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RESUMEN

Azotobacter vinelandii es una bacteria Gram negativa, fijadora de nitrégeno y de
vida libre, produce dos biopolimeros de interes industrial como son los alginatos y el
poli-p-hidroxibutirato (PHB). Los alginatos una familia de exopolisacdridos usados en la
industria farmaceutica y alimenticia como aditivo, en tanto que el PHB es un poliéster
natural, usado como materia prima para la sintesis de plasticos biodegradables.

En A. vinelandii el sistema de transducciéon de sefiales de dos componentes
GacS/A controla la biosintesis del PHB y alginato (Castafieda, 2001). En algunas
bacterias GacS/A controla sus blancos modulando a su vez a otros sistemas de
regulaciéon como el sistema de regulaciéon post-transcripcional RsmA /B (Heeb & Haas,
2001). El sistema RsmA/B en Erwinia y Pseudomonas controla la produccién de
metabolitos secundarios. El sistema de regulaciéon post-transcripcional RsmA/B esta
compuesto por dos elementos, un elemento proteico llamado RsmA que al unirse una
region cercana al sitio de unién a ribosoma de sus RNA mensajeros blancos de
regulaciéon impide su traduccion y promueve su degradacién. El segundo componente
RsmB es un RNA regulador no codificante que antagoniza los efectos de RsmA
“secuestrdandolo”, dejando libre asi al RNA mensajero, posibilitando su traducciéon. En
A. vinelandi se ha establecido una relacion entre los sistemas GacS/A y RsmA/B, asi
como de estos con la sintesis de biopolimeros. En Pseudomonas fluorecens, se ha reportado
mas de un RNA regulador del sistema Rsm (Valverde, 2003) partiendo de la hipotesis de
que podria ocurrir algo similar en A. vinelandii, se propuso identificar y caracterizar a un
nuevo elemento del sistema Rsm. En P. fluorenscens se reportaron dos homologos del
gen rsmB, llamados rsmZ (rsmB) y rsmY, en este sistema RsmY funciona de manera
similar a RsmZ (RsmB). Los genes que codifican para el elemento RNA regulador de los
sistemas Rsm estdn poco conservados, sin embargo, los RNA codificados presentan
estructuras secundarias caracteristicas con varios tallos y asas. Por la cercania
tilogenética entre A. vinelandii y P. fluorenscens se buscé en la secuencia del genoma de A.
vinelandii (www.azotobacter.org) un homoélogo a RsmY. La busqueda fue infructuosa,
sin embargo, al utilizar como patrén de comparacion el gen rsmB de A. vinelandii,
encontramos un homoélogo putativo. Al gen putativo le llamamos rsmC, y al predecir la
estructura secundaria del RNA presento los tallos y asas caracteristicos de esta familia
de reguladores. Por intercambio de marcadores geneticos, se generaron mutantes rsmC'y
rsmBrsmC, las cuales se les evalu6 la produccién de alginato y PHB. En ambos casos se
encontré6 una mayor produccién en la mutante rsmC en comparaciéon con la cepa
silvestre, demostrando que rsmC se encuentra involucrado en la biosintesis de alginato y
PHB. Los datos sugieren que el gen rsmC actia como un represor. Se construyé una
mutante doble rsmBC, observandose en ésta disminuciéon de un 70% de la produccion de
alginato y un 90% de la produccién de PHB. La disminucién en la produccién de los
polimeros se encuentra en niveles similares a los observados en una mutante rsmB
(Bustillos, 2004). Ademas se evalud en la mutante rsmC la produccién de alginato y
PHB en condiciones diazotréficas y no diazotréficas. Los datos mostraron una mayor
produccion de alginato en la mutante bajo condiciones de no fijaciéon de nitrégeno, en

cuanto a la produccién de PHB la mutante presenta mayor produccién en condiciones
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de fijacion de nitrégeno. También se caracteriz6 la produccion de alginato en la mutante
crecida en diferentes fuentes de carbono (de tipo glucoliticas y de tipo gluconeogénicas).
En la mutante rsmC hay mayor produccién de alginato cuando crece con fuente de
carbono de tipo gluconeogénico, sugiriendo que en la mutante rsmC se facilita el flujo de
carbono hacia la biosintesis de alginato en dicha condicion de crecimiento. Por otra parte
se estudi6 la expresion de rsmC usando una fusién transcripcional rsmC-gusA,
encontrando una mayor expresion de rsmC en condiciones de no fijacion de nitrégeno,
caso contrario a la expresion de rsmB (Bustillos, 2004), lo que sugiere que existe una
expresion diferencial de los genes que codifican para estos RNAs. También es mayor la
expresion de rsmC en crecimiento con fuente de carbono de tipo gluconeogénico. En
cuanto a la expresion de rsmC en una mutante rsmB, ésta decaé en cualquier condicion
de crecimiento, lo cual sugiere fuertemente que para establecer una expresion eficiente
de rsmC se requiere de la expresiéon de rsmB.



1. INTRODUCCION
1.1. GENERALIDADES DE Azotobacter vinelandii

A. vinelandii pertenece a la familia Azotobacteriaceae, es una bacteria Gram negativa,
tijadora de nitrégeno, de vida libre, moévil por flagelos peritricos, aerobia y puede crecer
en concentraciones bajas de oxigeno. Son células ovoides y grandes de 1.5 a 2.0 pm de
diametro su morfologia puede variar de la forma bacilar a células en forma de cocos
pudiéndose presentar individual o en diadas (Fig. 1A en forma bacilar) (Nagpal et al.
1989). A. wvinelandii bajo condiciones ambientales adversas sufre un proceso de
diferenciaciéon para formar estructuras resistentes a la desecacién, desintegraciéon
mecdanica y radiacion ultravioleta, a los que se les conoce como quistes (Fig. 1B); cuya
formacién es influenciada por la fuente de carbono en el medio. A. vinelandii puede
crecer a partir de aztcares, alcoholes y 4cidos organicos (Brock et al. 1999). A. vinelandii
ha sido objeto de estudio principalmente por sus capacidades metabdlicas y genéticas, I)
tija nitrégeno en presencia de oxigeno, II) posee una alta capacidad respiratoria, III) sufre
un proceso de diferenciacion morfolégica y IV) produce una gran variedad de
metabolitos secundarios, entre ellos dos polimeros de interés industrial: el alginato y el
PHB; aspecto de interes para este trabajo.

Fig. 1 A. Azotobacter vinelandii en forma bacilar. B. Azotobacter vinelandii en forma de quiste.

1.2. CICLO DE VIDA DE A. vinelandii

En el ciclo de vida de A. vinelandii se presentan dos fases, una fase de crecimiento
vegetativo y una fase de vida latente; no se conoce hasta el momento cuales son las
condiciones ambientales por la cuales concluye la fase vegetativa y se inicia el proceso
de diferenciacion (fase de vida latente). En el laboratorio se puede inducir este proceso
mediante medios de crecimiento con B-hidroxibutirato y n-butanol.

Cuando se inicia el proceso de diferenciacién las células pierden sus flagelos y se

presenta una tltima division celular donde se generan dos células esféricas de tamafio
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menor, las cuales estdn formadas por dos capas cubierta por intina y exina (13 y 32%
respectivamente), constituidas principalmente de alginato y lipoproteinas (Lin & Sadoff,
1969). Una vez que termina este proceso, se presenta la formaciéon de quistes maduros,
que son células de 1.5 pm de largo x 2.0 pm de ancho, constituidos por un cuerpo
central o basal, que en su interior contiene granulos de un polimero de reserva PHB. En
condiciones favorables, el quiste inicia un proceso de germinacién con el hinchamiento
del cuerpo central, y provocando la ruptura de la exina, emergiendo dos células que
adquieren nuevamente movilidad (Sadoff, 1975). En la fase vegetativa también hay
produccion de alginato (Fig. 2) (Clementi, 1998).

FASE FEASE L;'&TEN'tl“E
VEGETATIVA nquistamiento

fon= S .
<=

Intina D

Quiste

IERQEINIER =X

Germinacion

i)

Hinchamiento y
division

Fig. 2. Ciclo de vida de A. vinelandii

1.3. METABOLISMO SECUNDARIO

La gran capacidad metabdlica de A. vinelandii posibilita la produccién de
metabolitos secundarios, como ejemplo de ello tenemos la produccién de siderdforos,
alquilresorcinoles, fitohormonas reguladoras del crecimiento de plantas como auxinas,
giberelinas y citocininas. Produce ademads alginato y el PHB, dos polimeros de
importancia industrial (Nagpal et al. 1989).
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14. COMPOSICION, APLICACIONES, FUNCION BIOLOGICA Y
BIOSINTESIS DE ALGINATO EN A. vinelandii.

1.4.1. Composicion.

Los alginatos son una familia de heteropolimeros, compuestos por monémeros de
acido glucurénico (G) y 4cido manurénico (M) unidos por enlaces f(1-4), cuyo
contenido y distribucion es variable encontrandose cadenas con secuencias alternas (-M-
G-M-G-M), o bloques de monémeros alternados (-M-M-G-G-M-M) donde el namero de
monoémeros en los bloques es irregular (Fig. 3) (Haug et al, 1971). La variabilidad de la
distribucién y contenido de 4acido gulurénico y 4cido manurdénico permite tener
alginatos con diferente capacidad de gelificacion, con contenido de 4cido glucurénico
alto, se generan geles rigidos y resistentes, y un alginato con bajo contenido de este, los
geles se presentan suaves y elasticos (Clementi, 1998).

NaQ ﬂD OH Secuencia M-G

0 0™

Fig. 3. Estructura del alginato (Haug et al, 1971)

1.4.2. Aplicaciones.

Este polimero tiene aplicaciones en la industria alimenticia y farmacéutica,
usdndose como aditivo capaz de viscosificar, estabilizar, emulsionar y gelificar
soluciones acuosas. Actualmente se ha estudiado su uso en recubrimiento de heridas, asi
como en tecnologias de inmovilizacion de células y enzimas (Clementi, 1998).

Los alginatos usados en la industria actualmente, se extraen de algas cafés del
género Laminaria, Macrocystis y Ascophyllum, se conoce en general la proporcion M/G
de los alginatos provenientes de estas algas, sin embargo la composicién esta sujeta a
variaciones ambientales y a la edad del cultivo generando una variacién en la calidad
del alginato comercial. A esta situacion de variedad de la calidad del alginato, la
produccién de alginatos de origen bacteriano con calidad uniforme se presenta como
una alternativa interesante para la produccion.

Los alginatos producidos por A. vinelandii tienen una composicion muy similar a
la producida por las algas, presentdndose como un candidato para producir alginatos
por medios biotecnolégicos (Gacesa, 1998).



1.4.3. Funcion biolégica.

El alginato es esencial para la biogénesis del quiste maduro, ya que este polimero
constituye el 13 y 32% del peso seco de la intina y exina respectivamente (Lin & Sadoff,
1969). En estado vegetativo, el alginato le sirve a la bacteria para formar peliculas de
adherencia a superficies o bien actuar como barrera contra la difusién del oxigeno o
metales pesados (Clementi, 1998). Hasta hace poco se creia que el PHB era esencial para
el proceso de diferenciacion, sin embargo en condiciones de laboratorio, cepas mutantes

no productoras del poliéster enquistan tan bien como la cepa silvestre (Segura & Espin,
2003).

1.4.4. Biosintesis de alginato.

En la biosintesis de alginato, son usados los aztcares de seis carbonos como
fuente de carbono, los cuales se metabolizan (excepto fructuosa y manosa), por la via
Entner-Duodoroff. Estos azticares se metabolizan a gliceraldehido-3-fosfato y piruvato,
el gliceraldehido 3-P por medio de la triosa fosfato isomerasa y una aldolasa
(condensacion aldélica), la bacteria puede sintetizar fructosa 6-P a partir de triosas
fosfato (Gacesa, 1998). La fructosa 6-P se utiliza como sustrato por la fosfomanosa
isomerasa (PMI) para generar manosa 6-P, ésta a su vez convierte la manosa 1-P por la
fosfomanosa mutasa (PMM) (Gacesa, 1998), ésta se activa via GTP por la GDP-manosa
pirofosforilasa (GMP), generando GDP-manosa, ésta se oxida a 4cido manuroénico por la
enzima GDP-manosa deshidrogenada (GMD), el 4&cido manurénico se polimeriza en la
membrana interna formando 4cido polimanurénico, algunos residuos del polimero se
acetilan por una acetiltransferasa y se exporta fuera de la célula , algunos residuos no
acetilados se epimerizan a dcido gulurénico por la enzima C-5 epimerasa y se produce el
alginato (Fig. 4) (Haug & Larsen, 1971; Pindar & Bucke, 1975).

1.4.5. Genética molecular de la biosintesis de alginato.

En A. vinelandii los genes alg estan organizados en tres operones (Lloret et al.,
1996; Campos et al., 1996, Vazquez et al., 1999), uno de los cuales esta constituido
tnicamente por el gen algD. El gen algD codifica para la GDP-manosa deshidrogenasa,
una enzima clave en la via de biosintesis del alginato. El gen algD se transcribe a partir
de tres promotores: el primero (Pl) es dependiente de oF, el segundo (P2) es
dependiente de 05y el tercero (PP3) cuya naturaleza se desconoce (Castafieda et al., 2001).

El operén algUmucABCD se caracteriz6 en A. vinelandii y P. aeruginosa, en ambos
casos sus productos controlan la produccion de alginato. algU codifica para el factor o F
(Martinez-Salazar et al., 1996). Los genes mucA y mucB codifican para factores anti-
sigma que regulan negativamente la actividad de oFf. Se sabe que AlgU (oF) también
estd involucrado en el proceso de enquistamiento de A. vinelandii independientemente
de su papel en la sintesis de alginato (Moreno et al., 1998).



Fuente de Via Entner-Doudoroff _ Piruvato __ .. _ .. _ .. .. . ... _. > -
- .

Carbono <~ Ciclo \
(6 carbonos) =~ Gliceraldehido-3-fosfato / De "\
i_ Krebs /
Itriosafosfato isomerasa \ :
- /
N I.— L
Dihidroxiacetona-3-fosfato ' |
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Gluconeogénesis '
Fructosa-6-fosfato D

Fructosa 6 fosfato
¢ Fosfomanosa isomerasa (AlgA)

Manosa 6 fosfato
I Fosfomanomutasa (AlgC)

Manosa 1"fosfato

GDP manosa pirofosforilasa (AIgA)
GDP mandsa
l GDP manosa deshidrogenada (AlgD)

GDP manuroénico
l Polimerasa (Alg8,44,],K)

Polimanurénico
Orto-acetilacion (AIgF,1,V)
l Corte (alginasa)
Epimerizacion (algG)
Alginato

Fig. 4. Ruta biosintética del alginato en A. vinelandii (Gacesa, 1998)

1.5. COMPOSICION, APLICACIONES, FUNCION BIOLOGICA Y
BIOSINTESIS DE PHB EN Azotobacter vinelandii.

1.5.1. Composicion.

El PHB es un homopolimero constituido por monémeros de B-hidroxibutirato,
pertenece a la familia de poli-hidroxialcanoatos (PHA’s). Por su uso como materia
prima alternativa para la fabricacion de plasticos biodegradables los PHA's, el estudio
de la sintesis de estos polimeros cobré interés durante los tltimos afios

1.5.2. Aplicaciones
La importancia industrial del PHB radica en su uso como materia prima
alternativa para la fabricacion de plasticos biodegradables, aunque ha sido poco
explotado comercialmente por su alto costo y bajo rendimiento (Steinbuchel & Valentin,
1995). La gran diversidad de PHAs permite obtener plasticos con caracteristicas que van
desde materiales rigidos y quebradizos, hasta productos semejantes al hule que forma
un grupo de elastémeros y termoplasticos naturales con propiedades semejantes del
7



polietileno y propileno obtenidos a partir de una fuente renovable (Steinbuchel &
Valentin, 1995).

1.5.3. Funcion biolégica.

Existen reportes de bacterias en las que se ha demostrado que el PHB
acumulado puede retardar la degradacion de algunos componentes celulares y asi
aumentar la sobre vivencia del microorganismo bajo condiciones adversas (Anderson &
Dawes, 1990).

Otra funcién que se le ha atribuido al PHB, esta relacionada con la fijacién del
nitrégeno y la protecciéon de la nitrogenasa que presenta A. vinelandii mediante el
mecanismo de proteccién respiratoria, en la que el microorganismo utiliza una
velocidad de respiracion extremadamente alta para mantener una concentracion
intracelular de oxigeno baja, proceso que se lleva a cabo a expensas de un alto consumo
de carbono y energia facilmente accesible como el PHB (Senior et al., 1972).

El mayor producto metabdlico que se encuentra en el quiste de A. vinelandii es el
PHB, hay evidencia que sugiere que el PHB podria ser esencial para el proceso de
enquistamiento (Reusch & Sadoff 1981), sin embargo, mutantes en los genes que
codifican para enzimas de la biosintesis de PHB muestran que el PHB no es esencial para
el proceso de enquistamiento, estas mutantes forman quistes maduros, por lo cual el PHB
no juega un papel esencial en la formacion y supervivencia del quiste de A. vinelandii

(Segura et al., 2003).

1.5.4. Biosintesis de PHB

En la biosintesis de PHB estan involucradas tres actividades enzimaticas
(Manchak & Page, 1994). La primera reacciéon consiste en la condensaciéon de dos
moléculas de acetil-CoA por la enzima B-cetotiolasa para dar aceto-acetil-CoA. El aceto-
acetil-CoA formado se reduce por la aceto-acetil-CoA reductasa, utilizando NADPH y

produciendo D-(-)-B-hidroxibutiril-CoA, que finalmente se polimeriza por la actividad
de PHB sintasa (Fig. 5)

2 Acetil-CoA

CoA < [-cetotiolasa (pbhA)
+«—CoA

Acetoacil-CoA
NADPH Acetoacil-CoA reductasa (phbB)

NADP
D-(-)-B-hidroxibutiril-CoA
PHB sintasa (phbC)
—>CoA
Poli - B-hidroxibutirato

Fig. 5. Biosintesis del Poli - B-hidroxibutirato en A. vinelandii (Manchak & Page, 1994)



1.5.5. Genetica molecular de la biosintesis de PHB.

En A. vinelandii, el gene phbA codifica para la B-cetotiolasa, el gene phbB codifica
para la acetoacetil-CoA y el gene phbC codifica para la PHB sintasa (Segura et al., 2003).
El gen phbB es transcrito a partir de dos promotores que se sobrelapan, psl y ps2, de los
cuales psl es un promotor mas fuerte que ps2, siendo este ultimo un promotor
reconocido por oS (Peralta et al., 2002). A la fecha se desconoce que tipo de promotor es
el psl

1.6. SISTEMA DE DOBLE COMPONENTE.

El sistema de transduccion de sefiales de dos componentes estd ampliamente
distribuido en bacterias y en algunos eucariotes, (Brinkman et al., 2001) como es el caso
del gene NIK1 de Candida albicans y NTR1 de Arabidopsis thaliana. (Brinkman et al.,
2001).

En bacterias, los sistemas reguladores de dos componentes son el principal
mecanismo mediante el cual contienden y responden a cambios o sefiales del medio
ambiente. Estos sistemas estan formados por dos proteinas:

1. Primer Componente (Cinasa histidinica). Es una proteina con la capacidad de
detectar condiciones o sefiales de su medio circundante, esta proteina receptora
presenta una actividad de cinasa y pertenece a la familia de las cinasas
histidinicas.

2. Segundo Componente (Regulador de respuesta). El segundo componente es una
proteina reguladora que en la mayoria de los casos es un regulador
transcripcional, cuya actividad es controlada por el primer componente. Esta
proteina comtinmente es llamada regulador de respuesta.

Bajo una sefial especifica del sistema, la cinasa histidinica se autofosforila y activa
al regulador de respuesta por fosforilacion (Fig. 6). Esta proteina, generalmente, es
regulador transcripcional que controla la expresion de genes cuyos productos podran
responder a la situacion o sefial que encendi6 el sistema. La sefial puede ser abittica (pH,
temperatura u osmolaridad) o bidtica (densidad de la poblacién) (Heeb & Haas, 2001).

Primer
componente
(Zinas a his idinica)

Segundo
Jegundo components

componente fosfordddo (Fegulador de respuesta)
(Fegulador de respuesta)

Fig. 6. Modelo del sistema de doble componente



1.6.1. El sistema de doble componente GacS/A
En una amplia variedad de especies bacterianas, GasS/GacA es sistema de doble
componente es considerado como un sistema regulador global de metabolismo
secundario. En la tabla 1 se muestran algunas caracteristicas de sistemas Gac ort6logos

reportados.
Especie Cinasa Regulador
Bacteriana Histidinica de Blanco de Regulacién Referencia
Respuesta
Pseudomonas GacS GacA Produccion de enzimas | Reimmann et al.
aeruginosa liticas 1997.
y metabolitos secundarios
Sist. Quorum -sensing
P. fluorescens ApdA GacA Produccion de Laville et al.,
antibidticos, 1992.
HCN y proteasas
P. syringae LemA Produccién de proteasas y | Hrabak, 1992.
Fitotoxinas
P. toolasii PheN Produccién de proteasas y | Grewal et al.,
fitotoxinas 1995.
P. viridiflava RepA RepB Proteasa, peptato liasay | Liao et al., 1994.
gluco-
galacturonidasa.
P. oleovorans GacS GacA Antibioticos, HCN y Liao et al.; 1994
homose-
rin-lactonas
E. coli BarA UvrY Produccion de sideréforos | Nagasawa et al.,
1992
S. thyphimurium BarA SirA Expresion de factores de | Altier et al.,
viru- 2000.
lencia
Erwinia caroto- ExpS GacA Peptato liasa, pectina Cui et al., 2001.
vora subsp. Ca- liasa,
rotovora celulasa, protea factores
sigma y
el sist quorum- sensing
Vibrio cholerae VarA Produccion de toxina | Wong et al., 1998.
colérica
Azotobacter GacS GacA Alginato, PHB Castaneda et al.
vinelandii 2000.
balmonella enterica BarA SirA virulencia y mobilidad | Teplitski et al.,
serovar 2003
typhimurium

Tabla 1. Sistema Ortol6gos GacS/GacA en bacterias Gram-negativas.
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De manera general, se sabe que este sistema controla otros elementos globales de
regulacién como:

v" Factor Sigma S (RpoS)

En Pseudomonas fluorescens la producciéon de antibidticos es controlada por
GacS/GacA a través del factor oS (Whistler et al., 1998). En A. vinelandii, GacS/A y o5
forman parte de una cascada de regulaciéon donde GacA, teniendo como intermediario a
o5, controla parcialmente la produccion de alginato y PHB (Castafieda et al., 2000).

v Quorum sensing
En P. aeruginosa y E. carotovora el sistema GacS/GacA regula la produccior
metabolitos secundarios (factores de virulencia) indirectamente controlando el sistem:
Quorum sensing de la bacteria (Reimmann et al., 1997; Cui et al., 2001).

v' Sistemas de regulacién post-trancripcional RsmA /B (CsrA/B)

En Erwinia carotovora la regulacion que ejerce el sistema GacS/GacA sobre algunos
blancos, la realiza controlando el sistema de regulacion post-transcripcional
RsmA/RsmB, particularmente regulando la transcripcion del gen rsmB. Sin embargo el
control transcripcional ejercido por GacS/GacA via RsmA/RsmB explica el control de
s6lo una parte de los metabolitos regulados lo que involucraria a otra u otras vias de
regulacién controladas por GacS/GacA paralelas a la via RsmA/RsmB.

1.7. SISTEMA DE DOBLE COMPONENTE GacS/GacA EN A. vinelandii

En A. vinelandii el sistema GacS/A es un regulador positivo de la sintesis de
alginato y PHB (Castafieda et al., 2000). En el caso de la produccién de alginatos, este
sistema controla especificamente la transcripciéon del gene algD a partir de sus tres
promotores. El control transcripcional que GacS/A ejerce sobre el promotor P2 es
explicable por la modulacién que tiene este par regulador sobre rpoS, gen que codifica
para el factor oS (Castafieda et al., 2001). Sin embargo se desconoce como este sistema
regula la transcripcion del gen algD a partir de los promotores P1 y P3.

Mutantes en el gen gacA de A. vinelandii tienen completamente abatida la
transcripcion del gen estructural phbB presentando por tanto producciéon nula de PHB.
Como se mencion6 anteriormente el gene phbB se transcribe a partir de dos promotores
siendo el promotor ps2 el que es reconocido por el factor o5, el cual es regulado por
GacA, sin embargo se desconoce como el sistema GacS/ A controla la transcripcién del
otro promotor.

También este sistema de doble componente, controla la produccién de otros
metabolitos secundarios como los sideréforos del tipo de las pioverdinas
(azotobactinas) y alquilresorcinoles (datos no publicados).
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1.8. SISTEMA DE REGULACION POST-TRANSCRIPCIONAL CsrA/CsrB
(RsmA/RsmB).

La regulaciéon de la expresiéon de un gen se puede ejercer controlando: a) su
transcripcion (regulacién transcripcional), b) el estadio que va desde la generacion del
mensajero hasta su pegado al ribosoma (regulacion post-transcripcional), c) su
traduccion (regulacion traduccional). En E. coli el sistema CsrA/B es un mecanismo de
control post-transcripcional esta constituido de dos componentes: la proteina CsrA y el
RNA no codificante CsrB (Romeo, 1998). CsrA es una proteina relacionada
estructuralmente con proteinas de uniéon a RNAm. En E. coli, CsrA ejerce un control
negativo en la expresion de genes que codifican para enzimas involucradas en la
biosintesis de glucégeno y gluconeogénesis. Por otra parte, CsrA controla positivamente
la glucélisis regulando la expresion de genes que codifican para la isomerasa-6-fosfato,
la triosa fosfato isomerasa y la enolasa (Sabnis et al., 1995).

El RNA no codificante (contiene 360 nucleétidos) llamado CsrB, la estructura

secundaria de este RNAm presenta varias estructuras de tallo y asa, encontrandose en
éstas ultimas secuencias repetidas que presentan similitud con secuencias de unién a
ribosoma (RBS) (Liu et al, 1997; Romeo, 1998). CsrB es un regulador positivo de genes
cuya expresion es reprimida por CsrA.
Existen ortélogos funcionales de csrB en otros organismos, estos no presentan identidad
significativa a nivel de secuencia nucleotidica, sin embargo las estructuras secundarias
de los RNAs codificadas por estos genes son similares y antagonizan el efecto de CsrA
(Romeo, 1998).

Se ha propuesto que CsrA se une a los RBS de sus RNAm blanco impidiendo asi
su traduccion y promoviendo su degradacion. Por su parte, CsrB secuestra a las
moléculas de CsrA, estableciendo interaccion con las estructuras de asa que contienen
la secuencia repetida similar a los RBS. De esta manera, cuando CsrB secuestra a CsrA,
el RNA mensajero queda libre para desarrollar el proceso de traduccion (Romeo, 1998).

En E. carotovora hay un sistema homologo al sistema CsrA/B conocido como
RsmA/RsmB. De igual forma este sistema es considerado como un regulador
metabdlico global, donde RsmA ejerce un efecto negativo en la expresion de genes
involucrados en la producciéon de: antibidticos, pigmentos, factores de virulencia,
movilidad, sintesis de polisacaridos extracelulares (EPS), reacciones de hipersensibilidad
(HR), mucoidia, mecanismos de sefializacion involucrados con Qudrum sensing (Cui et
al., 2001).

En P. fluorescens, una molécula de RNA, llamada PrrB, homéloga a CsrB, esta
involucrada en la regulacion de la produccion de metabolitos secundarios y exoenzimas
(Aarons et al., 2000).

En P. aeruginosa, los transcritos RsmA y RsmZ (RsmB) funcionan directamente
como reguladores de algunos metabolitos secundarios e indirectamente modulando la
produccién de otros metabolitos controlando al sistema Quorum sensing (Pessi et al.,
2001).
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En E. carotovora y en P. fluorescens el sistema GacS/A controla algunos de los
genes regulados en paralelo por el sistema RsmA /RsmB. Lo anterior ayudoé a determinar
que en ambas bacterias los sistemas GacS/A y RsmA/RsmB forman parte de una
cascada de regulacion (Blumer et a., 1999).
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2. ANTECEDENTES

El sistema de traduccién de sefiales GacS/ A, esta ampliamente distribuido en
bacterias, este sistema es un regulador global que controla a otros sistemas, como al
sistema de regulacién post-trascripcional Rsm. En E. carotovora la regulacion que ejerce
el sistema GacS/A sobre algunos blancos, la realiza controlando el sistema de
regulacion post-transcripcional RsmA/RsmB. Lo mismo ocurre en P. fluorescens y en E.
coli (Kazushi et al., 2002).

Los antecedentes descritos despertaron el interés de nuestro grupo en estudiar y
caracterizar el sistema RsmA /B de
A. vinelandii. Los ort6logos CsrA (RsmA) estdn bastante conservados a nivel de
secuencia tanto nucleotidica como de aminoacidos (Romeo, 1998). Usando como
patron de comparacion la secuencia del gen rsmA de P. aeruginosa (Pessi et al., 2001),
encontramos en el genoma de A. vinelandii (www.azotobacter.org) un marco de lectura
abierta que presento un 85% de identidad con rsmA de P. aeruginosa. Tal hallazgo nos
hizo pensar que en A vinelandii deberia existir una molécula funcionalmente homoéloga
a CrsB (RsmB).

A diferencia de rsmA/csrA, los ortélogos csrB (rsmB) no presentan identidades
significativas a nivel de secuencia nucleotidica. Sin embargo, las estructuras secundarias
de las moléculas de RNA generadas por su transcripciéon resultan ser muy parecidas
(Romeo, 1998). Con las consideraciones anteriores, tomando como patrén de
comparacion al gene homoélogo rsmB de P. fluorescens (prrB) (Aarons et al., 2000) se
realiz6 la bisqueda de un gen homoélogo en la secuencia del genoma de A. vinelandii,
encontrando una regién que presenté solo 47% de identidad con prrB. Analizando
detenidamente la secuencia identificamos también un promotor putativo similar al
promotor reportado en P. fluorescens. Mediante el programa MFOLD (Zuker et al., 1991)
se predijo la estructura secundaria del RNA codificado por nuestro gen putativo y se
observaron estructuras de tallo y asa similares a las de prrB.

Los genes putativos rsmA y rsmB, en conjunto con sus probables regiones
reguladoras, se amplificaron por PCR y se clonaron en el vector de amplio rango de
hospedero pJB3Tc20 (Blatny et al., 1997), generando los plasmidos pJBrsmA y pJBrsmB
respectivamente (Martinez Ortiz, 2004 & Martinez Nufiez, 2004). Cuando se introdujo el
plasmido p]JBrsmA a una cepa silvestre de A. vinelandii se observé que rsmA reprimia la
sintesis de alginato, hecho que concuerda con la naturaleza represora que se ha
reportado en ortélogos RsmA en E. coli, E. carotovora, P. aeuruginosa y P. fluorescens
(Romeo, 1998; Cui et al., 1995; Aarons et al., 2000; Pessi et al., 2001).

La sobre-expresion de rsmB en mutantes gacA restaura la producciéon de alginato
y PHB, lo cual indica que posiblemente parte de la regulaciéon que GacA ejerce sobre la
sintesis de alginato se da por el control que ejerce sobre rsmB, un fenémeno de
regulacion similar se reporté en P. fluorescens, donde la sobreexpresion de prrB (rsmB)
restaura fenotipos afectados por la mutacion del gen gacA (Aarons et al., 2000). En A.
vinelandii, para probar el efecto regulador de GacA sobre rsmB se construy6 una fusiéon
transcripcional rsmB-gusA (gusA gen reportero que codifica para la B-glucuronidasa) en
el plasmido pJB3Tc20 (Blatny et al., 1997), la fusién transcripcional se transfirié a una
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mutante gacA y su cepa padre encontrando que GacA es necesario para establecer una
transcripcion eficiente de rsmB. Los resultados anteriores fueron validados mediante
experimentos de hibridacioén tipo Nothern, en los que se evidencié la ausencia del
transcrito de rsmB en la mutante gacA (Martinez-Ortiz, 2004).

Un punto importante en el estudio del sistema RsmA/B, es la generacién de
mutantes rsmA 'y rsmB, para tal efecto se amplificaron por PCR fragmentos de ADN de
2 kb que contienen en su parte central a rsmA y rsmB, ambos fragmentos se clonaron
individualmente en pUC19 y mediante PCR reverso (Heeb et al., 2002) se escindieron
tanto a rsmA como a rsmB generando a su vez sitios de restriccion tnicos donde
posteriormente se clon6 el casete Q Km (Alexeyev et al., 1995). El plasmido generado
pUCrsmA:QKm se estd utilizando para generar por doble recombinacién homoéloga la
mutante AE IV rsmA; en cuanto el plasmido pUCrsmB:Q2Km se us6 para la generacion
de la mutante AE IV rsmB:Km. La mutante AE IV rsmB:Km, presenta un fenotipo
menos mucoide en comparaciéon con la silvestre. Al observar este fenémeno. Se
cuantificé la produccién de alginato en dicha mutante, encontrando que produce solo
un 30% de alginato en comparacion con la cepa silvestre (Bustillos, 2004).

También se construy6 una fusion trascripcional rsmB::gusA a nivel cromosomal
(AE 1V rsmB:qusA), esta cepa se utilizé para estudiar la expresiéon del gen rsmB bajo
diferentes condiciones de crecimiento, observandose mayor expresion del gen rsmB bajo
condiciones de crecimiento diazotréfico, en comparacién con el crecimiento no
diazotréfico. De igual forma se encontr6 que rsmB presenta una mayor expresion
cuando la bacteria crece en fuentes de carbono gluconeogénicas (succinato y malato)
(Bustillos, 2004).

En 2003 se report6 en E. coli un gen homologo a csrB, este gen llamado csrC,
funciona de manera similar a csrB formando parte también del sistema Csr (Weilbacher
et al, 2003). De manera similar en P. fluorenscens un gen homdlogo a rsmZ (un
homélogo a rsmB, también llamado prrB), gen llamado rsmY, en este reporte se ubica a
este elemento como parte del sistema Rsm, en donde se indico que RsmY funciona de
manera similar a RsmZ (PrrB o RsmB) (Valverde et al, 2003). Como se mencioné los
genes que codifican para el elemento RNA regulador de los sistemas Rsm o Csr estdn
poco conservados, sin embargo, los RNA codificados presentan estructuras secundarias
caracteristicas con varios tallos y asas. Por la cercania filogenética entre A. vinelandii y P.
fluorenscens se busco en la secuencia del genoma de A. vinelandii un presunto homologo
a RsmY. La btsqueda fue infructuosa, sin embargo, al utilizar como patrén de
comparacion el gen rsmB de A. vinelandii encontramos un posible homélogo en un locus
distinto en el que se encontré el gen rsmB presentando un 61% de identidad a nivel de
secuencia nucleotidica. A este presunto gen se le llamé rsmC. De forma interesante, las
regiones reguladoras putativas de ambos genes se encuentran bastante conservadas,
difiriendo tnicamente por una base, encontrando el mismo hecho en regiones ricas en
Ay T de la region reguladora (Fig. 7).

En 2005 en P. fluorescens CHAO se encontr6 una proteina homoéloga a RsmA, la

cual la llamaron RsmE; y ésta también es secuestrada por RsmZ y RsmY, formando el
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sistema RsmA/E/Z/Y (Reimmann et al., 2005). Se buscé en la secuencia del genoma de
A. vinelandii un presunto homoélogo a RsmE, tomando como patrén de comparacion el
RsmE de P. fluorescens CHAO, y no se encontr6 dicha proteina, por lo cual A. vinelanddi
solo tiene una proteina RsmA y no tiene una proteina homoéloga a RsmE.

10 20 30
1 GTCGAMGGAGCGACGCGGGTTGTCACGGACrsmCAv,SEQ
1 GTCGATGGAACGACGTCGGF‘TGWCGGGGATrsmBAv,SEQ
40 50 60

31 G|A|T G|AIC C A|T GG A|T TTOCGTC C|A GG A|C G G C G A|A|T| rsmCAv.SEQ
31 G G|C A|G C C A|lA|G G A|C A|T C G C|A G G A|IC G G C G A T T| rsmBAv.SEQ

70 80

90
61 CATCAGGATGMTGAGCCAGGGAAMAAMGGGrsmCAv.SEQ
61 CAWCAGGATGGTGAF—‘CCAGGGAAGAAGGGArsmBAv.SEQ

100 110 120

91 AAAAAAGGACTGZ—\AGAGCAGGcmAGGTTArsmCAv.SEQ

91 ACAAACAAf*GAGGCGGGGGCTACCCCCrsmBAv.SEQ
130 140

121 CCTCGCCCTTTTTTTGCGC rsmCAv . SEQ
119 |c Tlclc T T 1]t T t|{c G|T T|{c|lc c G G|la a rsmBAv.SEQ

_35 -10

temC | TTGTTC TCGCCTEGEGAAAATAC |TAATA
ramB | TTGTCC |CCTTCCCCGGAGGGAT TAATA

Fig. 7. A. Alineamiento entre rsmB y rsmC en Azotobacter vinelandii. B. Regién promotora putativa.
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3. HIPOTESIS

En A. vinelandii existe un sistema de regulacién post-transcripcional constituido por
los elementos RsmA, RsmB y RsmC, el cual esta involucrado en la regulacién de la

biosintesis de polimeros.
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4. JUSTIFICACION

La cascada de regulacion GacS/A-RsmA/B/C parece ser una via comun de
regulaciéon metabdlica, cuando menos en bacterias de la subdivisiéon y. El conocimiento
generado en este proyecto podria impactar en al menos dos rubros: particularmente, en
mejorar el conocimiento que se tiene de la produccién de biopolimeros de interés
comercial que produce A. vinelandii; y de manera general, se generaria conocimiento para

contribuir en el estudio de esta cascada de regulacién global bacteriana.
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5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL.

v' Estudiar el sistema de regulacioén post-transcripcional Rsm en A. vinelandii

5.2. OBJETIVOS PARTICULARES.

1. Generar mutantes AE IV rsmC::qusA-Sm/Sp y AE IV rsmB rsmC::gusA-Sm/Sp.

2. Determinar si RsmC controla la biosintesis de alginato y/o PHB.

3. Establecer si RsmC controla diferencialmente la produccién de alginato en
funcién de la fuente de carbono.

4. Determinar si RsmC controla diferencialmente la produccion de alginato y PHB
en condiciones de fijacién y no fijaciéon de nitrégeno.

5. Analizar la expresion de rsmC en condiciones diazotréficas y no diazotréficas; asi
como en diferentes fuentes de carbono.

6. Sobre-expresar el gen rsmC en la mutante AE IV gacA.
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6. DIAGRAMA DE TRABAJO

Generacion de la mutante rsmC

'

Trasformacion
en E. coli DHb5ec

Amplificacién de

!

una region de 2 kb Clonacién en Clonacién Eliminacion el gen rsmC
que contiene el =1 o pyeseript [ Enpuc19 [ > | einsercion del
gen putativo rsmC KS interposén gusA-Sm/Sp
por PCR l
_ = Trasformacion en:
Conf1rn.1ac1(?r/1 de la -« Seleccion de transformantes | | AE IV rsmB
recombinacién por rsmC::qusA-Sp/Sp AE 1V (silvestre)
Hibridacién tipo Suothern

Establecimiento de la relaciéon RsmC -biosintesis de alginato y PHB

|

AE 1V (Silvestre)
Cuantificaciéon de ambos | AEIV rsmC
polimeros AE IV rsmB rsmC

Caracterizacion de la producciéon de polimeros en la mutante rsmC

Cuantificacion de
alginato

En diferentes fuentes de En condiciones de fijacién y no
carbono fijacién de nitrégeno
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Estudio de la expresion del gen rsmC

En diferentes fuentes de
carbono

En condiciones de fijacién y no
fijacién de nitrégeno

AE 1V (Silvestre)

Medicién de la actividad  |—p AEIV rsmC
B-glucuronidasa

AE IV rsmB:Km rsmC::qusA

Sobre-expresion de rsmC en una mutante gacA

|

Amplificaciéon por
PCR de una region de
0.5 kb que contiene
gen putativo rsmC

Clonacién en
pJB3Tc20

Clonacién | Clonacién
pBluescript 11 " en
KS pUC19

Seleccién de
transconjugantes resistentes
aTc/Gm

!

Conjugacién en

<«— la mutante AEIV

gacA
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7. RESULTADOS

7.1 Construccién de la mutante AEIV rsmC::gusA-Sm/Sp.

Para la generacion de las mutantes AE IV rsmC y AE IV rsmBC se amplific6 por
PCR un fragmento de ADN que contiene el gen putativo y aproximadamente 1000 pb
ri6 arriba y 1000 pb ri6 abajo del gen rsmC putativo (Fig. 8A), en concordancia con lo
anterior se disefiaron primeros (RSMC3 y RSMC4) ubicados en los sitios apropiados. La
amplificacion se realizé con Vent DNA Pol (NEB), generando productos de extremos
romos, el producto se ligé en el plasmido pBluescript II KS digerido con Sma 1, al
plasmido se le llamo pBC218. Posteriormente, el fragmento clonado se liber6 del vector
mediante cortes Hind III y Bam HI (Fig. 8B) y se clon6é en pUC19, lo anterior se hizo con
la finalidad de eliminar la secuencia Sal I del sitio de multiclonaciéon del vector pUC19,
generando el plasmido pUC21/23 (Fig. 8C).

A

1 2
-

21

remC
2.045 kb

1. AHindll/ E coRI
2. rsmC 2Kb prod. PCR

B
231
94
66
43
pBlueserip
K 23
rsmC 20
2kb

0.56

1. pBC218 Hindlll/ BamHI

2. A Hind I

086

05

i

o fir ™

pUC19
«2.6kb

GOl - remC
2.075kb

-
]

1. Marcador de peso molécular
2. pUC21/23 Bam HI/Hind I

Fig. 8. A. Amplificacion por PCR de un fragmento de 2 kb que contiene al gen rsmC. B.
Patrén de restriccion del plasmido pBC218 con sitios de corte Hind 11l y Bam HI. C. Patrén de

restriccion del plasmido pUC21/23 con sitios de corte Hind 11l y Bam HI.

El gen rsmC se escindi6 sin su region reguladora del plasmido pUC21/23 mediante
cortes con la enzima Sal I, y se ligd en su lugar el cartucho gusA-Sm/Sp obtenido del
plamido pMPO1 (Peralta-Gil et al., 2002). Al plasmido generado se le Illamo
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pUCgA233/234, la construccion fue verificada por patrén de restriccién con la enzima
Bam HI (Fig. 9) y posteriormente se utiliz6 en la transformacion de las cepas AE IV y AE
IVrsmB:km. El pldsmido pUCgA233/234 no es un pldsmido de damplio rango de
hospedero, por lo cual no puede replicarse en A. vinelandii. La tnica posibilidad de
mantener la resistencia a Estreptomicina (Sm) estaria mediada por la intregraciéon del
gen de resistencia en el cromosoma silvestre. Este evento se establece a traves de un
proceso de doble recombinaciéon homoéloga, intercambiando el locus rsmC por el locus
rsmC::gusA-Sm/Sp.

B
BamHl BamH| BamH|l BamHI
pUCgA233/234
— ] yvaa ' ' '
—— R 4.4 kb PR : :
LI = - - 1B 1.3kD n— '
LIKL — — 1.9 kb —

03
0&
— 1% 4 - pUCgaAZE3/234
2 -Marcador de peso

Fig. 9.A. Patrén de restriccion con sitios de corte Bam HI, carril 1 pUCgA233/234, carril 2
marcador de peso molécular. B. Esquema del patrén de restriccion con Bam HI del plasmido
pUCgA233/234 para generar la fusion transcripcional rsmC::gusA-Sm/Sp.

Para la amplificaciéon del gen rsmC se disefiaron oligonucleétidos y se uso como
templado ADN de la cepa UW 136, una cepa rifampicina resistente derivada de la cepa
tipo OP (Bishop & Brilll, 1977). La cepa OP fue la cepa cuyo genoma se secuenci6 en el
2003, esta cepa no produce alginato debido a una mutacién que porta el gen algl,
esencial para la sintesis del alginato. Por lo anterior, esta cepa no es la mas adecuada
para realizar estudios sobre la produccién de alginato. La cepa que se utilizé en este
trabajo fue la cepa silvestre AE 1V, por lo que en primera instancia fue de vital
importancia demostrar la presencia del gen rsmC en ésta y otras cepas mucoides, como
la cepa ATCC 9046, de A. vinelandii.

Lo anterior se prob6 mediante una hibridacién tipo Southern, utilizando una
sonda de 0.2 kb donde solo se encuentra la parte estructural del gen rsmC. Se observé un
patron de hibridacién idéntico en ambas cepas (Fig. 10).
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Fig. 10. A. Mapa fisico de la region de rsmC digerido con Sal I, hibridado con una sonda de
rsmC 0.2 kb B. Autoradiografia de DNA digerido con Sal I. Carril 1, sonda rsmC 0.2 kb.
Carril 2, marcador de peso molecular. Carril 3, cepa AE IV. Carril 4, cepa ATCC 9046.
Carril 5, cepa UW136.

Para corroborar lo anterior se realiz6 otra hibridacion tipo Southern ahora usando
como sonda un fragmento de 0.5 kb que contiene al gen rsmC y su regién reguladora
putativa. El patrén de hibridacién esperado es de dos fragmentos, uno de 1.5 kb y el
otro de 0.5 kb ya que al inicio de la regién reguladora del gen rsmC existe un sitio Sal I
que parte a éste en dos fragmentos, lo cual se observa en la Fig. 11.
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Fig. 11. A. Mapa fisico de la region rsmC digerido con Sal I, hibridado con una sonda
de rsmC 0.5 kb B. Autoradiografia de DNA digerido con Sal I. Carril 1, cepa ATCC
9046. Carril 2, cepa AE 1IV. Carril 3, marcador de peso molecular. Carril 4, sonda rsmC
0.5 kb.
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De acuerdo a la hibridacién tipo Southern realizada se demostré que el gen
rsmC se encuentra en las cepas probadas, y que ademas el gen se encuentra localizado
en los mismos sitios de corte Sal 1.

Una vez obtenidas las transformantes resistentes a Estreptomicina (Sm) y
Espectinomicina (Sp), se verific6 la integraciéon del cartucho gusA-Sm/Sp en el
cromosoma de las probables mutantes. Se realizé un experimento de hibridacién tipo
southern, el DNA cromosomal se digirié con la enzima Sal I y se hibridé contra una
sonda de 0.5 kb, que contiene el gen rsmC y su region reguladora putativa. El patrén de
hibridacién esperado es el siguiente: en la cepa AE IV (silvestre) se espera la hibridacién
de dos fragmentos, uno de 1.5 kb y el otro de 0.5 kb (Fig 12C, carril 1). En la mutante,
donde se sustituy6 el gen rsmC por el cartucho gusA-Sm/Sp, la sonda solo reconoce a un
fragmento de 1.5 kb, el otro fragmento de 0.5 kb no es reconocido ya que en ese
fragmento se encontraba el gen rsmC que ahora esta sustituido por el cartucho gusA-
Sm/Sp (Fig. 12C, carril 11 mutante AE IVrsmC::qusA-Sm/Sp y carril 13 mutante AE
IVrsmB::km rsmC::qusA-Sm/Sp).
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Fig. 12. A. Mapa fisico de la region de rsmC digerido con Sall. B. Mapa fisico de un
fragmento de restriccion con Sall que contiene la remocién del gen rsmC e insercion del
cassette gusA-Sm/Sp. C. Auto radiografia de DNA digerido con Sal I. Carril 1, cepa AE IV.
Carril 11, cepa AE IV rsmC::gusA-Sm/Sp. Carril 13, cepa AE IV rsmB:: Km rsmC::qusA-
Sm/Sp.
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También las probables mutantes se verificaron empleando el DNA digerido con Pst I. En
la cepa AE IV se espera la hibridacion de un fragmento de 1.8 kb (Fig. 13C, carril 1), y en
las cepas mutantes AE IV rsmC::gqusA-Sm/Sp y AE IV rsmB:Km rsmC::qusA-Sm/Sp la
sonda reconoce a un fragmento de 5.4 kb (Fig. 13C, carril 3 y 4 respectivamente).

A C
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A. vinelandii mutantes 1.8 Kb .
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rsmC 0.5Kb
54Fh,

Fig. 13. A. Mapa fisico de la region rsmC digerido con Pst I que contiene al gen rsmC. B.
Mapea fisico de un fragmento de restriccién con Pst I que contiene la remocién del gen rsmC
e insercion del cartucho gusA-Sm/Sp. C. Autoradiografia de DNA digerido con Pst 1.
Carril 1, marcador de peso molecular, Carril 2, cepa AE IV silvestre. Carril 3, cepa AE IV
rsmC::gusA-Sm/Sp. Carril 4, cepa AE IV rsmB::km rsmC::gqusA-Sm/Sp

7.2. Cuantificacién de alginato y PHB en la AE IV silvestre, AEIV rsmCy AE
IV rsmBC

7.2.1. Cuantificacion de la produccion de alginato
Para determinar si RsmC estaba relacionado con la sintesis de alginatos, se
cuantificé la producciéon del polimero en las cepas AE IV silvestre, AE IV rsmC::gusA-
Sm/SP y AE IV rsmB:km rsmC:gusA-Sm/Sp, determinando que la mutante rsmC
produce una mayor cantidad de alginato que la cepa silvestre, y en la doble mutante
rsmBC la produccién de alginato disminuy6 un 70% (Fig. 14).
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Fig 14. Cuantificaciéon de alginato en las cepas de A. vinelandii AE 1V, AE IV
rsmC::gusA-Sm/Sp y AE IV rsmB:km rsmC::gusA-Sm/Sp, crecidas en medio Burk
sacarosa (BS) en condiciones de fijaciéon de nitrégeno.

7.2.2 Cuantificacion de la produccién de PHB
Dentro de los objetivos, estaba determinar si rsmC se encontraba involucrado en
la produccion de PHB, por lo cual se cuantificé este poli-ester en las cepas AE IV, AE IV
rsmC::qusA-Sm/SP y AE IV rsmBrsmC:qusA-Sm/Sp. Se cuantificé que la mutante rsmC
produce una mayor cantidad de PHB que la cepa silvestre, en tanto la mutante doble
rsmBC produjo menos polimero que la silvestre (Fig. 15).

7.3. Cuantificacion de alginato en diferentes fuentes de carbono

En E. coli, el sistema CsrABC controla el metabolismo de carbono, donde la
proteina CsrA acttia post-transcripcionalmente para balancear la glucdlisis y la
gluconeogénesis (Pernestig et al. 2003). En la generacion de la fructosa-6-fosfato, el
sustrato inicial de la biosintesis de alginato, en A. vinelandii se encuentran involucradas
las enzimas: triosa fosfato isomerasa, aldolasa y fructosa 1-6 bifosfatasa. En E. coli estas
enzimas se encuentran reguladas por el sistema CsrABC. Por lo anterior es posible que
RsmC se encuentre involucrado en el control de los flujos de carbono que generan la
frustosa-6-fosfato. Si lo anterior fuera cierto, se podria observar una produccién
diferencial de alginatos en la mutante rsmC cuando crece en fuentes de carbono

distintas. Para probar lo anterior se cuantific6 el expolisacarido en fuentes de carbono,
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glucolitico (glucosa y fructosa) y gluconeogénico (succinato). Los resultados muestran
que la produccién de alginato en la mutante AE IV rsmC en una fuente de carbono
gluconeogénico (succinato) es mayor en comparacién con la cepa silvestre (Fig. 16).

Cuantificacion de PHB
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Fig 15. Cuantificacién de PHB en las cepas de A. vinelandii AE 1V, AE IV rsmC::gusA-
Sm/Sp y AE IV rsmB::km rsmC::qusA-Sm/Sp, crecidas en medio BS en condiciones de
fijaciéon de nitrégeno.

7.4. Cuantificaciéon de alginato y PHB en condiciones de fijacion y no fijacion de
nitrogeno

Bustillos (2005), estudio la expresion del gen rsmB en A. vinelanddi, y observé que
en condiciones de fijaciéon de nitrégeno rsmB se expresa mas que en condiciones de no
tijacién de nitrégeno. Con la finalidad de establecer si la regulacién que ejerce RsmC en
la produccién de alginato y PHB estaba influenciada por la diazotrofia, se cuantific6 la
producciéon de alginato y PHB en condiciones de fijacién y no fijaciéon de nitrégeno. La
mutante AE IV rsmC en condiciones de no fijacién de nitrégeno, produce 6.007 + 1.142
mg alginato/mg proteina, 4.8 veces mas alginato que la silvestre (Fig. 17).
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Fig. 16. Cuantificaciéon de alginato A. vinelandii AE IV y AE IV rsmC::gusA-Sm/Sp,
crecidas en medio Burk con diferentes fuentes de carbono, en condiciones de fijaciéon de

nitrégeno
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Fig. 17. Cuantificacién de alginato en las cepas de A. vinelandii AE IV y AE IV rsmC::qusA-
Sm/Sp, crecidas en medio BS en condiciones de fijacién y no fijacién de nitrégeno.
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También se determiné la produccién de PHB, en condiciones de fijaciéon de
nitrégeno la AE IV produce 0.139 -+ 0.073 pg PHB/ug proteina, en tanto la mutante
rsmC produce una mayor cantidad de PHB (0.534 -+ 0.191 pg PHB/pg proteina). En
condiciones de no fijacion de nitrégeno la producciéon de PHB en ambas cepas
disminuye, en comparacién cuando fijan nitrégeno (Fig. 18).
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Fig. 18. Cuantificaciéon de PHB en A. vinelandii AE IV y AE IV rsmC en condiciones de
fijacién y no fijacién de nitrogeno.la produccién especifica de PHB se midio en pug PHB/pg
proteina.

7.5. Expresion de rsmC en condiciones diazotréficas, no diazotréficas y en
diferentes fuentes de carbono

Al igual que en los estudios de expresién previos del gen rsmB, nos dimos a la tarea
de estudiar la expresion del gen rsmC, en fuentes de carbono glucolitico y
gluconeogénico asi como en condiciones de fijacién y no fijaciéon de nitrégeno. Se midi6
la expresion de la fusion transcripcional rsmC-gusA, encontrando que la expresion de
rsmC, al igual que la de rsmB, se ve aumentada en condiciones de crecimiento con
fuentes de carbono gluconeogénicos (Fig. 19).
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Fig. 19.. Expresion de rsmC en fuentes de carbono glucolitico y gluconeogénico, en las
cepas AE 1V rsmB::qusA-Sm/Sp y AE IV rsmC::qusA-Sm/Sp, crecidas en medio Burk con
diferentes fuentes de carbono y condiciones de fijaciéon de nitrégeno. La expresién
especifica se presenta en Unidades de B-glucuronidasa/pg de proteina.

En las condiciones de fijacion de nitrégeno, la expresion del gen rsmB es mayor que
en condiciones de no fijacién de nitrégeno, caso contrario a lo que ocurre con la
expresion de rsmC, donde es mayor la expresion en condiciones de no fijaciéon de

nitrégeno (Fig. 20).

También se estudio la expresion de rsmC en una mutante rsmB, en este caso en
ambas condiciones de fijacién y no fijacion de nitrégeno decae la expresién de rsmC, lo
cual sugiere fuertemente que la expresion de rsmC depende de rsmB. (Fig. 20).
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Fig. 20. Expresién de los genes rsmB, rsmC en las cepas AEIV rsmB:gqusA-Sm/Sp, AEIV
rsmC::gusA-Sm/Sp y AEIV rsmB::Km rsmC::qusA-Sm/Sp, crecidas en medio BS y en condiciones
de fijacion y no fijacion de nitrégeno. Los resultados se muestran en unidades de B-
glucuronidasa/ g de proteina.

7.6. Sobre-expresion del gen rsmC en una mutante AE IV gacA.

La sobre-expresion de rsmB en mutantes gacA restaura parcialmente la
produccién de alginato y PHB, lo cual indica que posiblemente parte de la regulacion
que GacA ejerce sobre la sintesis de alginato se da por el control que GacA ejerce sobre
rsmB, un fenémeno de regulacién similar podria estar ocurriendo con RsmC. Para
contestar lo anterior nos propusimos sobre-expresar el gen rsmC en una mutante gacA.
Para lo cual se amplific6 por PCR un fragmento de 0.5 kb que contenia el gen, el
producto se clon6 en pBluescript II KS digerido con Sma I, a este plasmido se le llamo
pC55, posteriormente el inserto se religd al plasmido pUC19 con sitios de corte Sal Iy
Bam HI este plasmido se llam6 pUO1. Con la finalidad de eliminar la regién reguladora
del gen rsmC en un paso posterior el fragmento Hind III-BamHI se ligé al vector de
amplio rango de hospedero pJB3Tc20 bajo el promotor constitutivo lac este plasmido se
llamé pJO1. Este plasmido pJ01 se us6 para sobre-expresar el gen rsmC en la mutante AE
IV gacA. Al introducir el plasmido a la cepa AE IV gacA disminuy6é de manera
importante su viabilidad
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8. DISCUSION DE RESULTADOS

En los resultados obtenidos en la cuantificacion de alginato es claro que el gen

rsmC se encuentra involucrado en la biosintesis de alginato, ya que produce el doble de
cantidad de alginato comparado con la cepa silvestre. RsmC muy probablemente actta
como un represor de la sintesis de alginato, probablemente éste regulando al gen algD
que codifica para la GDP-manosa deshidrogenasa enzima clave para la biosintesis de
alginato, aunque no se podria descartar el que controlara otro gen biosintético.
Aunque fenotipicamente la mutante rsmC es mucoide como la cepa silvestre, la
mucoidia de la mutante presenta una consistencia diferente cuando es crecida en medio
semisolido sugiriendo diferencias en la viscosidad y proponiendo diferencia en el peso
molecular del polimero . Otro hecho que sugiere lo anterior, es que al precipitar el
alginato de la mutante rsmC este no genera hebras macroscépicas que indican que es un
polimero de alto peso molecular, como lo hace el alginato de la cepa silvestre. De esta
forma no resultaria extrafio que RsmC controlara negativamente a la alginato liasa
(codificada por el gen algL), la enzima que codifica la digestién de la cadena de alginato,
lo cual determina el peso molecular. Las caracteristicas observadas en el alginato de la
mutante rsmC se sugiere que es alginato de bajo peso molecular probablemente
generado por una mayor actividad de la alginasa.

En el caso de la doble mutante rsmBC la produccién de alginato se ve disminuida a
niveles similares a los observados en mutantes rsmB. Estudios previos (Martinez-Ortiz,
2004) mostraron que la mutacién en rsmB diminuye una tercera parte la produccién de
alginato. Resultados similares se encontraron al cuantificar PHB en las mutantes AEIV
rsmB y AEIV rsmBC. Los resultados anteriores evidencian la interrelacién funcional
entre RsmB y RsmC ademas de establecer una dominancia genética de rsmB sobre rsmC.

Ademads de la probable regulacion genética que RsmC ejerce sobre la produccién de
alginato, cabe la posibilidad que el efecto regulador de rsmC se deba a la canalizacion de
la fuente de carbono hacia la sintesis del polimero, especificamente controlando la
produccion del sustrato que inicia la sintesis (Fructosa 6-P). Como se recordaré en E. coli
el sistema Ortélogo Csr controla el metabolismo de carbono. De acuerdo a lo anterior, se
cuantificé la produccién de alginato en la mutante rsmC utilizando fuentes de carbono
de tipo glucolitico (glucosa y fructosa) y gluconeogénico (succinato), observandose una
mayor produccién en la fuente de carbono gluconeogénica. El dato sugiere que
posiblemente la mutante rsmC facilita el flujo de carbono hacia la biosintesis de alginato.
En la generacion de la fructosa-6-fosfato, a partir de fuentes de carbono
gluconeogénicas, se encuentran involucradas tres enzimas: la triosa fosfato isomerasa,
aldolasa y fructosa 1-6 bifosfatasa (Beale & Foster, 1996); estas enzimas a su vez son
reguladas por el sistema CsrABC en E. coli, por lo que seria interesante determinar si el
sistema Rsm de A. vinelandii controla la produccion de alginato, regulando a las enzimas
mencionadas.
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Estudios previos sobre de la expresion del gen rsmB en A. vinelandii realizados por
Bustillos (2005), mostraron que la expresion de rsmB es mayor en un medio de cultivo
minimo con fuente de carbono gluconeogénica, que en medios con fuentes fuentes de
carbono de tipo glucolitico. En este trabajo encontramos que condiciones de crecimiento
semejantes a las descritas sucede lo mismo con la expresion de rsmC.

El estado metabolico de una bacteria fijadora de nitrégeno es diferente cuando esta se
crece en condiciones diazotréficas y no diazotréficas. Datos obtenidos por Bustillos
(2005) mostraron que la expresién de rsmB en condiciones de fijacién y no fijacion de
nitrégeno es distinta. La expresion de rsmB decae drasticamente cuando la cepa crece
bajo condiciones no diazotréficas. Con este antecedente fue interesante investigar si
ocurria lo mismo con rsmC. Los resultados de la expresiéon de rsmC muestran lo
contrario a lo observado en la expresion de rsmB. Lo que se sugiere que existe una
regulaciéon de expresion diferencial de los genes que codifican para estos RNAs,
modulando su expresion de acuerdo a las condiciones de diazotrofia.

En una mutante rsmB la expresiéon de rsmC decae a el 90% de la expresién de la cepa
silvestre, lo cual se sugiere que la expresion de rsmC requiere de la expresion de rsmB.
Estos datos evidencian que RsmB regula la transcripcion de rsmC, y que probablemente
el control se establece de manera indirecta ya que RsmB no es un regulador
transcripcional. De acuerdo a lo anterior es muy probable que GacA controle la
expresion de rsmC, ya que GacA controla transcripcionalmente a rsmB (Martinez Ortiz,
2004). Por otra parte seria interesante saber si la expresion de rsmB se ve alterada de
alguna manera en una mutante rsmC y establecer la manera en que estos RNA se
autorregulan.

También se determiné la produccién de alginato en la mutante rsmC en condiciones de
tijaciéon y no fijacion de nitrégeno, los resultados muestran que la mutante produce el
doble en condiciones de no fijacién de nitrégeno. Este resultado concuerda con lo
descrito anteriormente, con respecto a la expresién del gen rsmC, como se recordara este
se expresa mas en condiciones no diazotréficas de crecimiento, en la mutante rsmC a no
existir un RsmC funcional que reprima la sintesis del polimero se aumenta la
produccion de alginato.

En cuanto a los resultados de la cuantificacion de PHB en condiciones de fijacién de
nitrégeno y no fijacién de nitrégeno, la cepa silvestre muestra mayor produccién de
PHB en condiciones de no fijacién de nitrégeno. Cuando hay una concentracién alta de
fuente de carbono y la bacteria no estd fijando nitrégeno, se promueve el
almacenamiento de la fuente de carbono en forma de PHB. Los resultados obtenidos en
la mutante rsmC muestran que ocurre lo mismo que en la cepa silvestre, solo que esta
produce PHB en mayor cantidad, probablemente en la mutante se este favoreciendo la
formacion de Acetil-CoA precursor inicial de la biosintesis de PHB.
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En A. vinelandii, la sobre-expresiéon de rsmB en mutantes gacA restaura parcialmente la
producciéon de alginato y PHB (Martinez Ortiz, 2004). Ademaés de que GacA es necesario
para establecer una transcripcion eficiente de rsmB. Con la finalidad de conocer si RsmC
era capaz de restaurar la sintesis de alginato y PHB como lo hace rsmB, se sobre-expres6
al gen rsmC en la mutante gacA, estos experimentos mostraron que la mutante gacA en
presencia del plasmido que contiene el gen rsmC, disminuia de manera importante su
viabilidad. Esta disminucién en la viabilidad celular posiblemente se deba a la sobre-
expresion del gen rsmC de manera constitutiva y no regulada (a partir del promotor
constitutivo lac), pudiendo causar una sobredosis toxica de RsmC.
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Fig. 21. Modelo de regulacion propuesto en A. vinelandii por el sistema RsmABC.

En A. vinelandii el par regulador GacS/ A controla de forma directa la expresion

del gen rsmB, este genera un RNA no codificante que contiene varias secuencias
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repetidas inversas, con las cuales puede formar una estructura secundaria que presenta
tallos y asas. Por la similitud de sus regiones promotoras putativas se propone que el
sistema GacS/ A, al igual que con rsmB, regula la expresion del gen rsmC de forma
directa. El gen rsmC presenta un 61% de identidad a nivel secuencia nucleotidica con
rsmB, en cosecuencia RsmC contiene secuencias repetidas inversas que son
complementarias a la secuencias repetidas de RsmB, por lo cual, estas pudieran llegan a
unirse generando estructuras no funcionales, lo que imposibilitaria el secuestro de
RsmA por RsmB. (Fig. 21). Al no estar en la mutante rsmC su RNA regulador
correspondiente, podria presentarse un desequilibrio estequiométrico entre RsmB y
RsmC que permitiria la libre accién de RsmB sobre RsmA.

Respecto a los resultados en donde la expresion de rsmC depende de la expresiéon

de rsmB, al no estar presente RsmB disminuye la expresion de rsmC, quedando libre
RsmA para bloquear la traduccién de sus blancos de regulacion.
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9. CONCLUSIONES

v" RsmCregula la produccién de alginato y PHB

v RsmC controla diferencialmente la produccién de alginato y PHB en condiciones
diazotréficas y no diazotroéficas

v RsmC se expresa diferencialmente en fuentes de carbono glucoliticas y
gluconeogénicas

v El gen rsmC se expresa diferencialmente en condiciones diazotréficas y no
diazotréficas

v" La expresion de rsmC requiere la expresion de rsmB

10. PERSPECTIVAS

e Determinar si RsmC regula negativamente al gen algD

¢ Determinar si RsmC regula negativamente al gen algL

e Determinar la participacién de RsmC en la regulacion de los genes que codifican
para la triosa fosfato isomerasa (TPI), la fructosa 1-6 bifosfatasa (FBP) y la
aldolasa en la biosintesis de alginato

e Determinar la expresion del gen rsmB en una mutante rsmC
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11. MATERIAL Y METODOS

11.1. Cepas bacterianas y plasmidos

Las cepas y los plasmidos utilizados en este trabajo se describen en la tabla 2.

Tabla 2- Cepas y Plasmidos

Cepa Caracteristicas Referencias

Azotobacter

vinelandii

AE 1V Cepa silvestre

ATCC 9046 Cepa silvestre Colecciéon ATCC

AE 1V rsmB Mutante derivada de la AE IV con la delecién del rsmB e Martinez-Ortiz
integracion del cassette K 2003

ATCC rsmB Mutante derivada de la AE IV con la delecién del rsmB e Martinez-Ortiz
integracion del cassette Km 2003

AE 1V gacA Mutante polar, AE IV gacA Castafieda, 2000

AE 1V rsmC A23 Mutante derivada de la AE IV la cual tiene deletado el gen Este trabajo

rsmCy en su lugar el cassette qusA-Sm/Sp

AE VI rsmBC A31

Mutante derivada de la AE IV rsmB la cual tiene deletado el
gen rsmCy en su lugar el cassette gusA-Sm/Sp

Este trabajo

ATCC rsmC #9 Mutante derivada de la ATCC la cual tiene deletado el gen | Este trabajo
rsmCy en su lugar el cassette gusA-Sm/Sp
ATCCrsmBCNCII | Mutante derivada de la ATCC rsmB la cual tiene deletado el | Este trabajo

gen rsmCy en su lugar el cassette gusA-Sm/Sp

Escherichia coli

DH5a SupE44,AlacU169,hsdR17,recAl,endAl, Gibco BRL
GyrA96,thi-1,relAl
Plasmidos Caracteristicas Referencias
pBluescript KS+ Vector de clonacién Stratagene
pJB3Tc20 Vector de clonacién Stratagene
pUC19 Vector de clonacién Stratagene
pBC218 Derivado del pBluescript KS+, Contiene un fragmento Este trabajo
BamHI/HindIll de 2 kb en el que se encuentra el gen rsmCy
su region promotora
pUC21/23 Derivado del pUC19, contiene el fragmento BamHI/HindIll | Este trabajo
de 2 Kb en el que se encuentra el gen rsmCy su regién
promotora
pCgA233/2334 Derivado del pUC21 con una mutacién por sustituciéon del Este trabajo
gen rsmC con el cassette qusA-Sm/Sp
pC55 Derivado del pBluescript KS+, Contiene un fragmento Este trabajo
BamHI/Hindlll de 0.5 Kb en el que se encuentra el gen rsmC
y su regién promotora
pUO1 Derivado del pUC19, contiene el fragmento BamHI/Sal1de | Este trabajo
0.2 Kb en el que se encuentra el gen rsmC y sin su region
promotora
pJo1 Derivado del pJB3Tc20, contiene el fragmento BamHI/Sal1 | Este trabajo

de 0.2 Kb en el que se encuentra el gen rsmC y sin regién
promotora, bajo el promotor lac.
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11.2. Medios y Condiciones de Cultivo
Los cultivos de Azotobacter vinelandii se realizaron a 30°C, 48hr, en medio Burk Sacarosa (BS)
cuya composicion es la siguiente:

Sacarosa 0.2 g/1 NaxSO4 0.183 g/1 FeSO4.7H>0O 0.005 g/1
KH:POs 0.2 g/1 CaCl2.2H2O 0.073 g/1 Na;MoO4.2H20  0.0002
KoHPOs 0.8 g/1 MgCl..6H,O 0.16 g/1 g/l

Los cultivos en medio liquidos se llevaron acabo en matraces de 125 ml con 25 ml de
medio y en matraces de 250 ml con 50 ml de medio en una incubadora a 30°C con agitacion
a 200 rpm durante 48 h

Los cultivos de Escherichia coli se realizaron a 37°C, 24 h, en medio Luria (LB) cuya
composicion es la siguiente:
Bacto peptona 10 g/L Extracto de levadura 5 g/L  Cloruro de Sodio 10 g/L

11.3. Amplificacién del gen rsmC

El gen rsmC se amplifico por PCR, usando como templado el DNA cromosomal de A.
vinelandii UW136, con los oligos RSMC1 y RSMC2 un fragmento de 0.5 kb y con los oligos
RSMC3 y RSMC4 un fragmento de 2 kb (Tabla 3) ambos bajo las siguientes condiciones:
Desnaturalizacion 95°C 1 min, alineamiento 68°C 1 min, extrension 72°C 2 min, por 30
ciclos, y un ultimo ciclo 72°C 10 min, los productos resultantes fueron clonados en
pBluescript por separado.

Tabla 3.- Oligonucleotidos usados en la amplificacién por PCR del gen rsmC

Oligonucleotido Secuencia del oligonucleotido Tamafio del

5 —> ¥ amplificado
RSMC1 5 GCCGAGGCGAAGAGGAAGG ¥ Fragmento de 0.5 kb
RSMC2 5 AGTGCCCAGACCATCAGGAATACA ¥ Fragmento de 0.5 kb
RSMC3 5 GCGCGGCGTTGCTCGTCGTT ¥ Fragmento de 2 kb
RSMC4 5" CGCCGCTCGCCGTTCTCC ¥ Fregmento de 2 kb

11.4. Construccion de las cepas AE IV rsmC y AE VI rsmBC.
Para obtener las mutantes, se trasformaron las cepas con el plasmido pCgA233/234, y se
seleccionaron transformantes resistentes a Estreptomicina 2 mg/ml (Sm2) vy
Espectinomicina 100 mg/ml (Sp100), de la siguiente manera:

Cepa Antibiético
AE VI rsmC Sm?2, Sp100
AE VIrsmBC Sm2, Sp100 y Km4 (Kanamicina 4 mg/ml)

En estas transformantes seleccionadas se presento un evento de doble recombinacién
homologa, que fue confirmada por hibridacion tipo Southern blot.

11.5. Transformacion de A. vinelandii con DNA plasmidico o cromosomal
La trasformacion de A. vinelandii se llevo acabo con células competentes preparadas en CM
(BS sin Fe y Mo) (Page & Tigerstrom, 1978). 39



1.- Utilizar 200 pl de células competentes y mezclar con 1 Opg de DNA plasmidico
superenrrollado

2.- Inocular la mezcla sobre medio CM solido incubar 30°C 48 h

3.- Levantar el tapete celular, y lavar con MgSO4 10 mMy resuspender en 1ml de MgSOs 10
mM

4.- Plaquear 200 pl en medio BS de selecciéon 30°C 48 h

5.- Seleccionar transformarmantes.

Medio CM: buffer POy, Sacarosa 20%, CaClz, Na;SOs y MgCla.
Medio BS: buffer PO4, Sacarosa 20%, CaClz, Na2SO4, MgCla, FeSOs4 y NaMoOs.

11.6. Método de conjugacion triparental en A. vinelandii
Se realizé6 una cruza triparental utilizando el plasmido ayudador pRK2013 (Figurski y
Helinski, 1979) utilizando en un medio de selecciéon BS con el antibiético de seleccion.
Resembrar las placas de A. vinelandii 30°C 48 h.
Dia 1.- Pre-in6culo de A. vinelandii, inocular la cepa A. vinelandii en 25 ml en BS con el
antibiético 30°C 24 h a 200 rpm
Dia 2.- Inocular 1 ml del pre-inoculo en 50 ml de BS sin antibiotico 30°C 48 h 200 rpm
Dia 3.- Pre-in6culo de E. coli, inocular E. coli en 5 ml de LB con el antibiético correspondiente
e incubar 37°C 12 h a 200 rpm
Dia 4.- Inocular 500 pl del pre-inéculo de E. coli en 4.5 ml de LB, incubar 37°C 3 h a 200 rpm
Los 50 ml de A. vinelandii se lavan con MgSO4 10 mM de 2 a 3 veces, quitar el alginato y
resuspender en 1ml de MgSO; 10 mM
En un tubo eppendor agregar 200 pl A. vinelandii, 100 pl del plasmido a conjugar y 100 pl del
plasmido helper, plaquear en un medio BSLB, e incubar 30°C 48 h
Dia 6.- Levantar el tapete celular, lavarlo con MgSO4 10 mM, hacer dilusiones 10-1, 102 y 103
e inocular en una placa de BS seleccion, incubar 30°C 48 h, y posteriormente seleccionar
conjugantes.

Medio BSLB: 250 ml BS, 70 ml LB, 3.2 ml glucosa 20% y 3.2 ml de Acetato de amonio 1.5 M.

11.7. Hibridacion tipo Southern
1. Corrimiento electroforetico del gel de agarosa 1% con el DNA digerido con la enzima
adecuadamente.
2. Teniir el gel, y tomar una foto con una regla a manera de guia.
3. Transferir el DNA a la membrana nylon, con NaOH 0.4 M minimo 4 h.
4. Posteriormente lavar la membrana 2 veces con la durante 30 min hasta obtener un pH=7
5. Colocar la membrana en el tubo de hibridaciéon con la solucion de pre-hibirdacion.
Solucién de pre-hibridaciéon

Formalmida 2500 pl TRIS1.0M pH 7.5 50 pl
SSC 20X 1250 pl SDS 10% 50 ul
Denhardts 100X 250 ul HxO 755 ul
EDTA 0.25 M pH8 20 ul DNA Timo de ternera 125 ul
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El DNA vy el agua se colocan en bafio Maria durante 5min a 90°C después se pasa en
hielo 2 min, y enseguida se agreagan el resto de las soluciones
6.- Después de la pre-hibidacion se agrega la sonda marcada radiactivamente, incubando a
42°C toda la noche
7.- Lava la membrana dos veces con la solucion 1 durante 30 min y posteriormente se lava 1
vez con la solucion 2 30 min.
8.- Se expone en un film, y posteriormente se revela el film fotografico.

Solucién 1 de lavado (SSC 2X, SDS 0.1%): Solucién 2 de lavado (SSC 0.1 X, SDS

H>O destilada 100ml 0.1%):

SDS 10% 1ml H>O destilada 100 ml

SSC 20% 10 ml SDS 10% 1ml
SSC 20% 500 pl

Marcaje radiactivo (RadPrime DNA labeling System; Invitrogen)

DNA (sonda) 25-50 ng H>O (Volumen final de 50 pl)

ATP 1l

TP 1l

GTP 1ul

CTP*2 1 pl

Enzima 1l

Buffer de la enzima 20 pl

Se descongela los NTP’s en HIELO.

Se coloca un termoblock a 95°C y otro a termoblock a 37°C

Se coloca en un Ependorff de 500 pl el H>O con el DNA a 95°C por 5 min.
Se coloca el ependorff inmediatamente en hielo por 2 min.

Se le agrega los NTP’s excepto el CTP*

Se le agrega el CTP?? junto con la enzima, en el cuarto de radiactividad..
Se incuba a 37°C por 30 min.

Toda la mezcla se incuba a 95°C por 5 min.

Se coloca en hielo por 2 min.

Se agrega a los tubos de prehibridacion, incubar a 42°C durante 12h (o toda la noche) en el
horno de hibridacién.

11.8. Cuantificacién de la produccién de alginato por el método de Carbazol
1.- inocular 25 ml del medio BS con una asada de un cultivo fresco de A. vinelandii incubar
30°C 48 h 200 rpm
2.- Apartir de ese cultivo inocular 50 ml del medio BS (por triplicado) estandarizando el
preinoculo para partir de una misma cantidad de celulas, incubar 30°C 48 h 200 rpm
3.- Centrifugar 30 ml de cada cultivo, colectar el sobrenadante en tubos falcon, lavar las
celulas con EDTA 0.01 M para eliminar el alginato, y recolectarlo en los mismos tubos falco
4.- separar las celulas y determinar proteina por el método de Lowry
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5.- Una porcion del sobrenadante de precipita con 2 vol de isopropanol, se observa un
precipitado blanco, secar, resuspender en agua y cuantificar alginato por el metodo de
Carbazol

6.- Los 20 ml restantes, se toma 1ml del cultivo para cuantificar PHB

La produccion del polisacarido se midi6é después de precipitar el alginato con isopropanol y
resuspendido en agua.

1.- Alicuotar 3 ml de una solucién de Acido sulfurico-Boratos en tubos de ensaye de vidrio
previamente sumergidos en hielo

2.- Cuidadosamente colocar 350 pl de la solucion problema de alginato sobre la superficie de
la solucion sulftrica

3.- Correr paralelamente a las muestras una curva estandar de alginato con las siguientes
concentraciones 50, 100, 200, 400, 600, 800 y 1000 ng alginato/ml de solucion

4- Anadir 100 pl de Carbazol al 0.1% em etanol, vortexear cuidadosamente.

5.- Colocar la reaccion em um bafio maria a 55°C durante 30 min. (se desarrolla um color
violeta-bugambilia cristalino y brillante, si el alginato esta contaminado el color es café)

6.- retirar del bafio, y dejar q tome la temperatura ambiente, el colore s estable de 1-2 h

7.- Medir la absorvancia de las muestras en um espectrofotdmetro a uma longuitud de
onada de 530 nm.

Solucion de acido sulfarico-Boratos 1 L: 975 ml de Acido slfurico + 25 ml de Boratos
Solucion de Boratos: 10.09 gr de KOH em 45 ml Agua + 24.7 gr Acido borio aforar a 100 ml
con agua.

Carbazol 0.1% em etanol: 10 mg de carbazol em 10 ml de etanol 100%

11.9. Cuantificacion de proteina por el método de Bradford

1. Tomar 5 ml del inoculo 48 h. de A vinelandii
2. Bajar células y lavar con MgSO4 10 mM
3. Resuspender nuevamente el paquete celular en 1ml de MgSO410 mM
4. Tomar 50 pl de muestra y agregar 20 Opl de reactivo de Bradford
5. Agregar agua a llegar a un volumen final de 1 ml (750 pl)
6. Medir D.O. a 595 nm
7. Para calcular los pg prot/ml se obtiene realizando una curva de calibraciéon de
albumina:
Albtmina (ng/ pl) H>O(ml)
2 998
4 996
8 992
16 984
32 968
64 936
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11.10 Cuantificacion del contenido de PHB
1.- Tomar 1 de cultivo, lavar con MgSOs 10 mM
2.- Agregar 1 ml de Hipoclorito 30% e incubar 1-13 h, 30°C 200 rpm
3.- Centrifugar y decantar, lavar con 1 ml de agua, centrifugar y decantar
4.- Lavar con 1 ml de etanol 100%, centrifugar y decantar
5.- Lavar con acetona, centrifugar y decantar
6.- dejar secar
7.- Disolver el paquete celular en 1ml de H>SOs concentrado y transferir en un tubo de
cristal + 1 ml HoSO4 para tener un volumen final de 2 ml
8.- incubar a 90°C 10 min
9.- Leer en un espectrofotometro a una longitud de onda de 235 nm

11.11. Determinacion de actividad de pB-glucoronidasa (miller)
1.- Preinoculo de 18 h de cepa A vinelandii.
2.- Inocular 50 ml BS con 1 ml de preinoculo anterior, incubar a 30°C por 48
3.- Tomar 1 ml de cultivo o mas dependiendo de la densidad celular. Centrifugar para
obtener el paquete celular.
4.- Resuspender 20 pl y agregar 710 pl de Buffer Z. Preparar al mismo tiempo el blanco que
contenga 730 ul de buffer Z y procesarlo junto con las muestras. (Vol tRx)
5.- Agregar 10 pl de solucién de lisozima 10 mg/ml e incubar los tubos 5 minutos a 37°C en
bafio maria
6.- Agregar 10 pl de solucion de Triton 10%
7.- Agregar 100 pl de solucion ONPG, cronometrar el tiempo de inicio de la reaccion.
8.- Transferir los tubos  inmediatamentea un bafio de agua a 28°C por 15 minutos (tRx).
9.- Agregar 150 pul de soluciéon de Na2CO3 para detener la reaccion.
10.- Leer la absorbancia a 420 nm contra el blanco.

U B-glucoronidasa = DOact (420) (1000)

(0.018)(tRx min)(VolRxl)( pg prot/ml)
* cuantificar por Método de Bradford
1U B-gluc (=) nmoles de PNPG min-1/pg proteina

Lisozima: Disolver 10 mg de lisozima en 1 ml de agua destilada (10 mg/ml), guardar en
congelacion.

PNPG: Disolver 40 mg de PNPG(P-nitrofenil-p-D-glucoronido) en 10 ml de agua destilada.
Na>COs: Disolver 12.72 g de NaxCOs en 100 ml de agua destilada.

Triton 100X: Solucion 10% v/v de triton en agua destilada esteril.

buffer “Z”
g/10 ml Stock ml Stock /50 ml
K>2HPO4 0.87 0.03M 05M 3.0ml
KH2POq4 0.68 0.02M 05M 2.0ml 43



EDTA 0.001 M 0.25M 0.2ml 0.5 ml
DDT* 0.385 0.005 M 0.25M 1.0 ml

11.12 Purificacion de DNA cromosomal de A. vinelandii
1.- Crecer A. vinelandii en 5 ml de BS en un tubo falcon de 50 ml o en 50 ml en un matraz de
250 m1 30°C 48 h a 200 rpm
2.- Recuparar el paquete celular por centrifugacion a 4000 rpm 10 min
3.- Lavar las celulas con MgSO4
4.- Resuspender el paquete celular en 450 pl de buffer TE 50/20
5.- Agregar 50 pl de lisozima 10 mg/ml e incubar a 37°C 30 min
6.- Agregar 50 pul de proteasa 10 mg/ml e incubar a 37°C 30 min
7.- Agregar 50 pl de SDS 10%, incubar 15 min 37°C
8.- Agregar 100 pl de NaCl 5 M, e incubar a 65°C 10 min
9.- Adicionar 80 pl de la solucion CTAB 10% NaCl 0.7 N (preciamente incubada a 65°C) e
incubar a 65°C de 15 a 20 min
10.- Extraer 1 vez con 1 volumen de la solucion de cloroformo-alcohol isoamilico 24:1
11.- Extraer 1 vez con 1 volumen de la solucion de Fenol-cloroformo-alcohol isoamilico
12.- Extraer 1 vez con 1 volumen de la solucion de cloroformo-alcohol isoamilico 24:1
13.- Anadir 0.6 volumen de isopropanol
14.- Centrifugar, decantar e afiadir 1ml de etanol al 70%, centrifugar 3 min 1200 rpm
15.- Lavar 3 veces con 1 ml de etanol al 70%
16.- Secar y resuspender la pastilla en una solucion de RNAsa diluida
17.- Incubar 1hr 37°C

Medio BS: buffer POs, Sacarosa 20%, CaClz, Na:SO4, MgCl,, FeSOs y NaMoOs.
Buffer TE: 2.5 ml de Tris 1 M + 4 ml de EDTA 0.25 M aforar con agua a 50 ml.
CTAB 10% NaCl 0.7 M: 1 g de CTAB + 0.409 g de NaCl aforado con agua a 10 ml.

11.13. Preparacion de células competentes de A. vinelandii
1.- Subcultivar la cepa de A. vinelandii 2 veces en medio CM (Competence medio) incubando
30°C 48 h
2.- Recolectar todas las celulas para inocular 50 ml de CM liquido en un matraz de 250 ml
incubando 30°C 48 h a 200 rpm
3.- Recuparar las celulas por centrifugacion a 4000 rpm 10 min
4.- Lavar las celulas con MgSO4 10 mM
5.- Resuspender las celulas en 360 pl de CM liquido y 160 pl de MgSO4 0.01 M.

Medio CM: buffer POs, Sacarosa 20%, CaClz, Na;SOsy MgCl,

11.14. Extraccién de plasmido por lisis alcalina
1.- Inoculan 5 ml del medio adecuado con antibiético de seleccién, incubar 18 h, 37 °C y 200
rpm
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2.- Se vierte el cultivo en tubos Eppendort, se centrifuga y se desecha el sobrenadante hasta
que el total del volumen del tubo sea transferido y centrifugado.

3.- Lavar la pastilla con 1 ml de MgSOs4 10 mM (resuspender), centrifugar y eliminar
sobrenadante.

4.- Resuspender la pastilla en 200 pl de solucion 1 fria, se deja reposar 5 minutos a
temperatura ambiente.

5.- Agregar 200 ul de solucién 2 recién preparada. Mezclar suavemente por agitacion
invertida de 20 a 25 veces, dejar reposar en hielo 5 minutos.

6.- Agregar 200 ul de solucién 3, agitar por inversiéon unos 10 segundos, se deja reposar en
hielo por 20 minutos.

7.- Centrifuga por 10 minutos, transferirse el sobrenadante a otro tubo eppendorf.

8.- Agregar 500 ul de fenol-cloroformo, agitar en vortex y centrifugar por 3 minutos.

9.- Transferir el sobrenadante a otro tubo, agregar 500 pl de cloroformo isoamilico, agitar en
vortex y centrifugar 3 minutos.

10.- Transferir el sobrenadante a otro tubo, afiadir 1ml de etanol absoluto, centrifugar por
10 minutos a 12000 rpm.

11.- Drenar el etanol y se lava la pastilla con etanol al 70% 2 veces.

12.- Secar la pastilla y resuspender en solucién RNAsa diluida (20 mg/ml), incubar por1h
a37°C.

Solucion 1. glucosa 10 mM 1.801 g, EDTA 2 mM, 0.744 g, TrisCl 5 mM 1.788 g pH 8.0 Agua
destilada 200 ml

Solucion 2: NaOH 5 N 120 pl, SDS 10% 300 pl, Agua destilada 2.58 ml.

Solucion 3: Acetato de Na o K (5 M) 60 mg, Ac. Acético Glacial 11.5 ml y Agua destilada 28.5
ml pH 4.8

Fenol - cloroformo-isoamilico (relacién 24:1)

Cloroformo- isoamilico (relacion 24:1)

11.15. Manipulacion de DNA
Los procedimientos estandar para la purificacion de DNA total y de plasmidos, digestiones
con enzimas de restriccion, electroforesis en geles de agarosa, purificacion de DNA de geles
de agarosa, ligacion de DNA y transformacién de E. coli, se realizaron segun lo descrito por
Sambrook et al, (1989).
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