = e o e m = m e s e s e o e o = n = a m— = = 1 G c
B IR
. AU
Traducciént i uah
. cCaG
|
Estabilidadt !
1
RNAsaE !

snc-RNA

Fig. 4. Esquema del funcionamiento de Sistema. A.) Cuando RsmA se une a su mRNA blanco,
evita su traduccion al unirse cerca del sitio de unién al ribosoma (RBS). Al mismo tiempo, lo
desestabilizay promueve su degradacién por una RNAsaE. B.) Cuando los pequefios RNAs no
codificantes (snc-RNAs) del sistema Rsm son expresados adoptan una estructura secundaria en
la que sus asas secuestran a RsmA. A partir de ello, el mMRNA blanco de RsmA se puede traducir.
C.) Estructura secundaria de tallo y asa que se forma de los transcritos de los snc-RNAs. En sus
asas se resalta la secuencia reconocida por RsmA.

En la familia en las Pseudomonadaceae estas moléculas de RNA se han clasificado en
cinco familias de acuerdo con su secuencia y su estructura secundaria, en: RsmV,
RsmW, RsmX, RsmY y RsmZ. Tal clasificacion fue realizada en P. protegens CHAO,
donde fueron clasificadas las ultimas tres (S et al., 2010), mientras que los primeros dos
fueron descritos en afios posteriores en P. aeruginosa. Aunado a ello, RsmV y RsmW
han sido los Unicos snc-RNAs de este sistema, cuya regulacién no ha sido asociada al
TCS GacS/GacA. Incluso, se ha propuesto un distinto origen evolutivo (CL et al., 2016;
Janssen, Diaz, Gode, Wolfgang, & Yahr, 2018).
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El otro componente de este sistema es la proteina de union a mRNA, RsmA. Esta es
homologa a CsrA de E. coli (Cui et al., 1995). Aungue el sistema prototipo esta constituido
solamente por una proteina, en algunas especies existe la presencia de paralogos. Estas
proteinas son RsmF (RsmN) y RsmE. Las tres proteinas tienen blancos similares, por lo
gue llega a haber cierta redundancia en sus roles. Aun asi, las secuencias que reconocen
difieren entre si por lo que algunos blancos de regulacion son Unicos, como en el caso
de RsmF.

RsmE se reportd en P. protegens CHAO, actuando de manera sinérgica con RsmA.
Aungue las diferencias en expresion, de ambas, sugiere una regulacion independiente,
aunque exista redundancia en sus blancos. A lo largo de la curva de crecimiento los
niveles de RsmA aumentan moderadamente a diferencia de los de RsmE que llegan a
Su pico en fase estacionaria (Cornelia Reimmann, Valverde, Kay, & Haas, 2005b). RsmF
difiere en parte en la secuencia consenso que reconoce, respecto a RsmA y RsmE. A
pesar de ello, llega a tener blancos similares, pero también tiene blancos Unicos. Esta
proteina solamente se ha identificado en P. aeruginosa, en la que la supresion de rsmF
no genera una disparidad respecto a la WT (Silvestre). Sin embargo, al generar a una
doble mutante rsmA- rsmF, el efecto observado es exacerbado respecto a la mutante
sencilla en rsmA. Esto sugiere el posible el papel sinérgico de RsmF en la red de
regulacion de RsmA. Aun asi, los snc-RNAs del sistema Rsm presentan una baja afinidad
por RsmF in vitro (Marden et al., 2013; Morris et al., 2013).

1.1.3 Las cinasas histidinicas hibridas LadS y RetS en P. aeruginosa.

Se ha reportado que en P. aeruginosa la cascada GacS/A-Rsm es regulada por las HKs
hibridas LadS y RetS. Estas proteinas actian en ésta al regular los niveles de GacA-P,
a partir de reprimir o estimular a la HK heterodoxa GacS (Fig. 6). Se ha reportado que
LadS es un activador del sistema que ingresa grupos fosforilo a la cascada Gac/Rsm
(Mancl, Ray, Helm, & Schubot, 2019). Tal actividad es estimulada por la concentracion

de Ca?* (Broder, Jaeger, & Jenal, 2016), promoviendo la formacién de un homodimero
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de LadS y autofosforilacion. Aunque, al carecer de dominio HPt, transfiere el grupo
fosforilo al HPt (H2) de GacS permitiendo el fosforrelevo a GacA. Tal aumento del RR
fosforilado permite la transicion de una infeccion aguda a una crénica. En tal estadio se
promueve la expresion de los genes requeridos en la formacion de biopeliculas. Entre
ellos se encuentran los clusters pel y psl, necesarios la sintesis de polisacaridos que son
parte de esta estructura (Chambonnier, Redelberger, Fadel, & Filloux, 2016; Mikkelsen,
Sivaneson, & Filloux, 2011).

RetS y LadS presentan una organizacion similar de sus dominios. Ambas poseen un
dominio de entrada en su N-terminal 7TMR-DISM_7TM (7TM Diverse Intracellular
Signalling), seguido de uno 7TMR-DISM_7TM en la regién transmembranal; en la regién
citoplasmatica un dominio transmisor (constituido por un HisKkA'y HATPasa) y un dominio
REC, que en el caso de RetS son dos (Ventre et al., 2006) [Fig.5]. Dado que existe una
gran especificidad del ligando del dominio de entrada, su determinacién es dificil. En el
caso del dominio 7TMR-DISM_7TM se ha propuesto que detecta moléculas basadas en

carbohidratos (Anantharaman & Aravind, 2003).

Respecto a la molécula detectada por RetS, primeros reportes informan que es activada
cuando se aflade un lisado de P. aeruginosa al medio. Tal extracto activa la respuesta
de P. aeruginosa al antagonismo (PARA), aunque en este caso la molécula
sefalizadora no fue aislada (LeRoux et al., 2015). Posteriormente se encontré que la
expresion del sistema de secrecion tipo VI (T6SS) y la formacion de biopeliculas es
regulada a la baja al tratar a P. aeruginosa con glucanos de mucina (KM et al., 2019).
Dado que la cascada Gac/Rsm esta involucrada en la regulaciéon de este sistema y el
dominio de entrada de RetS pudiese ser aquel que detectara moléculas de esta
naturaleza, éstos podrian actuar a través de ella. Asimismo, se encontro relacién de la
mutacion de retS y la nula represion de la expresion del T6SS con el tratamiento con
glucanos de mucina. Por lo cual, se apoyaba a que RetS estaba involucrado en la en la
deteccion de estas moléculas a base de carbohidratos. Aunque debido a la riqueza de
isoformas de los glucanos dificulta la exploracion de la molécula sefializadora (Wang et

al., 2020). Aunado a ello, falta por esclarecer sila molécula que sefializa a través de RetS
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del lisado de P. aeruginosa es similar a los glucanos de mucina. De igual manera como

estos compuestos pueden activar y reprimir la actividad de esta proteina.
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Fig. 5. Organizaciéon de los dominios de LadS y RetS (Ventre et. al., 2006).

RetS fue originalmente reportado como un antagonista de la HK GacS (Goodman et al.,
2004). Se hipotetizaba la presencia de dos vias independientes que tenian los mismos
blancos. En afios subsecuentes se propuso que la actividad represora de RetS se daba
a partir de la formacion de heterodimeros con GacsS, los cuales inactivarian a ésta. Tal
formacion inhibiria la homodimerizacion de la uUltima y su consecuente autofosforilacion
(F. Vincent et al., 2010). Con ello los niveles de GacA-P y de los nc-sRNAs del sistema

Rsm disminuirian.
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Fig. 6. Cascada Gac/A-Rsm en P. aeruginosay sus blancos de regulacion. Adaptado de (Francis
et. al, 2018).

En 2018 se proponen tres mecanismos por los cuales RetS regularia negativamente a
GacS de P. aeruginosa (Francis et al., 2018). Tales datos fueron obtenidos a partir de
realizar mutaciones puntuales en los residuos conservados y cruciales del fosforrelevo
de los dominios constituyentes de ambas proteinas. Subsecuentemente, a partir de
ensayos de fosforrelevo, observaron la via de transferencia del grupo fosforilo entre las
HKs. Con ello surgi6 los tres mecanismos que a partir de éstos augura una complejidad

mayor a lo previamente esperado y propuesto.

El primer mecanismo seria llevado a cabo por el dominio REC2 de RetS, el cual va a
trasegar el grupo fosforilo del dominio HisKA/DHp de GacS hacia su Asp, una vez que
se lleve a cabo la autofosforilacion. Para el segundo mecanismo hay que mencionar que
una caracteristica de las cinasas de la familia HisKA, que llegan a poseer una actividad
dual, de cinasa y fosfatasa. Esta actividad seria llevada a cabo por el dominio
HATPasa/CA, el cual va a interrumpir el fosforrelevo a GacA, a partir de promover la
hidrdlisis del enlace entre el residuo de Asp y el grupo fosforilo, con la liberacion de Pien

el dominio REC de GacS. Mientras que el tercer mecanismo, seria a partir de la
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interaccién directa que entre ambas cinasas (Fig. 7). Sumado a ello, un estudio posterior
propone que RetS no inhibe la formacion de homodimeros de GacsS, sino que utiliza un
desdoblamiento reversible de una hélice de RetS o ruptura de hélice, para evitar la
autofosforilacion de GacS pero no evita su homodimerizacion (Mancl et al., 2019). Por lo
tanto seria un nuevo mecanismo, no descrito previamente de interaccion entre HKs y
opuesto a lo propuesto (F. Vincent et al., 2010). Cabe afadir que los primeros dos
mecanismos de interaccion entre las cinasas ha sido replicado en un consecuente
estudio, por lo que es altamente probable que se lleve a cabo la interaccién por estos

mecanismos (Wang et al., 2020).

Fig. 7. Esquema de los mecanismos propuestos que ejerce RetS sobre GacS (Francis et. al., 2018)

1.1.4 Via alternativa Hpt en P. aeruginosa.

En P. aeruginosa no solamente el TCS GacS/A se encuentra involucrado en la expresion
de los snc-RNAs del sistema Rsm. A la par, existe una via alternativa a la red GacS/A la
cual es denominada la via HptB. Esta se encuentra constituida por tres HKs hibridas
llamadas: PA1611, ErcS’ y SagS; una histidin fosfotransferasa (HptB); un RR (HsbR); un
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antagonista del factor anti-sigma (HsbA); un factor anti-sigma (FIgM); un factor sigma
(FliA) y una diguanilato ciclasa (HsbD) (Francis & Porter, 2019).

Al inicio de la via se encuentran las HKs hibridas, que al carecer de un dominio HPt,
transfieren el grupo fosforilo a un HPt soluble, en este caso HptB. Una vez que esta
proteina se encuentra fosforilada va a transferir el grupo fosforilo al RR atipico HsbR
(Bouillet, Ba, Houot, lobbi-Nivol, & Bordi, 2019). A diferencia de la mayoria de los RR
esta proteina contiene dos dominios de salida, uno con actividad fosfatasa (PP2C) y uno
con actividad cinasa/factor anti-sigma (Ser/Thr). Cuando HsbR se encuentra fosforilada
su dominio PP2C defosforila a HsbA, que en este estado se une a FlgM permitiendo que
FliA induzca la expresion de los genes flagelares. En contraparte, cuando HsbR no esta
fosforilada, su dominio cinasa fosforila a HsbA. En este estado forma un complejo con
HsbD promoviendo su localizacién en los polos de la célula y por un mecanismo todavia
no esclarecido, promueve la expresion del snc-RNA RsmY. Por ende, al no estar unido
FIgM a HsbA, se forma un complejo con FliA, reprimiendo la expresion de los genes

flagelares (Valentini, Laventie, Moscoso, Jenal, & Filloux, 2016) [Fig. 8].

Un punto de unién de los sistemas es RetS en los que se ha reportado que PA1611 es
un represor de RetS (AY et al., 2017). Ademas se ha propuesto que HptB-P puede
transferir el grupo fosforilo al dominio REC2 de RetS (Bordi et al., 2010). Por lo tanto, a
través de estas proteinas se aumentan los niveles de GacA-P. Aun asi, los bajos niveles
de expresion de PA1611 y las dudas sobre la fosforilacién reversa de RetS dejan

incognitas de sus roles en la represion de la HK hibrida.
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Fig. 8. Representacidn de los integrantes de la cascada Gac y la rama HptB (Francis & Porter,
2019).

1.1.5 Generalidades de Azotobacter vinelandii.

Azotobacter vinelandii es una y-proteobacteria del género Azotobacter y la familia
Pseudomonadaceae. Es una bacteria de vida libre, Gram negativa y aerobia y fija
nitrogeno en condiciones aerobias. Razén, por la cual, requiere proteger a sus
nitrogenasas a partir de controlar los niveles de oxigeno en el citoplasma, como a partir
de una alta tasa respiratoria, y la produccion de metabolitos extracelulares, entre otros
mecanismos. Tiene un cromosoma de 5.36 Mbp, del cual llega a tener hasta 80 copias
en fase estacionaria, por lo que es denominada poliploide (Maldonado, Jiménez, &
Casadesus, 1994; Setubal et al., 2009).
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Esta bacteria presenta dos estadios de vida, uno vegetativo y otro de latencia. En el
primer estadio las células presentan una morfologia pleomérfica, que va desde una
bacilar a una cocoide; capaz de movilizarse a través de flagelos peritricos. Cuando las
células llegan a fase estacionaria tardia cerca del 1% va a diferenciarse en estructuras
latentes (Fig. 9) (Lin & Sadoff, 1968). La diferenciacién es estimulada en condiciones
adversas para su desarrollo. Asimismo, los cuerpos latentes pueden ser inducidos en
cultivos con compuestos organicos simples, como etanol y butanol, entre otros (JENSEN,
1954). Esta estructura llega a tener una vida media de meses hasta afios y en caso de
ser requerido puede promoverse su germinacion cuando las condiciones ambientales
son adecuadas (J. Moreno, Gonzalez-Lopez, & Vela, 1986; Socolofsky & Wyss, 1961,
SOCOLOFSKY & WYSS, 1962)

Fig. 9. Microscopia electronica de transmision del quiste. EX: exina. I: intina (Sanchez Cuapio,
2012).

Las estructuras celulares latentes formadas por A. vinelandii se denominan quistes, los
cuales son resistentes a la desecacién. En el proceso de diferenciacién, se lleva a cabo
una ultima division celular que da lugar a una célula esférica, de fase brillante, llamada
cuerpo basal. En esta estructura los fosfolipidos de la membrana son intercambiados por
lipidos fendlicos, principalmente los alquilresorcinoles (ARs). En el interior de esta

estructura hay un cumulo de granulos de PHB, que son utilizados como reserva de
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carbono. Asimismo, el cuerpo basal estd aislado del ambiente por una cépsula
modificada llamada intina. Ademas de ella, una capa externa, la exina, envuelve a la
intina (Fig. 9) (Hitchins & Sadoff, 1970; Lin & Sadoff, 1968; Reusch & Sadoff, 1983). Estas
se encuentran constituidas por alginato (13% y el 32%, respectivamente), lipoproteinas
y, en el caso de la ultima, también por lipidos fendlicos (Campos et al., 1996; Reusch &
Sadoff, 1983).

1.1.6 Regulacién de los metabolitos de interés industrial por la cascada Gac/Rsm.

Como se ha mencionado previamente, A. vinelandii es capaz de sintetizar algunos
metabolitos secundarios. Estos son parte esencial en el éxito de esta bacteria en sus
distintos ambientes. Dentro de los cuales se encuentran los alginatos, las alquilpironas,
los alquilresorcinoles, los sideroforos y los polihidroxialcanoatos (PHA) [principalmente
el PHB]. Estos tienen aplicaciones en diversas industrias, por lo que existe un interés
biotecnolégico en esta bacteria del mecanismo de regulacién de aquellos compuestos,
gue permitird generar cepas Optimas para su obtencion (Galindo, Pefa, Nufez, Segura,
& Espin, 2007).

El TCS GacS/GacA se encuentra involucrado en la regulacion de los metabolitos de
interés industrial. GacS/GacA regula positivamente la expresion de los snc-RNAs del
sistema Rsm. En A. vinelandii encontramos a los snc-RNAs de la familia Z y de la familia
Y. A diferencia de Pseudomonas, en A. vinelandii se ha reportado la iteracién génica del
snc-RNA RsmZ con ocho alelos. Aunado a ello, solamente hay un alelo del snc-RNA
RsmY. Asimismo, no se ha reportado la presencia de RsmW, RsmV y RsmX (Hernandez-
Eligio et al., 2012; Manzo et al., 2011).

1.1.6.1 Alginatos

Los alginatos son heteropolisacaridos anionicos lineales. Estos son constituidos por el
acido B-D-manuroénico (M) y su epimero, acido a-L-gulurdnico (G). Los cuales se unen
por un enlace glucosidico B-(1-4). Ellos se encuentran en heterobloques (GM) u

homobloques (GG o MM) poliméricos (Fig.10). Las propiedades gelificantes de los
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alginatos, cambian sus propiedades dependiendo de la proporciéon de M-G. Los cuales
estan relacionados con la interaccion del acido a-L-gulurénico con iones divalentes,
como el Ca?*. Por lo tanto, una alta concentracion GG y/o frecuencia de las subunidades
G permitira la obtencion de geles mas rigidos (Clementi, 1997; P, 1998).
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Fig. 10. Componentes estructurales de los alginatos (Hay et. al, 2013).

El interés biotecnoldgico de este polimero radica en sus aplicaciones en diversas
industrias, ya sea la alimentaria, farmacéutica, textil, entre otras (Hay, Rehman, Moradali,
Wang, & Rehm, 2013). Aunque la dificultad para obtener alginatos de peso molecular
especifico dificulta su uso. La principal fuente del polimero, en la actualidad, la constituye
las algas cafés. Asimismo, la composicién de este polimero es afectada por las
condiciones ambientales. Por consecuencia, la heterogeneidad de los alginatos
obtenidos dificulta su uso a gran escala. Razén por la cual, el alginato sintetizado por
bacterias representa una buena alternativa ya que las enzimas involucradas en su
formacién pueden ser modulables. Por consiguiente, los alginatos obtenidos por esta
fuente pueden ser de los pesos moleculares requeridos para sus diversos usos

(Pacheco-Leyva, Guevara Pezoa, & Diaz-Barrera, 2016).

Para cumplir el papel del heteropolimero en la fisiologia de la bacteria se requiere su
exportacion. Dado que permite generar una barrera difusora de oxigeno, para regular los
niveles citoplasmaticos. Ademas, funciona como una proteccién contra metales pesados

y permite obtener resistencia contra la desecacion.

Los genes involucrados en su sintesis se encuentran codificados en un cluster. Donde la

mayoria de ellos son codificados en el operon algD844KJGXLIVFA y rio abajo se
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encuentra otro, regulado de manera independiente (Fig. 11). Dentro del operdn se ha
reportado la presencia de promotores internos que podrian modificar los niveles de
expresion de los genes involucrados. A partir de ello se da el arreglo de la siguiente
manera, al inicio del clister se encuentra algD, regulado por tres promotores; rio abajo
los genes alg8-J, que son regulados por otro promotor; algG-F se encuentran regulados
por otro promotor; y, por ultimo, algA contiene otro promotor. En contraparte, algC se
encuentra rio abajo del cluster, regulado de manera independiente por dos promotores
(Castafieda et al., 2001; G et al., 2004; H, J, S, G, & G, 1997; Lloret et al., 1996; S.
Moreno, Ndjera, Guzman, Soberon-Chavez, & Espin, 1998; Vazquez, Moreno, Guzman,
Alvarado, & Espin, 1999). Aunado a ello, otros genes involucrados en su modificacion
son codificados en otros locus. Entre ellos los genes alyA1-3/B, que codifican para liasas.
Entre éstos, AlyA3 juega un papel importante en la germinaciéon del quiste (Ertesvag,
2015; Gimmestad et al., 2009). Mientras que los genes algE1-7 codifican para enzimas
requeridas para la epimerizacion de bloques que no sean acetilados. Siendo importantes
para la formaciéon de quistes resistentes a la desecacion (Ertesvag, Hgidal, Schjerven,
Svanem, & Valla, 1999; M et al., 2008).

|1||||algD >||alg8 Malg44)jalgK )alg] ) ||algG)algX )algL Yalgl yalgV )algF YalgA) |[[||algC)

@IgE3)algE2|(algE]]
(aIgE4|(algE6| ( algE5 |

Fig. 11. Arreglo genético de los genes involucrados en la sintesis de alginatos en A. vinelandii

(Pacheco-Leyva, Pezoa & Diaz-Barrera, 2016).

En A. vinelandii, la cascada Gac/Rsm regula una de las enzimas claves para su sintesis,
la GDP-manosa deshidrogenasa (algD). La cual compromete la GDP-manosa hacia la
via de sintesis de alginatos, al oxidarse a acido GDP-manuronico. La transcripcion de
este gen se realiza a partir de tres promotores (algDp1- ¢, algDp2-AlgU/aF y algDp3-
del cual no se ha reportado su factor sigma) (Castafieda et al., 2001; S. Moreno et al.,
1998). Otro mecanismo de regulacion de algD es a partir del mRNAs, el cual es blanco
de RsmA. Por lo que cuando se expresan los snc-RNAs del sistema Rsm se promueve

la sintesis de alginato (Manzo et al., 2011).
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La via de sintesis de alginatos se puede dividir en tres fases: la sintesis de los
precursores, la fase de polimerizacién del compuesto y la modificacion y secrecion. En
la primera fase se va a formar al acido GDP-manuronico, a partir de la fructosa-6-fosfato
(F6P) por AlgA, AlgC y AlgD. La segunda fase es llevada a cabo por las enzimas Alg8 y
Alg44. Asimismo, AlgK esta involucrada en la estabilizacion de ellas. Mientras que la
tercera fase se encuentran involucradas las enzimas restantes (Urtuvia, Maturana,

Acevedo, Pefa, & Diaz-Barrera, 2017).
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Fig. 12. Via de sintesis de alginatos en A. vinelandii (Pacheco-Leyva, Pezoa & Diaz-Barrera, 2016).
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1.1.6.2 Alquilresorcinoles y las Alquilpironas

Los alquilresorcinoles (ARS) y las alquilpironas (APs) son lipidos fendlicos que consisten
en un anillo aroméatico hidrofébico y cadenas alifaticas saturadas de longitud variable.
Estos son principalmente sintetizados por plantas, hongos y bacterias y entre éstas
encontramos a Pseudomonas, Mycobacterium y Azotobacter (Kozubek* & Tyman, 1998;
Stasiuk & Kozubek, 2010). De los principales ARs sintetizados se encuentran los 5-
heneicosilresorcinol, el 5-n-tricosilresorcinol y sus derivados galactosidos, mientras que
las APs son una mezcla de tricétido y tetracétido pironas (Funa, Ozawa, Hirata, &
Horinouchi, 2006; Reusch & Sadoff, 1979). En A. vinelandii, éstos son sintetizados
Unicamente durante el enquistamiento como componentes principales de las exina y la
membrana (Reusch & Sadoff, 1983). Aunque solo se sintetizan en la diferenciacién a
guistes, mutantes que no producen estos lipidos fendlicos llegan a formar estructuras
latentes resistentes a la desecacién, por lo que no son esenciales para éstos. Aun siendo
esto, la falta de ARs genera una exina desorganizada, por lo que pudieran tener un papel
estructural (Funa et al., 2006; D. Segura et al., 2009).

Las enzimas involucradas en la sintesis de estos lipidos fendlicos se codifican en el
operon arsABCD (Fig. 13A.). Los genes arsAy arsD codifican para una sintasa de acidos
tipo I. Mientras que arsB y arsC codifican para policétido sintasas (PKSs) de tipo Ill de
alquilresorcinoles y alquilpironas, respectivamente (Funa et al., 2006). ArsA presenta
varios dominios: ER, KS, MAT, ACP y KR. Mientras que ArsD solo presenta dos
dominios: DH y PPT (Fig. 13C.) (Mander & Liu, 2010; Miyanaga, Funa, Awakawa, &
Horinouchi, 2008).

Las policétido sintasas son enzimas que sintetizan una gran cantidad de compuestos,
denominados policétidos. Estos son compuestos con alta diversidad estructural y
contienen una alta concentracion de carbonilos y alcoholes generalmente separados por
carbonos de metileno. Tal diversidad de compuestos es dada por el sustrato que es
reconocido por la policétido sintasa particular. Aunque las PKSs son especificas para un
policétido, existen casos donde se pueden utilizar distintos sustratos iniciales o de

extension. Por lo tanto la promiscuidad de las PKSs daran una amplia gama de
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metabolitos secundarios (Collie & Myers, 1893; Fischer, 2014; Richardson & Khosla,
1999).

Los sustratos de las PKSs ArsB y ArsC son sintetizados a partir de ArsA 'y ArsD. Los
cuales generaran acidos grasos C21-C23 (Funa et al., 2006; Miyanaga et al., 2008). Estos
van a ser donados por el dominio ACP de ArsA a las PKSs (Miyanaga et al., 2008). Una
vez donado, ambas catalizaran tres reacciones de extension utilizando malonil-CoA para
generar a un mismo compuesto, un intermediario tetracétido. A partir de este, las
reacciones consecuentes se bifurcaran para la sintesis de los ARs y APs. Asimismo,
ArsC puede catalizar solamente dos reacciones de extensidbn que generardn a un
intermediario tricétido. Consecuentemente, se cataliza una lactonizacién para formar a
las tricétido pironas. Mientras que en el caso de que se sintetice al intermediario
tetracétido, daran lugar a las tetracétido pironas a partir de la misma reaccion. En
contraparte, ArsB lleva a cabo una condensacion alddlica descarboxilativa utilizando al
intermediario tetracétido para el rendimiento de ARs [Fig. 13B.] (Funa et al., 2006;
Miyanaga & Ohnishi, 2019; Satou et al., 2013).
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Fig. 13. A.) Arreglo del operdn ars. B.) Esquema de la via de sintesis de alquilresorcinoles y
alquilpironas en A. vinelandii. C.) llustraciéon de los dominios funcionales sintasas de acidos
grasos, ArsA y ArsD (Mander & Liu, 2010; Miyanaga & Ohnishi, 2019).

La expresion de los genes involucrados en la sintesis, de estos lipidos fendlicos, es
regulada positivamente por el TCS GacS/A, el cual regula indirectamente al operén ars
a partir de regular a arpR a partir de tres vias. Este gen codifica para un regulador
transcripcional de tipo Lys-R, que es el activador del operdn. La primera via de regulacion
se da a patrtir del sistema Rsm con el mRNA de arpR como blanco de RsmA. De igual
manera, se ha reportado que los snc-RNAs RsmZ1-5 y RsmY estan involucrados en su
expresion (Lépez-Pliego et al., 2018, 2020; Romero et al., 2016). Otra via se da a partir
del factor sigma S, que reconoce a la regién promotora de arpR (Castafieda et al., 2001;
Romero, Moreno, Guzman, Espin, & Segura, 2013). Mientras que la tercera via de
regulacién se produce partir de un sistema de fosfotransferencia relacionado con
nitrégeno, el sistema PTSN', En éste la via converge en la regulacion de rpoS, requerido

para la expresion de arpR.
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Los sistemas de fosfotransferencia son un grupo de enzimas que transfieren grupos
fosfato, donados del fosfoenolpiruvato (PEP), de un miembro del sistema a otro en un
orden establecido. Dos tipos de sistemas han sido descritos, los PTS asociados al
transporte de carbohidratos y los relacionados a nitrégeno (PTSN'), que no transportan
carbohidratos, pero que tienen roles reguladores importantes (Pfliger-Grau & Gorke,
2010). En A. vinelandii el sistema PTSN" esta constituido por tres proteinas: EIN", NPr,
EIIAN" (Noguez et al., 2008). El aceptor inicial del fosfato es EIN, el cual va a transferirlo
a NPr y consecuentemente lo dona a EIIAN" (Noguez et al., 2008). Asimismo, se ha
asociado el estado no fosforilado de EIIAN" a un represion de la sintesis de los lipidos
fendlicos (Muriel-Millan et al., 2015). Aunado a ello, un fondo genético gacA™ en A.
vinelandii promovia el estado defosforilado de EIIAN' (Trejo et al., 2017). La via por la

cual se lleva a cabo su represion no esta bien esclarecida, aunque se sugiere que el
sistema actla a partir de una via induce la degradacién de a°, a partir del complejo

proteosomal CIpAP (Luis Felipe, Soledad, Ramsés, & Guadalupe, 2017) [Fig. 14].

RsmZ1-5 mRNA arpR
O —_ ——» Alqguilresorcinoles
Alquilpironas
ArpR arsABCD

Fig. 14. Representacion de las vias involucradas en la regulacién del oper6n arsABCD, requerido

para la sintesis de alquilresorcinoles y alquilpironas. Adaptado de (Francis & Porter, 2019)
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1.2 Antecedentes especificos.

1.2.1 RetSy LadS en Azotobacter vinelandii.

En una busqueda bioinformatica previa de los genes retS y ladS en el genoma de A.
vinelandii se encontr6 un locus retS con un 48% de identidad con el gen retS de P.
aeruginosa en el alineamiento de nucleétidos y 57% de aminoacidos. Posteriormente se
realizo el ensayo de doble hibrido para determinar si la proteina RetS interactia con la
proteina GacS (Sanchez Cuapio, 2012). El sistema utilizado esta basado en la
reconstitucion de la proteina represora LexA, que impide la transcripcion del gen lacZ
cuando las proteinas ensayadas presentan interaccién, por lo que el fenotipo observado
en E. coli es la represion de la fermentacién de lactosa (Daines, Granger-Schnatrr,
Dimitrova, & Silver, 2002).

El fenotipo observado cuando la proteina es reconstituida a través de la formacion del
heterodimero GacS-RetS se distingue a través de la represion de la expresion del gen
lacZ lo que no permite la fermentacion de lactosa y por lo tanto no se presenta el viraje
de color a rosa palido en placas de agar McConkey. A través de este sistema se encontrd
una interaccion entre RetS y GacS. En contraparte, no se observo una interaccion

aparente entre LadS y GacS (Fig. 15) (Sanchez Cuapio, 2012).

Interaccion negativa
(fenotipo lactosa positivo) Control GacS/RetS

D
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@ @ Transcription
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(fenotipo lactosa negativo)

OP’]P“’"‘O“’[ Reporter Gene ]

Hybrid GacS/LadS GacS/RetS
Op!ar;tor / / Se——

Hybrid

- e P . N Pberater
Fig. 15. Sistema de doble hibrido. En el esquema izquierdo se ejemplifica un tipo de interaccion
negativa, mientras que el derecho una positiva. En el centro de la figura es una placa de agar
McConkey. Donde se muestra a las distintas cepas que contenian en doble hibrido (Sanchez
Cuapio, 2012).
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1.2.2 Mutante AEIVretS::gm en Azotobacter vinelandii.

Una vez que se comprobo que la cinasa RetS interactuaba con GacsS, el siguiente paso
era determinar el efecto de la mutacion de aquel gen sobre los fenotipos controlados por
la via. Para ello se gener6 una mutante a partir de la insercion de un casete de resistencia
a Gentamicina (Gm). Tal mutacion fue dirigida a la secuencia que codifica para las hélices
transmembranales. Para caracterizar a la mutante AEIVretS::gm se cuantificaron los
fenotipos controlados por el TCS GacS/GacA. El primero a ser cuantificado fue el alginato
por ser el metabolito controlado por la via de mayor facilidad de medicion. Como se
puede observar en la Fig. 16, la mutante AEIVretS::km mantenia una tendencia de
sintesis a la baja, similar a la del control negativo, AEIVgacA::gm. Lo cual no concordaba
con lo esperado de la mutacién de un regulador negativo, como ya estaba reportado en

P. aeruginosa (Reyes Nicolau, 2018).

Cuantificacion de alginatos de mutante
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Fig. 16. Gréfica de cuantificacién de alginatos de la mutante AEIVretS::gm (Reyes Nicolau, 2018).

Como los datos obtenidos no concordaban con lo esperado se verificaron los niveles de
expresion de los blancos directos del TCS Gac, que son los snc-RNAs del sistema Rsm.
Su medicion se realiz6 a partir de fusiones transcripcionales y medicién del gen reportero
gusA, que codifica para una B-glucuronidasa. La actividad del gen reportero gusA es

directamente proporcional a la expresion del snc-RNA a medir. En tales ensayos la
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expresion de los sn-RNAs mantenian la misma tendencia decreciente que la produccion
de alginato (Fig. 17) (Reyes Nicolau, 2018).

Actividad B-glucuronidasa de fusiones transcripcionales
en cepas AEIV y mutante AEIV retS::gm
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Fig. 17. Gréfica de cuantificacién de actividad B-glucuronidasa de las fusiones transcripcionales
delos snc-RNAs Z1, 72, Z6 y Y (Reyes Nicolau, 2018).

1.2.3 Generacion de una nueva mutante retS.

Después de que dos blancos del sistema TCS Gac se viesen disminuidos al mutarse
retS. Se decidié comprobar la mutacion a partir de generar una nueva mutante, ya que
el fenotipo observado no concordaba con lo esperado. Esto a partir de la hipétesis de
gue el sitio donde se llevé a cabo la primera mutante retS, lo cual pudiese dar lugar a
una proteina hibrida que tuviese una actividad residual. Razén por la cual las nuevas
mutantes fueron generadas a partir de la insercion de un casete de resistencia a
Kanamicina (km) en la secuencia que codifica al subdominio HATPasa, que es
responsable de la actividad catalitica de la proteina (Figura. 6). Tal mutacién fue
realizada en dos orientaciones, convergente y divergente a la transcripcion del gen retS.
Esto con el fin de comprobar que no hubiese un efecto de polaridad sobre los genes rio
abajo. Dando como resultado a la mutante AEIVretS::km Polar y la mutante AEIVretS::km

No Polar (Reyes Nicolau, 2018).
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Tras confirmarse a las mutantes AEIVretS::km, se realizé la cuantificacion de alginato.
Se observo la misma tendencia de la primera mutante AEIVretS::gm, una disminucion en
su produccion de alginato a niveles del control negativo, AEIVgacA::gm (Fig. 18). Aun
asi, se observd una pequefia diferencia en la cuantificacion de las mutantes
AEIVretS::km. Por el fenotipo similar entre ellas se decidio realizar los consecuentes
ensayos de caracterizacion a partir de utilizar a la mutante AEIVretS::km NP.
Posteriormente, se realizaron la medicién de las fusiones transcripcionales de los snc-
RNAs del sistema Rsm. Las que continuaban mostrando el mismo patron decadente (Fig.
19) (Reyes Nicolau, 2018).

Cuantificaciéon alginato mutantes AEIVretS::km Polar
y No Polar

mg alginato/ug proteina

1 C
: = 0
AEIV gacA retS P retS NP

Fig. 18. Grafica de cuantificacion de alginatos de la cepa silvestre (WT), la mutante
AEIVgacA::gm, AEIVretS::km y AEIVretS::km NP (Reyes Nicolau, 2018).
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Actividad B-glucuronidasa de fusiones
transcripcionales en cepas AEIV y mutante
AEIVretS::Km
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Fig. 19. Grafica de cuantificacion de las fusiones transcripcionales de los snc-RNAs del sistema
Rsm. Donde se Muestran a las cepas con las fusiones transcripcionales Z1, 72, Z6 y Y,de laWTYy
la mutante AEIVretS::km NP (Nicolau, 2018).

2.- Justificacion.

El sistema de regulacién Rsm controla la traduccion de genes clave en la produccion de
alginatos. Este sistema regula al activador transcripcional del operon de las enzimas
involucradas en la sintesis de alquilresorcinoles. Tal regulacién es llevada a cabo a nivel
postranscripcional y es estimulada por el TCS GacS/A. Determinar la funcién de la HK
RetS nos permitirA comprender su papel en la red de regulacién de los metabolitos

secundarios de interés industrial.

3.- Planteamiento del problema.

Azotobacter vinelandii tiene una importancia en diversas industrias por su capacidad de
produccion de distintos metabolitos de interés industrial. Los alginatos sintetizados por
esta bacteria pueden verse afectados en su composicion a partir de modular la expresion
de las proteinas involucradas en su regulacién. Razén por la cual, entender el papel de

las distintas proteinas involucradas en su sintesis permitird avanzar en la meta de
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obtener alginatos de peso molecular especifico. De igual manera, la sintesis de
alquilresorcinoles también tienen sistemas de regulacion compartidos con las enzimas
para la produccion de alginatos. Aun siendo esto, los niveles jerarquicos de la red
anteponen al TCS Gac y otras HKs como los principales reguladores. Por lo cual, el
determinar el papel de las proteinas involucradas en la regulacién de GacS permitira una

comprensién global sobre la red de regulacion.

4.- Hipotesis Cientifica.

La proteina RetS es regulador positivo de la produccion de alginato y la expresién de los

snc-RNAs del sistema GacS/A-Rsm.

5.- Objetivos.
5.1 Objetivo General.

o Determinar la funcion de RetS en la cascada de regulacion GacS/A-Rsm.
5.2 Objetivos Especificos.

o Complementar a las mutantes AEIVretS::km.

o Sobrexpresar al gen retS en el fondo de la cepa silvestre AEIV.

o Determinar el efecto de la mutacion, por insercion del casete de kanamicina, en

las mutantes AEIVretS sobre los fenotipos alginatos y alquilresorcinoles.
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6.- Resultados

6.1.- Complementar a las mutantes AEIVretS::km

Con el fin de dar evidencia de que el fenotipo observado en las mutantes AEIVretS::km
es debido Unicamente a la mutacion de retS, se decidi6 complementarlas. Para ello se
generaron dos estrategias, la complementacion en cis y la complementacion en trans
(Fig. 20A.). Para la complementacion en cis se utilizé el vector integrativo pUMA-tc, que
posee un locus neutro de recombinacion melA. El resultado esperado era regresar una
dosis génica en relacion 1:1 respecto al alelo mutado y similar a la que existe en la WT.
En el caso de la complementacion en trans, se utilizé al vector pPBBR1MCS-5. El cual es
un pladsmido movilizable de amplio rango de hospedero y de bajo numero de copias
(Kovach et al., 1995). Este ha sido utilizado previamente en el fondo genético de A.

vinelandii y presenta estabilidad en la bacteria.

Para lograr este objetivo, se amplificd al gen retS con su region reguladora por PCR. Se
utilizaron a los oligonucleétidos ER1IRR_RetS_Fw y RRetS-S1. Consecutivamente, por
electroforesis en gel de agarosa, revelado con Bromuro de etidio (EtBr), se confirmé el
amplicon esperado de 2948 bp (Fig. 20A). Después de ello, se realizé un protocolo de
clonacion para el vector pCR2.1-TOPO que fue transformado en células
guimiocompetentes de E. coli DH5-a. Se sembr6 en placas de medio LB con kanamicina,
el antibidtico de seleccion. A partir de transformantes se extrajo el DNA plasmidico. La

confirmacion de la construccién se realiz6 por el perfil de restriccion del plasmido.
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Fig. 20. A.) Representacion grafica de los dos tipos de complementaciones B.) Electroforesis en
gel de agarosa, revelado con EtBr, de la PCR de la amplificaciéon del gen retS con su region

reguladora. Marcador de peso molecular de 1 Kb.

Se utilizaron las enzimas EcoRlI, EcoRV, Sall y Sacl para confirmar la construcciéon. La
restriccion realizada con EcoRl tiene tres sitios de corte, produciendo tres fragmentos de
tamafios 3913, 1583 y 1370 bp (Fig. 21A.). En la que la electroforesis mostré el perfil
esperado (Fig. 22). En la segunda electroforesis, la primera es con Sacl, tiene un sitio de
reconocimiento, linearizando la construccion dando un fragmento de 6877 bp, a la
derecha es una con Sall, que reconoce dos sitios del pldsmido produciendo fragmentos
de 4405y 2472 bp; la tercera es una doble restriccion con EcoRI y Sall con cinco sitios
de corte (Fig. 21B.) dando fragmentos observables de 3931, 1571, 900 y 465 bp, dado
gue una banda no es visualizable en esta resolucion y concentracion del gel. Todos las
bandas observadas correspondieron a los tamafios esperados (Fig. 22). La restriccion
con EcoRV fue realizada con el fin de determinar la orientacion en la que fue clonado el
amplicon (Figura 21C.). Las bandas obtenidas corresponden a los tamafios de 5969 y
908 bp (Fig. 22).
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Fig. 21. Diferentes electroforesis en gel de agarosa, revelado con EtBr, de restricciones para

confirmar ala construccion pCR2.1-TOPO-retS. Marcador de peso molecular de 1 Kb.

pCR2.1-TOPO-retS
EcoRl (6) AmpR 1acZa) EcoR1 (3919) EcoRl (5502) 583 bp EcoRI (6872)
e FLo11 > ]| NEORKGTR [ e e —
3913 bp 1583 bp 1370 bp
AmpR (3886) Sacl (lacZa!
e L0 ] NeORIKGTR | Do el < . —
6877 bp
AmpR lacZa sall (3930) Sall (6402)
e 0 ] NeOR/KGIR | promCEer e L s g
4405 bp 2472 bp
EcoRI (3919)
EcoRI (6) AmpR lacZa| | sall (3930) (5502) EcoRI (6402) Sall EcoRI (6872)
e 1071 | NeGR/KR Do s
3931 bp 1571 bp 900 bp 465 bp
EcoRV (18) AmpR lacZa EcoRV (5987)
e T NeoR/Kar > o e— <
5969 bp 908 bp

Fig. 22. Esquema de los tamafios esperados al tratarse al vector pCR2.1-TOPO-retS con distintas

enzimas de restriccion.
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6.1.1.- Complementacion en trans-.

Para subclonar a retS con su regiéon reguladora en el plasmido se hizo una doble
restriccion con Xbal y Sacl. Tal reaccion fue realizada el fin de generar extremos
compatibles entre el gen y el vector receptor linealizado. Consecuentemente, se realizo
una purificacion de banda de ambos fragmentos y se ligaron con T4 ligasa (Fig. 23).
Después se siguioé un protocolo de transformacion para integrarlo al fondo genético de
E. coli la cepa DH5-a que fue sembrada en placas de medio LB con el antibidtico de
seleccion del plasmido pBBRM1CS-5.

Xbal

pPBBR1MCS-5-retS
7790 bp

INSERT

FRAGMENT () (3219) — Xbal (3239) Sacl (3886) — Xbal (51)

Replace ]Insert

Xbal

Xbal
Sacl

pBBR1MCS-5
4768 bp

pCR2.1-TOPO-retS(circ)
6877 bp

Fig. 23. Esquema del marco de trabajo para generar al vector pBBR1MCS-5-retS.

A transformantes se les extrajo DNA plasmidico y se realizo el perfil, para fin de confirmar
la subclonacion de retS mas su region reguladora en el vector pPBBR1MCS-5. Para ello,
se realizaron restricciones con Sall y Smal. La primera tiene tres sitios de corte, dando

un patron de tres bandas (Fig. 24) con tamafios de 4735, 2472 y 583 bp (Fig. 25). La
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ltima tiene un sitio, linearizando la construccién, dando una banda de 7790 bp (Fig. 24).

Donde los patrones de banda observado concuerdan con lo esperado (Fig. 25).

Fig. 24. Electroforesis en gel de agarosa, revelado con EtBr, de las restricciones realizadas para

confirmar el vector pBBR1MCS-5-retS. Marcador de peso molecular de 1 Kb.

Smal (6281)

———— pBBR1 oriv G R retS { _GmR S —

Sall (3263) (5735) Sall Sall (6318)

—— DBBR1 oV IS 3 MR m—

4735 bp 2472 bp 583 bp

Fig. 25 Mapa del vector pBBR1MCS-5-retS y los tamafios esperados al tratarse con las enzimas de

restriccion.
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La construccién pBBR1MCS-5-retS se transfirié a las mutantes AEIVretS::km con el fin
de confirmar si restauraba el fenotipo de produccion de alginato y sintesis de ARs. Se
siguid un protocolo de conjugacion para A. vinelandii. A transconjugantes en medio BS
con el antibiodtico de seleccidn se les extrajo DNA genomico. Se amplifico al gen retS con
los oligonucledtidos ER1IRR_RetS Fw y M13F23, generando un amplicon de 3064 bp
para las candidatas a mutantes AEIVretS::km Polar y No Polar complementadas en trans.
Para confirmar tal banda se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa, revelado con
EtBr, para checar si se obtenia el tamafio esperado. Donde las candidatas C1-3 de la
Polar dieron positivo a tal amplicén (Fig. 26A), mientras que solo la C1 de la No Polar
(Fig. 26B).

Fig. 26. Electroforesis en gel de agarosa, revelado con EtBr, de la PCR para confirmar la presencia
del alelo silvestre del vector pPBBR1MCS-5-retS en las transconjugantes a ser A.) la mutante
AEIVretS::km Polar y B.) No Polar complementadas en trans- Marcador de peso molecular de 1
Kb.
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6.1.2.- Complementacion en cis-.

La complementacién en cis permite, ademas, de obtener una dosis génica similar a la
WT, una mayor estabilidad. Para lograr la subclonacion de siguio el siguiente esquema:
se realizé una doble restriccion con las enzimas Xbal y Sacl de la construccion pCR2.1-
TOPO-retSy del vector pUMA-tc; los fragmentos purificados a partir de una electroforesis
en gel de agarosa y ligaron con T4 ligasa (Fig.27); después se realizé un protocolo de
transformacioén para integrarlo a la cepa de E. coli DH5-a y plaquearlo en placas LB, con

el antibiético de seleccion.

pCR2.1-TOPO-retS
8280 bp

INSERT

FRAGMENT | Replace Flip and insert

Xbal (1030) — Sacl (1058) ]Sacl (3886) — Xbal (51)

Xbal

Xhol
Xbal
— Sacl

Xhol

PUMA-tc N Sacl
5258 bp

pCR2.1-TOPO-retS
6877 bp

Fig. 27. Mapa de esquema de trabajo de cédmo se generé al vector pUMA-tc-retS.

Una vez que se obtuvieron algunas colonias, se extrajo el DNA plasmidico para confirmar

a la construccion pUMA-tc-retS, por su perfil de restriccion. Se realizaron restricciones
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con EcoRI 'y con Smal. En el caso de la primera hay cinco sitios, pero al estar tres muy
cercanos solamente se visualizan tres bandas (Fig. 28A.). Mientras que la ultima
generaria un plasmido linealizado (Fig. 28B.). En la Fig. 29 se muestran los esquemas
de los tamarfios esperados al realizarse tales ensayos de restriccion. En la primera las
tres bandas mas prominentes corresponderian a los tamafios de 5241, 1583 y 1370 bp.

En el caso de la segunda reaccion la banda obtenida seria del tamafio 8280 bp.

Fig. 28. Electroforesis en gel de agarosa, revelado con EtBr A.) de larestriccion realizada con
EcoRly B.) larestriccién con Smal para confirmar a la construccion pUMA-tc-retS. Marcador de

peso molecular de 1 Kb.
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pUMA-tc-retS

(1075) EcoRI
(1000) EcoRI | EcoRI (1086) ECORI (2456) EcoRI (4039) AmpR

—TT - ) —- )~ o < ]
1370 bp 1583 bp 5241 bp
Smal (1014) AmpR
—m-m— "o K

8280 bp

Fig. 29. Esquema de la construccién pUMA-tc-retS y los tamafios esperados al realizarse ensayos

de restriccién con distintas enzimas.

Una vez comprobada la construccién pUMA-tc-retS, se prosiguio a realizar un protocolo
de transformacion de A. vinelandii. Se aprovechd la capacidad de competente natural
cuando es sembrada en un medio sin fuente de hierro, el medio CM. Sin embargo, con
este protocolo no se logré recuperar ninguna transformante después de realizarlo en
diversas ocasiones. Razén por la cual se decidid cambiar la estrategia. Inicialmente se
transformé a la cepa silvestre AEIV con la construccion pUMA-tc-retS. Algunas colonias
transformantes se comprobaron a partir de realizar una PCR con los oligonucleoétidos
ER1RR_RetS_Fwy TcFw, que produciria una banda de 3367 bp (Fig 30A). De éstas, se
seleccion6 una y se transformé con los vectores mutagénicos del gen retS con insercion
de un casete de Kanamicina, construidos en un trabajo previo (Reyes Nicolau, 2018).
Con algunas transformantes se corroboro la presencia de la segregacion del alelo
mutado con los oligonucleétidos ER1IRR_RetS_Fw y Hsp70_RTIRv, que produjeron un
amplicon de 3136 bp. (Fig. 30B). A partir de ello, se comprobd a las mutantes
AEIVretS::km Polar y No Polar complementadas en cis. Cabe agregar, que en el caso de
gue no se segregue al alelo mutado se obtendria una banda 1808 bp.

48



Fig. 30. Electroforesis realizada en gel de agarosa, revelada con EtBr de A.) de la PCR para
confirmar a la cepa AEIVpUMA-tc-retS y B.) de las PCR para confirmar a las mutantes

AEIVretS::km P y NP complementadas en cis-. Marcador de peso molecular de 1 Kb.

6.1.3.- Cuantificacion de alginatos de la cepa AEIVretS::km NP complementada en

trans.

Dado a que inicialmente se tuvieron las mutantes AEIVretS::km complementadas en
trans, se decidi6 determinar la restauracion de sintesis de alginatos. Se utiliz6 la mutante
AEIVretS::km NP y sus derivadas para esta cuantificacion. A través de las condiciones
utilizadas para la cuantificacion no mostraban una restauracion de sintesis de alginatos.
La cepa AEIVretS::km NP complementada en trans- mantenia el fenotipo a la cepa de la
cual se derivo (Fig. 31). Aunado a ello ambas cepas mostraban un fenotipo similar al del

control negativo, la mutante AEIVgacA::.gm.
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Cuantificacién de alginatos
6.00

4.00

3.00

2.00

1.00

mg de alginatos/ug de proteina

0.00 = - -

AEIVgacA::gm AEIV AEIVretS::km NP AE|VretS::km NP trans-

Fig. 31. Grafica de cuantificacién de alginatos de la complementada AEIVretS::km NP

complementada en trans-.

6.1.4.- Ensayos de sintesis de alquilresorcinoles de las complementadas.

Una vez obtenidas las cepas AEIVretS::km complementadas, en cis y en trans, se realizo
un ensayo cualitativo de sintesis de ARs. Esto con el fin de observar la posible
restauracion del fenotipo. Para realizar los ensayos las cepas fueron sembradas en
medio BBOH (Burk n-Butanol), en el que se ha reportado al n-butanol como precursor
del inductor del enquistamiento, que ademas es la fuente de carbono (Gama-Castro et
al., 2001).

Previamente se reporté que los ARs forman azoderivados rojizos cuando son tefiidos
con sales de Fast Blue B (Ttuscik, Kazubek, & Mejbaum-Katzenellenbogen, 1981). Por
lo que, a partir de este compuesto, se facilita la visualizacion de los fenotipos de las
mutantes comparadas contra las complementadas. A partir de estos ensayos, los
resultados obtenidos mostraban que la cepa AEIVretS::km NP complementada en trans-
no restauraban la sintesis de ARs. La cepa mostraba una coloracién similar a la mutante
AEIVretS::km NP al igual que el control negativo, AEIVgacA::gm (Fig. 32A.). Por lo cual,
mantenia concordancia con lo observado en la cuantificacién de alginatos (Fig.31).
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Asimismo, la cepa AEIVretS::km P complementada en trans tampoco restauraba la
sintesis de ARs, dado que la tincion era similar a la cepa de la cual se derivo y el control
negativo. En contraparte, la cepa AEIVretS::km NP complementada en cis si mostraba
una coloracion rojiza, similar a la WT (Fig. 32C.), dando indicio de restauracion de
fenotipo. Aunado a ello, la cepa AEIVretS::km P complementada en cis mantenia esa
tendencia y mostraba una tincion similar a la WT (Fig. 32D.). Por lo que daba evidencia
de restauracion de fenotipo. Curiosamente entre las mutantes AEIVretS::km habia una

diferencia en su coloracién, siendo ligeramente superior en la mutante polar.
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Fig. 32. Ensayos cualitativos de sintesis de alquilresorcinoles de: A.) de la mutante AEIVretS::km
P complementada en trans-, B.) de la mutante AEIVretS::km NP complementada en trans-, C.) la
mutante AEIVretS::km NP complementada en cis- y D.) de la mutante AEIVretS::km P

complementada en cis-.

6.2.- Sobrexpresar al gen retS en el fondo de la cepa silvestre AEIV.

El estudio del papel de un gen puede realizarse a partir de la ganancia de funcién o con
la pérdidad de ella. Dado que ya se habia realizado la mutacion de retS, decidimos
explorar el fenotipo de sobrexpresién en la WT. A partir de ello confirmar el papel que
juega RetS en la sintesis de los alginatos y ARs. Siendo esperado que la sobrexpresion

culminaria en un aumento en la produccion de los metabolitos previamente mencionados
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y en concordancia con lo previamente propuesto, de que RetS es un regulador positivo

en A. vinelandii.

Para lograr el objetivo, se realiz0 un ensayo de conjugacion para A. vinelandii,
transfiriendo la construccion pBBR1MCS-5-retS a la WT, la cual fue utilizada para la
complementacion en trans. A partir de algunas transconjugantes se confirmd la presencia
del plasmido por PCR, con los oligonucleétidos ER1IRR_RetS_Fwy M13F23, siendo que
el primero hibrida en la secuencia del gen retS y el segundo en una regién conservada
del plasmido, que generaron el amplicén esperado de 3064 bp. El fragmento esperado
fue positivo de la candidata C2 -C5 (Fig. 33A.). Aun siendo esto, el fenotipo de las

transconjugantes carecia de mucoidia.

Fig. 33. Electroforesis en gel de agarosa, revelados con EtBr, de A.) las candidatas a ser la WT

donde se sobrexpreso ala WT (AEIVretS). Marcador de peso molecular de 1 Kb.
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6.3.- Determinar el efecto de la mutacién, por lainsercién del casete de Kanamicina,

en las mutantes AEIVretS sobre los fenotipos alginatos y alquilresorcinoles.

Como se menciono previamente, las mutantes con la insercion del casete de resistencia,
en sentido polar y no polar de AEIVretS, presentaban diferencias en la produccién de
alginatos. Razon por la cual, se decidié cuantificar nuevamente la produccién del
polimero. Estas diferencias también se observaron en la produccion de otro metabolito
secundario controlado por el TCS GacS/A, los ARs. En la que la mutante Polar, presenta
una sintesis residual de ARs, mientras que la No Polar mostraba una abolicién de éstos
(Fig. 34A)).

Se cuantificaron los alginatos en las cepas mutantes. Sin embargo, nos dimos cuenta
gue las cepas Polar y No Polar presentaban produccion de alginatos cuando se
resembraban directamente del glicerol, pero cuando se resembraban varias veces en
medio Burk Sacarosa perdian la capacidad de producir el polimero. Presentando un
fenotipo similar al encontrado en la cepa mutante en el gen gacA, que es el regulador de
respuesta del sistema involucrado en su regulacion. Al fenotipo que producia alginatos
se le llamo “blanco” porque ese es el color que presentaban las colonias, mientras que
al fenotipo no productor de alginato, se le denominé “café”, dado que ese era el color de

las colonias cuando no producian alginatos (Fig. 34B).
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AEIVretS NP AEIVretS P

AEIVgacA

Fig. 34. A.) Ensayo cualitativo de sintesis de alquilresorcinoles de las mutantes AEIVretS::km Py
NP. B.) Tubos de ensayo de cultivos centrifugados de la mutante AEIVretS::km NP en ambos

estadios.

Para realizar la cuantificacion se decidié escoger a la cepa que habia sido utilizada
mayoritariamente en este trabajo y en el previo, la mutante AEIVretS::km NP. Una vez
realizada la cuantificacion de alginatos, se mostraba relacion de la sintesis dependiente
de su estadio. En la cual en el fenotipo blanco era clara la presencia del metabolito y la
cuantificacion mostraba una sintesis similar al de la WT. En contraparte, en el café habia
una abolicion de su produccién y el fenotipo era similar al control negativo, la mutante
AEIVgacA:.gm (Fig. 35).
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Cuantificacién de alginatos
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5.00
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AEIVgacA::gm AEIV AEIVretS::km NP blanca AEIVretS::km NP café

Fig. 35. Grafica de cuantificacidon de alginatos de las mutantes AEIVretS::km NP en ambos

estadios (blanco/mucoide y café/no mucoide).

Al observarse que los estadios afectaban de manera significativa la sintesis de alginatos,
se decidio verificar si habia un efecto sobre los alquiresorcinoles, otro de los metabolitos
secundarios controlados por el sistema GacS/A. Por ello los ensayos se ampliaron a la
mutante AEIVretS::km P, en ambos fenotipos. Se realizaron ensayos cualitativos con
sales de Fast Blue B para la deteccion de ARs en las cepas AEIVretS::km P y NP en
ambos estadios, productores y no productores de alginatos.

En los ensayos cualitativos de ARs se mostré una tendencia similar a la cuantificaciéon
de los alginatos en la cepa AEIVretS::km NP. El fenotipo mucoide presentaba una
coloracion rojiza por la produccion de ARs. En contraparte el fenotipo no productor de
alginatos no presenta la produccion de éstos (Fig. 36A). Asimismo, los fenotipos
observados en la mutante AEIVretS::km P, en ambos estadios, mantenian ese

comportamiento (Fig. 36B).
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AEIVgacA

“ )
AEIVretS NP no AEIVretS NP
mucoide. mucoide.

AEIVretS P AEIVretS P no
mucoide. mucoide.

Fig. 36. Ensayos cualitativos de sintesis de alquilresorcinoles de las mutantes AEIVretS::km. En la
placa A.) se encuentra el ensayo de la mutante AEIVretS::km NP mucoide/blanco y no
mucoide/café. Mientras que en la placa B.) la mutante AEIVretS::km P en sus estadios

mucoide/blanco y no mucoide/café.

7.- Discusion.

7.1.- Complementacién de las mutantes AEIVretS::km.

En un trabajo previo se habia reportado que la mutacion de retS afectaba negativamente
la sintesis de alginatos y ARs en A. vinelandii. Esto era opuesto a lo reportado en P.
aeruginosa, en la cual RetS actia como un represor de los fenotipos regulados por el
sistema GacS/A. Tal efecto ha sido reportado en otras especies del género
Pseudomonas (Records & Gross, 2010; Zhang et al., 2015), razon por la cual, la
generacion de las cepas complementadas permitiria dar sustento al papel propuesto de

regulador positivo de la HK en la cascada Gac/Rsm.

Se decidio realizar la complementacion en trans, por la facilidad que se tiene de obtener
colonias que portaran plasmidos con el gen retS mas su region reguladora. Al obtener
dichas cepas, se realiz6 la medicion de la produccién de alginatos y la observacién de la

produccién de alquilresorcinoles, concluyendo que la complementacién en trans no habia
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restaurado el fenotipo. Una posible explicacion a la falta de restauracion del fenotipo
podria radicar en la naturaleza de las HKs. Las cuales llegan a poseer una actividad dual,
de cinasa y de fosfatasa. La transicion entre sus actividades no se ha comprendido del
todo, aunque algunas HKs puede actuar con dicha actividad en la ausencia del estimulo
(Igo, Ninfa, Stock, & Silhavy, 1989). Aunado a ello, el efecto que ejercen las HKs ha sido
ampliamante estudiada sobre su RR cognado. Ademas, en algunos TCSs existe relacion
entre el aumento de la concentracion de la HK con un favorecimiento de la defosforilacion
de su RR (Georgellis, Kwon, De Wulf, & Lin, 1998; Kenney, 2010). Por lo cual, seria
importante cuantificar el aumento de la HK en la complementacion en trans. Dado que si
la concentracion aumentara de manera significativa y fuera mayor al fondo silvestre, tal
dosis pudiera favorecer la actividad fosfatasa de esta proteina. En la cual, se puede
promover un mecanismo similar a los propuestos de la interaccién entre GacS-RetS en
P. aeruginosa (Francis et al., 2018). Asimismo, seria importante cuantificar la dosis
génica que se aumenta en la complementacion en trans, aun siendo que los plasmidos

pBBR1MCS son de bajo numero de copias.

Otra posibilidad es que tanto la presencia en una alta concentracion, como solo el fondo
genético retS reprimen la sintesis de alginatos y ARs. Ya sea al promover una actividad
negativa en su sobrexpresion, como una nula expresion en tal mutante, en fenotipo café/
no mucoide. Por lo cual es importante determinar si las cepas de la cuantificacion
mantienen tal construccion y en todo caso que lo mantenga, en cuanto aumenta la

concentracion del mensajero de retS y de RetS.

Por lo anterior, se decidio realizar la complementacion en cis. Las cepas esperadas no
se lograron obtener a partir de la transferencia del material genético por transformacion
natural de las cepas AEIVretS::km P y NP. Esto puede ser debido a que el fenotipo de
las mutantes AEIVretS::km es muy parecido al observado en la cepa AEIVgacA::gm,
donde se han realizado ensayos de protedmica (Datos no publicados). En éstos se ha
observado disminucién en la expresion de los sistemas de competencia. Por
consiguiente, dado a la similitud de los fenotipos entre las cepas es posible que la
expresion de aquel sistema se vea afectado, en en fondo genético de las mutantes
AEIVretS::km.
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Al no ser posible la obtencion de cepas complementadas en cis por transformacion
natural, se decidio realizar la transformacion de la cepa silvestre con el vector pUMA-tc-
retS y posteriormente generar la mutacion del gen retS. Con ello evadir la dificultad de
transformacién en un fondo genético retS-, del que no se recuperaron transformantes. A
partir de esta estrategia fue posible la obtencién de cepas complementadas en cis. El
fenotipo de la produccién de ARs fue restaurado en ambas mutantes AEIVretS::km P y
NP, con lo que pudmos comprobar que la HK RetS tiene un papel de regulador positivo
en la cascada de regulacion Gac/Rsm. Comprobando por tanto, un papel opuesto a lo
gue se ha reportado en algunos homélogos de RetS en las Pseudomonas, en la que la
HK regula negativamente a los blancos del TCS GacS/GacA. Ejemplos de ello en P.
aeruginosa y, también, en P. syringae, en las que RetS regula negativamente la
movilidad(Moscoso, Mikkelsen, Heeb, Williams, & Filloux, 2011; Records & Gross, 2010).
En contraparte, en P. protegens se ha reportado algo similar a lo observado en A.
vinelandii, ya que la mutacion de retS no afecta de la manera esperada y promueve la

movilidad (Ueda, Ogasawara, & Horiuchi, 2020).

7.2.- Sobrexpresion del gen retS en el fondo de la cepa silvestre AEIV.

La mutacién de retS apuntaba a que este gen codificaba para una proteina que fungia
como regulador positivo de la cascada Gac/Rsm. Por lo cual, se propuso que la
sobrexpresién promoveria una mayor sintesis de alginatos. Sin embargo el fenotipo no
concordaba con lo esperado, dado que mostraba un fenotipo similar a las mutantes
AEIVretS::km. Lo cual, a su vez, no permitia esclarecer que fenotipo se obtenia al

sobrexpresar a retS.

Las mutantes AEIVretS::km complementadas en trans no restauraban la sintesis de
alginatos, de igual manera que la sintesis de ARs. Esto podria concordar con el fenotipo
observado en la cepa sobrexpresada, AEIVretS. De igual manera en un trabajo previo se
sobrexpreso al gen gacS en trans el fondo de A. vinelandii y el fenotipo observado era

no mucoide, lo cual no concordaba con lo esperado al sobrexpresar a dicho gen (Datos
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no publicados). Una forma de explorar si la sobrexpresion causa un efecto contrario
puede realizarse a partir de generar una nueva cepa donde se sobrexprese a retS y
documentar si ésta concuerda con lo observado en la cepa sobexpresada inicial. En caso
de obtencion un fenotipo diferente a la primera, abriria la interrogante de qué promueve
tal disparidad. En la que determinar los niveles de la construccién y de retS en el fondo
genético WT podria permitir esclarecer la diferencia, que pudiese ser mediada por la
dosis génica, en dado caso. Mientras que un resultado similar a AEIVretS daria evidencia
de que ese es el fenotipo al sobrexpresar a retS. Aunado a ello, partiendo de que se
mantenga el fenotipo inicial, se tendria que replantear la determinacion del papel de esta
HK mediante su sobrexpresion. Siendo que se adjudicaria un papel a partir de los
metabolitos cuantificados, por esta via, y podria ser desacertado. Dado que, al
promoverse una actividad al sobrexpresarse, la cual realiza, en menor incidencia, en la

concentracion nativa que afectaria el fenotipo generado.

Otro punto a considerar es la forma en la cual se lleva a cabo la sobrexpresion, en trans.
En trabajos realizados con gacS de A. vinelandii se documenta que el fenotipo esperado
se obtiene pero al realizarse la sobrexpresion en cis (Datos no publicados). Una forma
de explicarlo es a partir de la dosis génica que se aumenta en la cepa, siendo al agregar
una copia mas si se realiza con su region reguladora, mientras que la de trans depende
de las copias del vector. Aunque siendo esto, se debe checar si el fenotipo es obtenido
al realizarse con retS y en caso de utilizarse una regiébn promotora que aumente
considerablemente su expresién éste se mantenga. Por lo cual una alternativa para

realizar la sobrexpresion puede ser a partir de seguir una estrategia en cis.

7.3.- Determinacion del efecto de la mutacién, por lainserciéon del casete de
Kanamicina, en las mutantes AEIVretS sobre los fenotipos alginatos y

alquilresorcinoles.

Se decidi6 volver a realizar la cuantificacion de alginatos de las mutantes AEIVretS::km
P y NP, dado que habia una diferencia en sus sintesis y determinar si era signiticativa.

Las cepas procedentes del glicerol mostraban un fenotipo mucoide, el cual era distinto al
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de las cepas que ya habian recibido un cierto nimero de pases. Por lo que, al ser
fenotipos claramente distintos se exploro si tal cambio afectaba la sintesis de alginatos y
ARSs.

La mucoidia en A. vinelandii esta directamente asociada a la sintesis de alginatos. Razén
por la que era altamente probable que el cambio fenotipico afectara de manera sustancial
la sintesis del polimero. La cuantificacion mostraba que la mutante AEIVretS::km NP en
el estadio blanco/mucoide sintetizaba una concentracion similiar de alginatos a la cepa
silvestre. En contraparte, en el estadio alternativo, no mucoide, carecia de una sintesis
de alginato, similar al control negativo, la mutante AEIVgacA::gm. El ensayo se genero
en la mutante no polar, principalmente para descartar algun efecto de polaridad sobre

genes que estuvieran rio abajo del gen retS.

Una vez establecido que el cambio fenotipico alteraba la sintesis de alginatos, se decidio
explorar otro metabolito regulado por la via, los ARs. Los resultados obtenidos mostraron
que en el estadio blanco/mucoide habia produccién de ARs y los resultados se
conservaban en ambas mutantes AEIVretS::km P y NP. En contraparte, cuando las
cepas estudiadas presentaban el fenotipo no mucoide/café, no producian los
metabolitos, alginatos ni de los ARs. Interesantemente en este ensayo, la mutante
AEIVretS::km P café/no mucoide no mostré sintesis, similar a la AEIVretS::km NP en tal
estadio. Por lo que, se podria suponer que haya mas de dos fenotipos generados en el

fondo genético retS-, ya sean fenotipos intermedios o varias subpoblaciones fenotipicas.

En la bibliografia no se obtuvieron resultados de un reporte de cambio fenotipico en A.
vinelandii, por lo cual se decidié ampliar la busqueda. Existen varios reportes en el género
mas cercano, las Pseudomonas, apuntaban a la variacion de fase como posible
respuesta a tal fenomeno de cambio fenotipico (Deretic & Konyecsni, 1990; Lalaouna et
al., 2012; Sanchez-Contreras et al., 2002; A. Segura, Hurtado, Duque, & Ramos, 2004;
Vafina & Stupak, 2020; van den Broek, Chin-A-Woeng, Bloemberg, & Lugtenberg,
2005a). Este, es un proceso que controla los cambios en la expresion de genes de fase
variable. Los cuales en sus estadios apagado y encendido permiten cambios discretos,
en una misma poblacién clonal, generando poblaciones con heterogeneidad fenotipica.
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Tal proceso aumenta la plasticidad génica a través de la generacion de subpoblaciones.
Por ende, aumenta la probabilidad de sobrevivencia ante cambios transitorios en el
ambiente. Mientras que de aquellas que se sobrepongan a los estimulos pueden
diferenciarse y generar nuevas poblaciones heterogéneas, cuando el estimulo cesa. Por
lo tanto, la variacién de fase en un proceso reversible. En la cual, la frecuencia de cambio
de los estadios de los genes esta relacionado con los estimulos del ambiente (Phillips,
Tram, Seib, & Atack, 2019; Trzilova & Tamayo, 2021; van der Woude, 2011).
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Fig. 37. Esquema de los mecanismos genéticos involucrados en la variacién de fase. A.)
Emparejamiento erréneo de hebras deslizadas. B.) Recombinacién homdloga. C.) Recombinacién
conservada de DNA sitio especifico. D. Descripcion de como se lleva a cabo el emparejamiento
erréneo de hebras deslizadas, durante la replicacién. Modificado de (Hansson et. al, 2018;
Phillips, Tram, Seib & Atack, 2019).

Los mecanismos por los cuales se rige la variacion de fase se dividen en genéticos y
epigenéticos. Los primeros pueden ser subdivididos en emparejamiento erréneno de
hebras deslizadas, en recombinacién homadloga y recombinaciéon conservada de DNA

sitio especifico (Fig. 37). Mientras que los epigenéticos estdn asociados a
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metiltransferasas y los sistemas de restriccion y modificaciéon (R/M). Ellos median la
metilacion del material genético, modificando caracteristicas como la distincion del
propio, la afinidad de proteinas a ciertas secuencias, entre otras (Marinus & Casadesus,
2009; Sanchez-Romero & Casadesus, 2020; Trzilova & Tamayo, 2021).

De los sistemas R/M se han descrito cuatro tipos principales (Phillips, Husna, Jennings,
Seib, & Atack, 2019). Un sistema R/M tipicamente consiste en dos integrantes, una DNA
metiltransferasa (M) y endonucleasa de restriccién cognada (R). De igual manera, los
sistemas R/M tipo | y Il pueden ser regulados por los mecanismos genéticos, lo cual da
lugar al phasevarion o regulon de fase variable (Atack, Guo, Yang, Zhou, & Jennings,
2020; Srikhanta, Maguire, Stacey, Grimmond, & Jennings, 2005). Por lo tanto tal forma
de regulacion modifica los patrones de metilacion sobre ciertos segmentos del genoma

dependiendo de la expresion de estos sistemas.

En las Pseudomonas se ha reportado que uno de los blancos de la variacién de fase son
los genes que codifican para el TCS GacS/GacA. Dentro de los mecanismos descritos
se encuentran al emparejamiento erroneo de hebras deslizadas (van den Broek et al.,
2005). Este mecanismo esta asociado a los tractos de secuencia repetida simple (SSR,
simple sequence repeats). Los cuales pueden dar lugar a inserciones y deleciones, que
puedan generar un corrimiento del marco de lectura abierto (ORF), cuando sucede la
replicacion. De igual manera, tales SSR pueden localizarse en la region reguladora y
afectar las secuencias reconocidas por ciertas proteinas (Moxon, Bayliss, & Hood, 2006;
Phillips, Tram, et al., 2019; van der Woude, 2011). Aunado a ello, también existen
reportes de inversiones dentro del ORF de los genes gac (van den Broek et al., 2005), la
cual puede generar un codon de paro prematuro, que genere proteinas truncas o que el
ORF no codifique para tal proteina. En P. fluorescens se ha asociado a las recombinasas
sitio especifico SSS y XerD a este proceso (Martinez-Granero, Capdevila, Sanchez-
Contreras, Martin, & Rivilla, 2005; Sanchez-Contreras et al., 2002).

En A. vinelandii el TCS GacS/GacA es esencial para la sintesis de alginatos y ARs. La

mutacién de los genes, que codifican para este sistema, abaten la produccion de los

metabolitos mencionados. Ademas, las mutantes AEIVretS::km en el estadio café/no
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mucoide son similares a las mutantes gacSy gacA" en los fenotipos abolidos. Asimismo,
este fenotipo no es inicial en el fondo genético retS". Por lo cual, una posibilidad a ello es
gue suceda un fendmeno de variacion de fase, en las mutantes AEIVretS::km, que
promuevan el cambio fenotipico. El la que el fenotipo alternativo pueda deberse a mas
de una mutacién y uno de los posibles blancos serian los genes del TCS GacS/GacA. A
partir de ello, se podria explicar la subita deplecion de los metabolitos en las mutantes
AEIVretS::km. A través de alineamientos de los dominios transmisores de las HKs RetS
de P. aeruginosa y A. vinelandii muestran una conservacion de la caja degenerada G, la
cual es requerida para la unién de ATP. La similitud entre ellas dificulta el entendimiento
del papel de regulador positivo propuesto. Aunado a ello, a través de los mismos se
verifico la HKs RetS de P. protegens Pf-5 y A. vinelandii, en la que se ha reportado que
la mutacion de la primera no afecta de la manera esperada en este fondo genético y
apunta a un rol distinto a la de P. aeruginosa (Ueda et al., 2020). Aun asi, ambas
muestran una conservacion de la secuencia del transmisor y degenerada la caja G (Fig.
38). Por lo cual, a partir de ello no se puede explicar como es posible que los blancos
alterados son opuestos entre la de las Pseudomonas. Asimismo, tampoco se apoya el
papel de regulador positivo propuesto de la HK RetS de A. vinelandii. Por lo tanto,
determinar que influencia la diferente actividad entre las proteinas, aungque se mantenga
conservada el dominio transmisor, esclareceria como actua RetS sobre la cascada

Gac/Rsm en A. vinelandii.

Los mecanismos que llevan a la variacién de fase no se han descrito. Aun siendo esto,
en P. protegens ha sido asociado el fendmeno de variacion de fase sobre los genes, del
TCS GacS/A, a la sintesis de los metabolitos secundarios (Yan et al., 2018). En la cual,
los compuestos de mayor carga metabdlica aumentan la frecuencia de obtencién de
subpoblaciones gac. Asimismo, esta ampliamente reportado la acumulacion de
mutantes gac- en medios de cultivo rico en las Pseudomonas (Bull et al., 2001; Song,
Kidarsa, van de Mortel, Loper, & Raaijmakers, 2016; Yan et al., 2018). Aun siendo esto,
la diferencia del uso de estos medios contrasta con los usados para A. vinelandii, puesto
gue el medio utilizado en el presente trabajo es un medio minimo. Por ello, es sumamente
importante determinar si el fendbmeno de variacion de fase esté sucediendo en las
mutantes AEIVretS::km y de ser asi, sea por una acumulacion de mutantes gac-. La cual
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puede ser promovida por el uso del medio BS y si cambia a partir de sembrar las cepas
en otros medios. Pudiendo ser que la transicion del fenotipo blanco/mucoide al alternativo

podria darse en distinta frecuencia, al utilizar otras condiciones.

En A. vinelandii existen menos TCSs respecto a en P. aeruginosa, en la que la presencia
de menos sistemas podria otorgar mayor carga de regulacion a una via. Siendo posible
gue la mutacién de retS genere un desbalance en las cascadas de regulacidon y aumente
la frecuencia de cambio, a un fenotipo gac, el cual sea mayor al respecto al observado

en las condiciones utilizadas en la WT.

La regulacion sobre la variacion de fase ejercida por los TCSs, también se ha reportado
en otras bacterias. En Acinetobacter baumannii, el ortdlogo al TCS OmpR/EnvZ se
encuentra involucrado en el fenomeno de variacion de fase. La mutacion en uno de los
componentes de este sistema genera un desbalance del intercambio entre los fenotipos,
aumentando la frecuencia hacia uno (KA & PN, 2017). Por lo tanto, una posible
explicacion al fenotipo cambiante en las mutantes AEIVretS::km pueda deberse a que
RetS se encuentre involucrado en este proceso pre-adaptativo. Cuya mutacion aumente
la frecuencia del cambio fenotipico a uno gac". Por lo que se requiere detectar si RetS
esta involucrado en el proceso de variacion de fase o también el TCS GacS/GacA. En la
gue la mutacién de uno de los genes gac no mostraria las subpoblaciones a partir de la

medicion de los metabolitos secundarios regulados por la cascada.

Parte fundamental del impacto que ejerza la variacion de fase sobre el genoma
dependera la expresién de los sistemas de reparacién. La expresion en cierto intervalo,
a lo largo de la curva de crecimiento o mutacion sobre los componentes involucrados, de
aquellos sistemas, permitird cambios estocasticos en la bacteria (M. S. Vincent & Uphoff,
2020). En distintas Pseudomonas el TCS GacS/GacA esta involucrado en la via de
regulacion de la expresion de mutS. Este gen codifica para MutS, que es parte del
sistema de reparacion de mismatch (MMRS) (Fishel, 1998), cuya regulacion es de
manera indirecta, a partir de rpoS y regulado positivamente, el tltimo, por el TCS GacS/A.
Ademas RpoS regula negativamente a mutS. Aunado a ello, un aumento en la tasa de
mutacion esta promovida en relacion con la expresion de sigma S. De igual manera, la
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represion de mutS promueve el aumento de mutaciones a lo largo del genoma. Dentro
de los que se encuentra a los genes del TCS GacS/ A (Maharjan & Ferenci, 2014; van
den Broek, Chin-A-Woeng, Bloemberg, & Lugtenberg, 2005).

Por lo anterior, otra posible, explicacibn del cambio fenotipico de las mutantes
AEIVretS::km puede deberse a un aumento de GacA-P. En la que habria un efecto
positivo sobre la expresion de rpoS y reprima a mutS. Aunado a ello, existe un homaologo
a MutS en A. vinelandii, cuya mutacién aumenta la frecuencia de mutantes en tal fondo
genético (Le, Shen, lismaa, & Burgess, 1993). Ademas, el TCS GacS/A en A. vinelandii
regula postiviamente la expresion de rpoS. Por lo que un aumento de los niveles de sigma
S, pudiesen reprimir la expresion de mutS y por consecuente aumentar la taza de
mutacién en el fondo genético de retS . Por lo tanto, partiendo de que RetS sea un
regulador negativo que al mutarse, promueva la cascada que reprima a mutS y, por
consecuente, aumente la frecuencia de obtencion de mutantes gacS y gacA. Por ende,
el fenotipo café/no mucoide de las mutantes AEIVretS::km seria multifactorial. En cuyo
fondo genético habria mas de un gen afectado y por consecuente, no podria
determinarse el papel de esta HK a partir de cuantificar a los metabolitos regulados por

la cascada Gac/Rsm.

La dificultad para establecer el fenotipo que se da en las mutantes AEIVretS::km se
contrapone con la complementacion en cis. En estas cepas el fenotipo era sumamente
similar respecto a la silvestre, lo cual apoyaba a que RetS es un regulador positivo de la
cascada y que el fenotipo observado era unicamente debido a su mutacion. Aun siendo
esto, con lo observado en los estadios de las mutantes AEIVretS::km abren a la pregunta
si con las cepas complementadas es suficiente para aseverar que el fenotipo es dado
unicamente por retS. Dado a que no se pudo complementar a las mutantes AEIVretS::km
en su estadio café/no mucoide y se optd por agregar alelos a la WT, seguido de la
mutacion del alelo nativo de retS. Por consecuente, nunca hubo ningln desbalance que
pudiera promover cambios adaptativos. Asimismo, con ello habria una nueva posible
respuesta a la falta de restauracién de los fenotipos en las mutantes AEIVretS::km que

fueron complementadas en trans, partiendo de su estadio café/no mucoide. Por lo que el
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fenotipo sea multifactorial, por lo cual no se pueda restaurar el fenotipo con solo regresar

al alelo silvestre de retS.

A partir de todo lo previamente mencionado, definir el papel de RetS a partir de los
fenotipos observados puede ser inexacto. Dado que seria requerido demostrar que
solamente el fenotipo observado es debido a la mutacion de retS y en caso de serlo, cudl
es el fenotipo de las mutantes y cual se toma para adjudicar una actividad. Por lo que se
exhorta buscar nuevas herramientas para sustentar tal aseveracion. Existen algoritmos
para poder predecir secuencias reconocidas por invertasas (Jiang et al., 2019). Aun
siendo esto, se requiere precaucion en caso de que no se reconozca una secuencia,
dada a la conservacion de la secuencia consenso. En Clostridiodes difficile se ha
reportado que una recombinasa se encuentra asociada a la regulacion de los factores de
virulencia. Aungque debido a que carecia de alta conservacién la secuencia consenso,

dificulto su deteccion (Garrett et al., 2019).

Una forma de clasificar a las recombinasas es en adyacentes y de multiples sitios de
accion. Las primeras se encuentras codificadas cerca de la secuencia que reconocen,
mientras que las segundas tienen mas de dos, siendo uno adyacente (Trzilova &
Tamayo, 2021). Dado que se exploro en el genoma de A. vinelandii el locus de los genes
gacS/gacA y no encontré un gen que codificara para una putativa recombinasa puede
complicar el esclarecimiento del fenotipo. Esto principalmente a que haya una
recombinasa que se encuentre mediando recombinaciones en distintos segmentos del
genoma. Aunque se ha reportado que las recombinasas SSS y XerD se encuentran
involucradas en la variacion de fase en P. fluorescens, la presencia de estas no indica
gue se encuentren expresadas. Razén por la cual es requerido comprobar su expresion.
Asimismo, existen homologos de SSS, XerC, al igual que la de XerD en el fondo genético

de A. vinelandii (Martinez-Granero et al., 2005).

En caso de que en las mutantes AEIVretS::km se de un fendmeno de variacion de fase

y no sea partir de invertasas, y sea a partir de otro mecanismo. En caso de que sea a

partir de SSR existen programas para su deteccion (Aidley, Wanford, Green, Sheppard,

& Bayliss, 2018), aunque no hay reportes de su empleo para la deteccién de SSR en el
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género de las Pseudomonas. Por ultimo, existe la posibilidad de que la variacion de fase
sea por otra alteracion independiente del TCS GacS/A o sumado. En este caso existen
reportes exitosos de utilizar distintas técnicas de secuenciacion para la deteccién de
inversiones, dado que existan otros elementos reguladores, que no se hayan elucidado,

de los metabolitos afectados.

8.- Conclusiones

e Las cepas complementadas en cis si restauran la sintesis de los metabolitos afectados

en las mutantes AEIVretS::km.

e Las mutantes AEIVretS::km presentan dos fenotipos, que afectan la expresién de los

metabolitos alginatos y alquilresorcinoles.

9.- Perspectivas

e Determinar si el efecto sobre la produccion de alginato y ARs en el fondo genético

AEIVretS::km en su estadio café/no mucoide es unicamente debido a la mutacion de retS.

e Se requiere estudiar a profundidad el papel de RetS vy, el posible efecto, en la variacion

de fase, para poder determinar la actividad de esta proteina.

e Esclarecer si bajo ciertas condiciones se promueve el cambio fenotipico en las mutantes
AEIVretS::km.
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10.- Material y Métodos.

10.1.- Plasmidos utilizados

Plasmido

Descripcion

Referencia

pGem-retS::km NP

Vector pGem-T-Easy en el cual fue clonado la region
citoplasmatica de RetS con la insercion en su sitio Clal un
casete de resistencia a kanamicina, convergente a la

transcripcion del gen.

(Reyes
Nicolau, 2018).

pGem-retS::km P

Vector pGem-T-Easy donde se clon6 a la region
citoplasmética de RetS donde se insert6 en su sitio Clal de
un casete de resistencia a kanamicina divergente a la

transcripcion de retS.

(Reyes
Nicolau, 2018).

pUMA-tc Vector integrativo el cual tiene clonado al gen melA que tiene | (Cocotl-Yafiez
una insercion en su sitio Xhol un casete de resistencia a | et al., 2014).
tetraciclina.

pCR2.1-TOPO Vector de mantenimiento donde se va a clonar al gen retS. | Thermofisher.

pCR2.1-TOPO-retS

Vector de mantenimiento donde se cloné al gen retS con su

regién reguladora.

Este trabajo.

pRK2013 Es un plasmido utilizado para la movilizacion de plasmidos | (Ditta,
no transmisibles por si mismos. El cual tiene un casete de | Stanfield,
resistencia a Kanamicina. Corbin, &
Helinski, 1980)
pBBR1MCS-5 Vector movilizable de amplio rango de hospedero, | (Kovach et al.,

proveniente del vector pPBBR1MCS. Que contiene un casete

de resistencia a gentamicina.

1995).

pBBR1IMCS-5-retS

Vector movilizable, derivado del plasmido pBBR1MCS-5.
Que contiene un casete de resistencia a gentamicina. Donde

se clond al gen retS con su region reguladora.

Este trabajo.

pUMA-tc-retS

Vector integrativo, proveniente del plasmido pUMA-tc.

Donde se clonoé al gen retS con su region reguladora.

Este trabajo.
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10.2.- Oligonucleotidos empleados.

Longitud
Nombre Secuencia (bp) Tm (°C)
ER1RR_RetS_Fw 5-GAA TTC TGA AAG CCT GCG ATAATC A -3 25 55.6
RRetS-S1 5-TAT GTC GAC TCA GGG ATG AAG CGC GTG -3 27 63.6
Hsp70_RTIRv 5-CGC TCC TCG AAG TTG AAG AA-3 20 54.8
TcFw 5-GCT AGC AGC ACG CCA TAG TGA-3’ 21 59.7
M13F23 5-CCC AGT CAC GAC GTT GTA AAA-3’ 21 55.3
10.3.- Cepas empleadas.
Nombre Descripcion Referencia | Medios
de cultivo
Escherichia dlacZ Delta M15 Delta (lacZYA-argF) U169 recAl | (Woodcock et | Luria Bertani
coli DH5-a endAl hsdR17(rK-mK+) supE44 thi-1 gyrA96 relAl | al., 1989). (LB).
SOC.
Escherichia F araC14 leuB6(Am) A(gpt-proA)62 lacY1 (Boyer &
coli Roulland- Luria Bertani
K12 HB101 gInX44(AS) galk2(Oc) A" recA13 rpsL20 xylA5 mtl- DUSSOix, (LB).
1 thiE1 [hsdS20] 1969)
(Larsen & | Burk
Haug, 1971). Sacarosa
AEIV Cepa silvestre de Azotobacter vinelandii, Nal®. (BS).
Medio de
competencia
(CM).
AEIVretS::.km | Derivada de la cepa AEIV, la cual tiene una | (Reyes
NP mucoide insercién en el gen retS de un casete de resistencia | Nicolau,
a kanamicina, convergente a su transcripcion. La | 2018). Burk
cual presenta un fenotipo mucoide y las colonias Sacarosa
son blancas. (B3).
AEIVretS::km | Derivada de la cepa AEIV, la cual tiene una | (Reyes
NP no | inserciéon en el gen retS de un casete de resistencia | Nicolau, Burk
mucoide a kanamicina convergente a su transcripcién. La | 2018). Sacarosa
cual no sintetiza alginato y las colonias son cafés. (BS).
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AEIVretS::.km | Derivada de la cepa AEIV, la cual tiene una | (Reyes
P mucoide insercién en el gen retS de un casete de resistencia | Nicolau,
a kanamicina divergente a su transcripcion. La cual | 2018). Burk
presenta un fenotipo mucoide y las colonias son Sacarosa
blancas. (BS)
AEIVretS::;km | Derivada de la cepa AEIV, la cual tiene una | (Reyes
P no mucoide | insercion en el gen retS de un casete de resistencia | Nicolau, Burk
a kanamicina divergente a su transcripcion. La cual | 2018). Sacarosa
no sintetiza alginato y las colonias son café. (BS).
AElIVretS::.km | Derivada de la mutante AEIVretS::km NP no | Este trabajo
NP mucoide, donde se integro al vector pPBBR1IMCS-5- Burk
pBBRIMCS- | retS. Es la complementada en trans-. Sacarosa
5-retS (BS).
AEIVretS::;km | Derivada de la mutante AEIVretS::km P no | Este trabajo
P mucoide, donde se integr6 al vector pPBBR1IMCS-5- Burk
pBBRIMCS- | retS. Es la complementada en trans-. Sacarosa
5-retS (BS).
AEIV pUMA- | Cepa AEIV en la cual se integro al gen retS con su | Este trabajo. | Burk
tc-retS region reguladora en el locus neutro melA. Sacarosa
(BS).
AEIVretS::.km | Derivada de cepa AEIVpUMA-tc-retS donde se | Este trabajo. | Burk
NP pUMA-tc- | muto al gen retS, a través de una insercion de un Sacarosa
retS casete de resistencia a kanamicina en su sitio Clal (BS).
en sentido convergente de su transcripcion.
AEIVretS::;km | Derivada de cepa AEIVpUMA-tc-retS donde se | Este trabajo. | Burk
P pUMA-tc- | muté al gen retS, a través de una insercion de un Sacarosa
retS casete de resistencia a kanamicina en su sitio Clal (BS).
en sentido divergente de su transcripcion.
AEIVretS Cepa AEIV que tiene integrado al vector | Este trabajo. | Burk
pBBR1MCS-5-retS. Sacarosa
(BS).
AEIVgacA:.gm | Cepaderivada de la silvestre, donde se mut6 al gen | (Castafieda Burk
gacA a partir de insertar un casete de resistencia a | et al., 2001). | Sacarosa
Gentamicina. (BS).
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10.4.- Medios de cultivo.

e Medios utilizados para A. vinelandii:

Burk Sacarosa (BS)

Compuesto Concentracion (g/L) Compuesto Concentracion (g/L)
Sacarosa 200.0 K,HPO, 8.0
KH, PO, 2.0 CaCl,.2H,0 7.3
Na,S0, 18.3 MgCl,.6H,0 16.0
FeS0,- 7H,0 5.0 NaMoO4.2H,0 0.2

*Agar bacterioldgico: 1.5%

Medio Burk n-Butanol (BBOH)

Compuesto Concentracion Compuesto Concentracion
n-Butanol 20 mL/L K,HPO, 8.0 g/L
KH,PO, 2.0g/L CaCl,.2H,0 7.3¢g/lL

Na,S0, 18.3 g/L MgCl,.6H,0 16.0 g/L

FeS04- 7H,0 5.0 g/L NaMoO,.2H,0 0.2 g/L

*Agar bacterioldgico: 1.5%

Medio de competencia (CM)

Compuesto Concentracion (g/L) Compuesto Concentracion (g/L)
Sacarosa 200.0 K,HPO, 8.0
KH, PO, 2.0 CaCl,.2H,0 7.3
Na,S0, 18.3 MgCl,.6H,0 16.0
*Agar bacterioldgico: 1.5%
Medio LB+BS (9:15)
Compuesto Concentracion (g/L) Compuesto Concentracion (g/L)
Sacarosa 125 K,HPO, 5.0
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KH, PO, 1.25 CaCl,.2H,0 4.5
Na,SO, 11.4 MgCl,.6H,0 10.0
Extracto de 3.75 Peptona de 1.9
levadura caseina
NaCl 19
*Agar bacterioldgico: 1.5%
Medios para E. coli:
Medio Luria Bertani (LB)
Compuesto Concentracion (g/L) Compuesto Concentracion (g/L)
Extracto de 10.0 Peptona de 50
levadura caseina
NacCl 5.0
*Agar bacterioldgico: 1.5%
Medio SOC
Compuesto Concentracion Compuesto Concentracion
(para 200mL) (para 200 mL)
Extracto de 4.0Q9. Peptona de 1.0
levadura caseina
NaCl 0.1g9.

Mezclar y adicionar dos mL de KCI 250mM para 200 mL de SOB

Ajustar pH a 7 con NaOH 5N

Ajustar el volumen a 195 mL y esterilizar por autoclave.
Adicionar un mL de MgCl,; 2M

Adicionar cuatro mL de glucosa 1M a 200mL de medio SOB para preparar el medio SOC.
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10.5.- Metodologias.

10.5.1.- Extraccion de DNA plasmidico por lisis alcalina.

1.- Realizar un cultivo de 3-5 mL de medio LB, con el antibiético de seleccion de E. coli.
2.- Incubar a 37 °C por 12 horas.

3.- Cosechar las células por centrifugacion y lavarlas con un mL de MgSO4 10mM (2x)
4.- Resuspender el paquete celular en 100 L de la solucion | helada (Glucosa/Dextrosa
50 mM, EDTA 10 mM, 25ul TRIS a pH8) y vortexear hasta que se resuspenda.

5.- Agregar 200 pL de la solucién Il, preparada al momento (80% H,0, 10% NaOH 2N,
10% SDS), y mezclar por inversion. Seguido de una incubacién en hielo por 10 minutos.
6.- Adicionar 150 pL de solucion 11l (40 ml de CH3COOK 3M ajuste de pH 4.8 con acido
acético glacial) e incubar por 10 minutos, en hielo.

7.- Centrifugar por 15 minutos a 13’000 rpm y transferir el sobrenadante a un nuevo tubo.
8.- Afnadir 10 pL de silica y reposar por cinco minutos.

9.- Centrifugar dos minutos a 13’000 rpm y lavar con 500 pL de New Wash (3x).

10.- Dejar secar a 37°C y resuspender en 20 pL de RNAsa diluida.

11.- Incubar una hora a 37°C.

12.- Centrifugar a 13’200 rpm para recuperar el sobrenadante en un nuevo tubo, libre de

silica.

10.5.2.- Extraccion de DNA plasmidico por MAXIPREP.

1.- A partir de un cultivo de 50 mL, con el antibidtico de seleccion, cosechar las células
por centrifugacion.

2.- Lavar las células con MgSO4 10mM y resuspender en 1.5 mL de la solucién |.

3.- Agregar 3.5 mL de la solucion Il y mezclar por inversion.

4.- Anadir 2.5 mL de la solucion 1ll, mezclando suavemente.

5.- Incubar por 10 minutos, seguido centrifugar por 10 minutos a 6’000 rpm.
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6.- Transferir, cuidadosamente, el sobrenadante a un nuevo tubo Falcon y adicionar cinco
mL de isopropanol.

7.- Incubar por 10 minutos en hielo y centrifugar a 6’000 rpm.

8.- Decantar el sobrenadante y lavar, tres veces, con etanol al 70%.

9.- Secar a 50°C y resuspender el pellet en 200 pL de RNAsa diluida.

10.- Incubar toda la noche a 37°C.

10.5.3.- Extraccion de banda de gel de electroforesis.

1.- Realizar la electroforesis y tefir el gel con bromuro de etidio (BET).

2.- Visualizar la banda de interés del gel en el trans-iluminador de baja potencia.

3.- Delimitar los bordes de la banda a cortar.

4.- Apagar el trans-iluminador y proseguir con el aislamiento del fragmento.

5.- Vierte la banda en un tubo eppendorf y pesarla.

6.- Agregar tres volumenes, del peso, de Nal 6M al tubo eppendorf e incubar a 50°C
hasta que se disuelva el gel.

7.- Afadir 10 pL de silica e incubar por cinco minutos, a temperatura ambiente.

8.- Centrifugar por un minuto a 13’000 rpm.

9.- Decantar el sobrenadante y agregar con 500 pL de New Wash.

10.- Centrifugar nuevamente a 13’000 rpm, repitiendo éste con el paso previo tres veces.
11.- Realizar una ultima centrifugacién para remover el exceso de solucion.

12.- Dejar secar la pastilla y resuspender en un volumen adecuado.

10.5.4.- Preparacién de células competentes de A. vinelandii.

1.- A partir de una placa fresca de BS inocular una placa de CM (1°" pase).
2.- Incubar por 48 horas a 30°C.
3.- Consecuentemente tomar una asada e inocular, masivamente, otra placa de CM (249
pase).
4.- Incubar por 24 horas a 30°C.
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5.- Levantar el tapete y lavar con MgS0O410 mM.
6.- Recuperar el paquete celular por centrifugacién a 13'000, por 10 minutos.

7.- Consecuentemente se puede realizar la transformacion.

10.5.5.- Transformacion de A. vinelandii.

1.- En un tubo eppendorf mezclar 200 pL de células competentes y 10-20 uL de DNA
plasmidico.

2.- Verter en una placa de CM, dejandolo secar, en incubar a 48°C.

3.- Levantar el tapete y lavar con MgSO4 10 mM, realizandolo hasta quitar el alginato.
4.- Resuspender en MgS04 10 mM o BS liquido el paquete celular y verter en una placa
de BS con el marcador de seleccion.

5.- Distribuir homogéneamente utilizando perlas y dejar secar.

6.- Incubar por 48 horas a 30°C para seleccionar candidatas.

10.5.6.- Ensayo de conjugacion triparental para A. vinelandii.

1.- De una placa fresca BS, de las cepas de interés, tomar una asada e inocular para
hacer un pre-cultivo de 25 mL de caldo BS con su marcador de seleccion.
2.- Incubar por 24 horas a 30°C.
3.- Centrifugar el cultivo y lavar con MgSOa.
4.- Resuspender en un mL de BS liquido o MgSOs y afiadir 24 mL de caldo BS.
5.-Incubar por 48 horas a 30°C.
6.- El mismo dia, sembrar a las cepas donadoras, de E. coli, en placas de medio LB, con
su respectivo marcador de seleccion.
6.- A 12 horas de que se cumpla el tiempo de incubacién, realizar un pre-cultivo de cinco
mL las cepas donadoras (cepa de E. coli DH5a con la construccion movilizable y la cepa
K12 HB101 [Helper]) e incubar toda la noche.
7.- De los pre-cultivos tomar 500 pL e inocular 4.5 mL de caldo LB e incubar por dos
horas para poner en fase con los cultivos de A. vinelandii.
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8.- Centrifugar los cultivos y lavar con MgSO4.

9.- Resuspender en un mL de MgSO4

10.- En un tubo eppendorf mezclar distintas relaciones de las cepas a utilizar.

11.- Inocular el contenido del tubo en una placa de agar LB+BS y dejar que se seque.
12.- Incubar de 24-72 horas a 30°C.

13.- Levantar el tapete y lavar con MgSO4.

14.- Resuspender en un mL de MgS0O4 o BS liquido.

15.- Hacer cuatro series de diluciones.

16.- Inocular 200 pL en distintas placas de agar BS con el marcador seleccion de las
Gltimas tres diluciones.

17.- Agregar unas perlas para distribuir homogéneamente en la placa y dejar secar.

18.- Incubar por 48-72 horas a 30°C, para seleccionar candidatas.

10.5.7.- Extraccién de DNA gendmico de A. vinelandii.

1.- De una placa fresca de BS inocular otra con el marcador de seleccion.
2.- Incubar por 48 horas a 30°C.
3.- Cosechar las células y lavar con MgS0O4 10 mM.
4.- Resuspender en 450 uL de TRIS EDTA 50/20.
5.- Agregar 50 uL de lisozima (10 mg/mL) e incubar 30 minutos a 37°C.
6.- Afiadir 30 pyL de proteasa (10mg/mL) incubar 30 minutos a 37°C.
7.- Adicionar 50 pL de SDS (10%) e incubar 15 minutos a 37°C.
8.- Ailadir 100 uL de NaCl 5 M e incubar 10 minutos a 65°C.
9.- Agregar 80 uL de solucion CTAB 10% NaCl 0.7M (previamente incubada a 65°C) e
incubar 20 minutos a 65°C.
10.- Adicionar un volumen de cloroformo-alcohol isoamilico 24:1 y centrifugar por 5
minutos.
11.- Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo y agregar 10 pL de silica, para
posteriormente centrifugar un min, decantar sobrenadante.
12.- Lavar 500 uL de solucion NEW WASH, tres veces, y dejar secar la pastilla a 50 °C.
13.- Resuspender en 30 yL de RNAsa diluida e incubar a 37°C por una hora.
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10.5.8.- Cuantificacién de alginatos por el método de carbazol.

1.- Realizar un pre-cultivo en 25 mL en caldo BS, con el marcador de seleccion, por 24
horas.

2.- Centrifugar los cultivos y lavar con MgSOa4 o BS liquido para eliminar el alginato.

3.- Resuspender en un mL e inocular 24 mL de caldo BS, sin el marcador de seleccion,
por 48 horas.

4.- Cosechar una porcion del cultivo, decantando es sobrenadante en otro tubo.

5.- Afadir cierto volumen de la soluciéon EDTA 0.01 M, agitar y centrifugar por 10 minutos
a 4’000 rpm.

6.- Quitar el resto del sobrenadante y verter al tubo previamente mencionado.

7.- El sobrenadante es precipitado con dos volimenes de isopropanol helado e incuba
por 10 minutos a 4°C.

8.- Centrifugar el sobrenadante por 15 minutos y decantar, evitando verter el alginato.
9.- Dejar secar y resuspender en un volumen adecuado de H20 o en solucion NacCl
0.85%.

10.- En un tubo de ensayo, previamente enfriado, se agrega tres mL de solucion acido
sulfarico-boratos 1:40.

11.- Adicionar 350 uL de la solucion problema. A la par se realiza la curva de calibracion
estandar de las siguientes concentraciones: 50, 100, 200, 400, 600, 800 y 100 ug de
alginato/mL de solucion.

12.- Se aflade 100 uL de carbazol al 0.1% y agitar cuidadosamente.

13.- Se colocan en un bafio maria a 50°C por 30 minutos.

14.- Leer la absorbancia a 530 nm y se reporta con base a la curva de calibracion

estandar. Donde las unidades son mg de alginato/ug de proteina.

10.5.9.- Cuantificacién de proteina por el método de Lowry.

1.- Del cultivo tomar un mL y centrifugar hasta obtener el paquete celular.
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2.- Lavar con MgS0O4 10mM o NaCl 0.85% y resuspender en un mL.

3.- Pipetear el volumen adecuado, para obtener los valores dentro de la curva estandar.
4.- Llevar la muestra a un volumen de 200 pL con H20 dd.

5.- Afiadir un mL de la solucion reactiva e incubar por 10 minutos.

6.- Afiadir 100 uL de reactivo de Folin diluido con un volumen de H20dd.

7.- Dejar reposar por 30 minutos.

8.- Leer la absorbancia a 625 nm.

*Al mismo tiempo realizar una curva de calibracion estandar, con los siguientes valores:

pl STOCK Concentracion de albumina pg/mL
2 yL +198 pL H20dd 4
4 pL +196 pL H20dd 8
8 pL + 192pL H20dd 16
16 pL + 184 uL H20dd 32
32 pL + 168 pL H20dd 64

10.5.10.- Cuantificacién de proteina por el método de Bradford.

1.- Tomar un mL del cultivo y centrifugar por dos minutos a 12’000 rpm.
2.-Decantar el sobrenadante y lavar las células con MgSO4 10mM.

3.- Resuspender el paquete celular y tomar 50 pL y afora a 500 uL con H20 dd.
4.- Agregar 500 pL del reactivo de Bradford

5.- Leer la absorbancia a 595 nm.

*A la par se realiza una curva de calibracion estandar, con los siguientes valores:

AlbUumina (2mg/mL) H20dd Reactivo de Bradford
2 uL 498 uL 500 pL
4 uL 496 pL 500 pL
8 puL 492 pL 500 pL
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16 pL 484 uL 500 pL

32 uL 468 pL 500 pL
64 pL 436 pL 500 L
Blanco 500 pL 500 pL
Muestras

50 pL de células 450 pL 500 pL

10.5.11.- Ensayo cualitativo de sintesis de Alquilresorcinoles.

1.- A partir de una placa de agar BS plaquear otra con el marcador de seleccion.

2.- Incubar por 48 horas a 30°C.

3.- Inocular 25 mL de caldo BS con las cepas de interés.

4.- Centrifugar los cultivos y lavar el paquete celular con MgSOa.

5.- Resuspender en un mL de MgSOa y cuantificar por el método de Bradford, evitando
realizar la curva de calibracion estandar.

6.- A partir de las absorbancias, realizar la dilucion correspondiente para tener todas las
cepas de interés a una absorbancia similar.

7.- Tomar 200 uL de la dilucion e inocular placas de agar BBOH, sobre un filtro
previamente esterilizado.

8.- Incubar por cinco dias a 30°C.

9.- Teiiir a las células con sales Fast Blue B y esperar a que se seque.

Reactivo Cantidad Concentracion final
CHsCOOH 1mL 5%

Fast Blue B 0.016g 0.08%

H20 Aforar a 20 mL

Cs3HsO 80 mL

*La cantidad de propanol es siempre cuatro partes con respecto a la solucién de
CH3COO + Fast Blue B.
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11.- Anexos

CajaH

GacSAvinelandiiTrans IKSEFLANMSHEIRTPLNGIIGFTNLLQKCELTPRQHDYLNTIQKSADSLLDIINEILDF 60
RetSAvinelandiiTransm AKSEFLAKLSHEIRTPMNGVLGMTELLLGTPLTAKQYDYVQTINSSGNELLSLINDILDI 60
RetSPaeruginosaTrans TKAEFLAKISHEIRTPMNGVLGMTELLLGTPLSAKQRDYVQTIHSAGNELLTLINEILDI 60
RetSPprotegensTrans AKAEFLAKISHEIRTPMNGVLGMTELLLGTPLSVKQRDYVQTIHSAGNELLTLINEILDI 60

kokkkk g ok TTTT g FF g sk k o k% * . R **::**:_:_:_** skkokkkg
GacSAvinelandiiTrans SKIEAGKLVLEHTPFNLRELIQDTLTILAPAAHAKHLELVSLIYRDTPLALNGDPQRLRQ 120
RetSAvinelandiiTransm SRLESGQIELDDVQFDLNGLIEDCLGIFRAKAERRHVELISFIQPQVPRVINGDPTRLRQ 120
RetSPaeruginosaTrans SKLESGQIELDEVQFDLNALIEDCLDIFRVKAEQQRIELISFTQPQVPRVIGGDPTRLRQ 120
RetSPprotegensTrans SKLESGQIELDDVQFDLNALIEDCLSIFRAKAEQQONVELISFIQPQVPRVISGDPTRLRQ 120

kesaskeskes ks | kek kkek Kk kg o t.okkaks t.* L kkk kkkk

CajaN Caja G1 CajaF
GacSAvinelandiiTrans VLTNLISNAIKFINEGTIAVRAMVEDIGEEFAQLRISVHDTGIGLSQEDLNALFQAFSQA| 180
RetSAvinelandiiTransm ILLTLIENAFRQTDEGEILLKVSLETEGP-RPNLHVAVQDSGEPMPESRREAMLNSRVQS| 179
RetSPaeruginosaTrans VVLSLLDNAFKQTEEGEILLVVALDDQGE~-TPRLRIAVQODSGHPFDAKEREALLTAELHS| 179
RetSPprotegensTrans ALLSLLENALKKTDEGEVLIVVALDERSS-KPRLRIAVQDSGQPMEAEEREALLHTELHS| 179
oW Wy kowk 3 3 , 38 " «HTTTWTESE 3 . Twse ¢ $s
Caja G2 Caja G3

GacSAvinelandiiTrans DNSLTRQAGGTGLGLVISKRLIEQMGGEIGVNSVPGEGSEFWIRLSLPLD 230
RetSAvinelandiiTransm SDLLSAAQIDGSLDLIIARQLITLMHGICGIDADPTRGTTLWLSLPLDP- 228
RetSPaeruginosaTrans GDFLSASKLGSHLGLIIARQLVRLMGGEFGIQSGSSQGTTLSLTLPLDP~ 228
RetSPprotegensTrans KNFLATTRLGGNLGLVIARQLILLMHGEFGIKSGTNQGSTLWLTLPLDA~ 228

e ke * hkekoookoe * % * . . * . - . k %

Fig. 38. Alineamientos de los dominios transmisores de las HKs RetS de A. vinelandii, P.

aeruginosay P. protegens Pf-5; y la de GacS de A. vinelandii.
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