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RESUMEN

Azotobacter vinelandii es una bacteria del suelo que produce dos polimeros de interés industrial:
poli-B-hidroxibutirato y alginato. En A. vinelandii, la produccion de alginato esta bajo el control del
sistema de dos componentes (TCS) GacS/GacA. Este TCS a su vez controla al sistema regulador
postranscripcional Rsm estableciendo asi una cascada que regula la biosintesis de alginato
controlando la expresion del gen estructural algD. GacA activa la transcripcion de ocho sRNA
(RsmZ1-7 y RsmY) que contrarrestan la actividad represora de la proteina RsmA que se une al
mRNA algD impidiendo su traduccion.

Adicionalmente, la actividad del sistema GacS/GacA se puede modular mediante proteinas
accesorias. En Pseudomonas aeruginosa, las cinasas RetS y LadS tienen una influencia negativa y
positiva, respectivamente, sobre la expresion del sRNA rsmZ dependiente de GacA. En esta
bacteria RetS ejerce su actividad reguladora a través de su interaccion con GacsS, esta interaccion
bloquea funcionalmente la actividad de la cinasa. Por otro lado, LadS estimula positivamente la
actividad de GacS. A. vinelandii tiene un homologo de RetS y un homologo putativo de la proteina
LadS. En un trabajo previo en nuestro laboratorio, se realizé un ensayo cualitativo de dos hibridos
entre RetS con GacS y LadS con GacS, observando que RetS interactia con Gacs, sin observar
dicha interaccion entre LadS y GacS. Posteriormente se construyeron mutantes retS y ladS, en la
cepa mutante retS disminuy6 la produccién de alginato, mientras que la mutante ladS aumenté la
producciéon de polimero, sugiriendo que RetS funciona como regulador positivo y LadS como

regulador negativo, en contraste con lo reportado en P. aeruginosa.

En este trabajo, se generd una doble mutante gacSladS. La doble mutacion ladSgacS generé una
disminucién considerable en la sintesis de alginato y en la expresion de rsmzl, rsmz2 y rsmY a
niveles de la mutante sencilla gacS. Los resultados obtenidos nos sugieren que GacS es
dominante con respecto a LadS en el sistema regulatorio, que LadS requiere la presencia de GacS
para realizar su funcién. Indicando también una posible interaccion entre ambas cinasas. Sin
embargo, llevando a cabo un ensayo de doble hibrido cuantitativo confirmamos que este sistema
no detecta interacciéon entre GacS y LadS. Como alternativa se propone un ensayo tipo pull down
para interaccién entre proteinas, por lo que se gener6 la cepa de E. coli que expresa la region

citoplasmatica de LadS y se evaluaron las condiciones para su correcta expresion y purificacion.



INTRODUCCION
1.1Los sistemas de doble componente

Los sistemas de doble componente (TCS, por sus siglas en inglés) sirven como un
mecanismo de acoplamiento estimulo-respuesta para permitir a los organismos
detectar y responder a los cambios en diferentes condiciones ambientales (Stock
et. al, 2000). La mayoria de las especies bacterianas contienen varias decenas de
sistemas de doble componente que regulan una amplia variedad de
comportamientos, incluidos procesos fundamentales, como el metabolismo y la
motilidad, ademas de procesos especializados, como la virulencia y el desarrollo
(Gao et al., 2009).

La mayoria de los TCS bacterianos constan de dos proteinas, una cinasa
histidinica (HK) y un regulador de respuesta (RR). Generalmente la HK tiene un
dominio amino-terminal detector (estimulo especifico, no conservado) que
atraviesa la membrana. Este dominio conecta con un dominio citoplasméatico
conservado, llamado dominio DHp 6 H1 (dimerizacion y fosfotransferencia a
Histidina), que sucesivamente se une a un domino llamado CA (catalitico), el cual
es otro componente conservado en las HKs (Stewart, 2010). La HK detecta
sefiales especificas, eso conduce a la activacion de la actividad de cinasa y a la
autofosforilacion de un residuo conservado de histidina en su dominio DHp o H1.
El grupo fosforilo se transfiere posteriormente a un residuo de Asp ubicado en el
dominio de fosforilaciéon del RR llamado dominio REC o D2 para activar sus
funciones de regulador transcripcional. Los RR ademas del dominio REC poseen
un dominio de salida que regularmente es un dominio de unién a DNA (Figura 1a)
(Wang, 2012). Las HK funcionan como dimeros en donde se ha demostrado que
se establece un mecanismo de trans-fosforilacion en el cual, el dominio CA de una
subunidad del dimero fosforila al residuo His especifico del dominio DHp de la otra
subunidad (Gao et al., 2009). En la mayoria de los casos, las HKs son
bifuncionales de tal manera que, cuando no se estimulan para autofosforilarse,

pueden actuar como fosfatasas para su RR afin (Capra, 2012).



Existen HKs no convencionales, llamadas HKs hibridas, que tienen una
organizacion mas elaborada, contienen dominios adicionales, estos pueden ser un
dominio REC (D1) 6 HPt también llamado H2. Estas cinasas utilizan un esquema
de fosforilacion de varios pasos, denominado fosforelevo. En este tipo de HKs la
fosforilacion ocurre del dominio H1 al dominio D1 y finalmente al dominio H2
(Figura 1b) (Georgellis et al., 1997).

Como se menciond los RR poseen una arquitectura modular definida por un
dominio receptor (REC) conservado y un dominio de salida o efector variable. La
mayoria de los RR son proteinas de union al ADN que funcionan como
activadores o inhibidores de la transcripcion de una manera dependiente de la
fosforilacion (Stewart, 2010; Gao et al., 2009). Aunque en menor proporcion los
RR también presentan dominios de salida con actividad enzimatica como:
metilesterasas, adenilato ciclasas, diguanilato ciclasas, fosfodiesterasas
especificas de c-di-GMP, histidina quinasas, proteina quinasas serina/treonina y

proteinas fosfatasas (Galperin, 2010).

a Phosphoryl transfer
Stimuli {{ His U.J’Q Asp Responses
D
Input DHp CA REC Output
HK RR
b Phosphorelay
Stimuli His Asp His Asp Responses
------ @
Input DHp CA REC HPt REC Output
Hybrid HK RR

Figura 1. Sistema de doble componente. a) Fosfotransferencia entre el nacleo de la
HK (DHp y CA) y el RR (REC). b) Esquema de fosforilacion utilizado por HK hibridas
que implican dominios REC y HPt adicionales para mdltiples eventos de
fosfotransferencia. El dominio HPt intermedio puede ser una proteina independiente o
estar unido a la HK (Tomada de Gao & Stock, 2009).



1.2El sistema de doble componente GacS/GacA

La cinasa histidinica GacS y el regulador de respuesta GacA (homélogo al sistema
BarA/UvrY en Escherichia coli), son miembros de un sistema de doble
componente que esta presente en una amplia variedad de bacterias Gram-
negativas y se ha estudiado principalmente en bacterias entéricas y del género
Pseudomonas. De manera general los sistema GacS/GacA homaologos controlan
la produccién de metabolitos secundarios y enzimas extracelulares implicadas en
la patogenicidad de plantas y animales, la formacion de biopeliculas y la movilidad
(Heeb et. al, 2001). GacS se ha clasificado como una HK hibrida, con un dominio
detector entre dos motivos transmembranales, asi como los dominios
citoplasmaticos REC y Hpt. El regulador de respuesta GacA, posee dos dominios:
un receptor y un dominio con un motivo hélice-giro-hélice implicado en la union al
DNA. GacA puede actuar activando o reprimiendo la expresion de sus genes
regulados (Heeb et al., 2001).

1.3 El sistema de regulacién post-transcripcional RsmA/RsmZ

En muchas y-proteobacterias, el sistema GacS/GacA controla positivamente la
expresion de genes que codifican pequefios RNAs (sRNAs) de la familia Rsm.
Estos sRNAs se han clasificado en varias subfamilias, entre ellas encontramos a
las denominadas RsmZ, RsmY y RsmX (en Pseudomonas y bacterias
relacionadas) (Moll, 2001).

Estos sRNAs junto a la proteina RsmA constituyen el sistema regulador post-
transcripcional Rsm, siendo este un sistema homdlogo al sistema Csr de
enterobacterias (Romeo, 1998). La proteina RsmA puede actuar como un
activador transcripcional uniéndose al transcrito lider y alterando una estructura de
ARN que de otra manera bloguearia el sitio de union a ribosoma (Vakulskas,
2012). Sin embargo, RsmA, en la mayoria de los casos, funciona como un

represor traduccional de sus ARNmM diana que contienen uno o varios sitios de



unién a RsmA, uno de los cuales puede encontrarse dentro de la secuencia de
unién a ribosoma o Shine-Dalgarno (Lapougue et. al, 2008). A su vez, los sRNAs
Rsm contienen mudltiples sitios de union a RsmA y tienen la capacidad de
secuestrar a la proteina RsmA aliviando la represion ejercida por esta proteina
sobre sus ARNm diana favoreciendo su traduccioén y estabilidad (Heeb, 2001,
Vakulskas, 2012).

1.4 Azotobacter vinelandii

La familia Pseudomonadacea, ademéas de numerosos géneros de Pseudomonas
incluye los géneros Azotobacter y Azomonas (Becking, 2006). Azotobacter
vinelandii es una bacteria Gram-negativa, aerobia, organotréfica, fijadora de
nitrégeno, perteneciente a las y—proteobacterias y a la familia Pseudomonadacea.
Estas bacterias son grandes, ovoides y pleomoérficas observandose como bacilos
0 células cocoides. La morfologia puede cambiar con diversas condiciones de
crecimiento. Las células se encuentran normalmente en pares, pero las células
individuales o las cadenas cortas se pueden visualizar también. Las células miden
2 um de diametro y 4 um de longitud. Son moéviles mediante flagelos periticos
(Becking 2006; Segura et. al, 2014).

A. vinelandii es una bacteria poliploide, es decir posee varias copias de su
cromosoma, se calcula que pueden tener hasta 80 copias cuando es crecida en
medios ricos. El nimero de copias varia dependiendo del medio y las condiciones
de cultivo, asi como de la fase de crecimiento (Maldonado et. al, 1994).

Bajo condiciones ambientales adversas A. vinelandii puede sufrir un proceso de
diferenciacion para formar quistes resistentes a la desecacion. Los quistes
maduros estan rodeados por dos capas denominadas exina e intina, cada una de
las cuales contiene una alta proporcién de alginato para mantener la integridad
estructural (Sadoff, 1976). El alginato es esencial para el enquistamiento ya que es
un componente de las dos capas que cubren a los quistes maduros (exina e

intina), de las cuales el 32 y 13% de su peso seco es alginato. El alginato también



es producido en células vegetativas no diferenciadas, en estas condiciones la
funcion del alginato podria estar relacionada con la formacién de peliculas que le
permiten a la bacteria adherirse a superficies o también actuar como una barrera

contra la difusion de oxigeno o metales pesados (Espin, 2009).

A. vinelandii produce también otros metabolitos secundarios relacionados con el
proceso de enquistamiento: el poliéster intracelular polihidroxibutirato (PHB) que
funciona como reservorio de la fuente de carbono y los lipidos fendlicos
alquilresorcinoles (AR) y alquilpironas (AP) que se propone estan relacionados con

el control de la fluidez de la membrana (Segura et al., 2014; Romero et al., 2013).
1.5 Sintesis de alginatos en Azotobacter vinelandii

Una de las caracteristicas por las que A. vinelandii ha sido objeto de estudios es
su capacidad para producir el polimero de interés industrial alginato. Los alginatos
son polisacaridos lineales, que se componen de cantidades variables de acido (1-
4)-B-D-manurdnico (M) y su epimero, acido a-L-gulurénico (G). Presentan un
amplio rango de aplicacién actuando como estabilizadores, agentes espesantes,
gelificantes o agentes formadores de pelicula, en diversos campos
industriales. Actualmente los alginatos comerciales son extraidos de algas marinas
cafés y son utilizados principalmente en la industria alimentaria y farmacéutica
(Galindo et al., 2007). Sin embargo, el alginato algal es propenso a la variabilidad

de la composicion debido a cambios estacionales y ambientales.

Las propiedades fisicas de una determinada molécula de alginato, por ejemplo, la
resistencia del gel, la capacidad de union al agua, la viscosidad, estan
determinadas por la longitud del polimero, la cantidad relativa y distribucién de
residuos G y el contenido de acetilo, todos los cuales estan controlados por
enzimas modificadoras de alginato. Por lo tanto, parece probable que estos
parametros puedan controlarse mediante ingenieria genética de productores
bacterianos tales como A. vinelandii (Ertesvag, 2015; Remminghorst & Rehm,
2006).



La biosintesis del alginato en A. vinelandii comienza a partir de la fructosa-6-P,
que se isomeriza mediante la enzima bifuncional fosfomanosa
iIsomerasa/guanosina difosfomanosa pirofosforilasa (PMI-GMP o AlgA) para
producir manosa-6-P; que a su vez se convierte por la fosfomanomutasa (PMM o
AlgC) en manosa-1-P; PMI-GMP (AlgA) cataliza la conversion de manosa-1-P en
GDP-manosa. La GDP manosa se oxida por la GDP-manosa deshidrogenasa
(GMD o AlgD) a GDP-acido manurénico. La GDP-manosa deshidrogenasa,
codificada por el gen algD, es una enzima clave ya que cataliza el paso que

compromete la via hacia la biosintesis del alginato (Rehm, 2009).

La polimerizacién de GDP-4cido manuroénico se lleva a cabo por la proteina Alg8,
una manuronato polimerasa (MP). La molécula polimanurénica resultante se
modifica luego por un complejo de acetilasa que comprende proteinas Algl, AlgV,
AlgF y algunos de los restos de manuronato no acetilados se epimerizan en
guluronato mediante una epimerasa de manuronato (ME o AlgG) y luego se
exporta a través de la membrana externa a través de la proteina de formacion de
poros AlgJ (Figura 2.) (Galindo et al., 2007).

El polisacarido exportado puede ser epimerizado por siete epimerasas
extracelulares dependientes de Ca2* (AIgEl-7) siendo éstas responsables de
generar una variedad de patrones de epimerizacion, incluyendo bloques G de
varias longitudes (Galindo et al., 2007). Se propone que AlgK y AlgX, que codifican
proteinas periplasmicas, guian y protegen la cadena de alginato contra la
degradacion de AlgL, una alginato liasa ubicada en el periplasma que controla la
longitud y peso molecular del polimero (Remminghorst & Rehm, 2006; Urtuvia et
al., 2017).



Fructuosa-6-fosfato

fosfomanosa isomerasa

algA guanosina difosfomanosa
v pirofosforilasa
Manosa-6-fosfato
algC v fosfomannomutasa

Manosa-1-fosfato

fosfomanosa isomerasa
algA guanosina difosfomanosa
¥ L pirofosforilasa
GDP manosa
algD GDP-manosa
v deshidrogenasa

Acido GDP-manurénico

Alg8
\ 4

polimerasa de manuronato

Acido poli-manurénico

algG AlgG, AlgK, AlgX
algk 1-7 Epimerasa manuronato, Epimerasas de manuronato
algJ Canal i6nico
algl algJ algF Acetilasa
algL Liasa
v Algad

Alginato

Figura 2. Biosintesis de alginato en Azotobacter vinelandii

1.6 Regulacién de la sintesis de alginatos por el sistema GacS/A-RsmZ/Y

En A. vinelandii la produccion de alginato esta bajo el control del sistema de doble
componente GacS/GacA. Se ha demostrado que en mutantes gacS se reduce
significativamente la produccién de alginato y se disminuye la transcripcion de
algD, el gen que codifica la enzima clave de la via biosintética del alginato, durante
el crecimiento exponencial y se abate en la fase estacionaria (Castafieda et al.,
2000). Adicionalmente, la mutacion en gacA anula la transcripcion de algD, y por

lo tanto la produccién de alginato en A. vinelandii (Castafieda et al., 2001).



El sistema GacS/GacA regula la biosintesis de alginato de forma indirecta
mediante el control post-transcripcional del gen de alginato, algD, a través del
sistema Rsm (figura 3). Al igual que en otras y -proteobacterias en A. vinelandii,
GacA actua como un activador transcripcional y es necesario para la transcripcion
de los genes que codifican los Rsm-sRNAs (RsmZ1-8 y RsmY) (Eligio et al., 2012;
Castafeda et al., 2016).

Se ha demostrado que en A. vinelandii la proteina RsmA interactia con los SRNAs
RsmZ1l y RsmZz2, asi como con el ARNm de algD, a quien regula de manera
negativa. Por lo tanto, se concluyé que en la mutante gacA la ausencia de los
Rsm-sRNAs permite que la proteina RsmA libre se una al ARNm de algD
inhibiendo su traduccién. De hecho, la transcripcion de un anico ARN del sistema
Rsm (RsmZ1) restaurd la sintesis de alginato en la mutante gacA, indicando
claramente el importante papel de los Rsm-sRNAs que actian como anti-
represores de RsmA para permitir la traduccion de algD y la sintesis de alginato
(Manzo et al., 2011)

GacS

ADP — ATP
n

/

S —
*
*

-
t

Figura 3. Representacion del sistema de regulacion GacS/A-RsmZ/Y sobre la sintesis
de alginatos (Modificada de Segura et al., 2016).




1.7Las cinasas histidinicas GacS, RetSy LadS en Pseudomonas aeruginosa

El patégeno oportunista Pseudomonas aeruginosa es responsable de una amplia
gama de infecciones agudas y cronicas. Las infecciones agudas se caracterizan
por la presencia de movilidad y el sistema de secrecion tipo Il (T3SS), mientras
que las infecciones cronicas implican la produccion de biopelicula y al sistema de
secrecion tipo VI (T6SS). La cascada Gac/Rsm en P. aeruginosa es de vital
importancia para la regulacion de la transicion entre la infeccion aguda y cronica
(Goodman et al., 2004).

GacsS fosforila al RR, GacA. GacA activa la transcripcion de los sRNAs, RsmY y
RsmZ, que secuestran al regulador traduccional, RsmA. RsmA reprime
directamente genes implicados en la progresion de enfermedades crénicas y
estimula la expresion de factores de virulencia que promueven infecciones agudas
como el sistema de secrecion tipo Il (T3SS) o el pili tipo 4. Por otra parte, los
sRNAs, rsmY y rsmZ, antagonizan a la proteina RsmA permitiendo la expresion de
genes que son necesarios para la formacion de biopeliculas, como los
involucrados en la sintesis de polisacaridos, tales como Pel y Psl (Goodman et al.,
2004; Brencic et al., 2009).

Dependiendo de la especie bacteriana, la actividad del sistema Gac/Rsm puede
ser modulada por reguladores accesorios. En P. aeruginosa, dos cinasas
histidinicas hibridas adicionales, LadS (Lost Adherence Sensor) y RetS (Regulator
of Exopolysaccharide and Type Ill Secretion), modulan inversamente la cascada
Gac/Rsm. Mientras que LadS estimula la actividad de GacA, teniendo un efecto
positivo sobre la transcripcion de RsmZ y RsmY, RetS reprime la actividad de
GacA vy la transcripcion de estos sRNAs. La convergencia de estas vias y el
control reciproco del mismo conjunto de genes por estas cinasas se ha
demostrado a través del andlisis de transcriptomas de cepas mutantes retS y ladS
(Goodman et al., 2009; Ventre et al., 2006).



En P. aeruginosa RetS modula el estado fosforilacion de GacS mediante la
interaccion directa y especifica con esta cinasa. RetS forma heterodimeros con
GacS, bloqueando la autofosforilacion de GacS y la posterior fosfotransferencia al
regulador de respuesta GacA que conduce a la reduccién de la expresién de rsmZ
(Goodman et al., 2009).

Por otra parte, LadS controla la expresion de rsmY y rsmZ a través del sistema
GacS/GacA. A diferencia de RetS, LadS no forma heterodimeros con GacS. Sin
embargo, LadS esta involucrada en una fosforilacion que requiere sus dominios
H1 y D1. LadS se autofosforila en su dominio H1, transfiere el grupo fosforilo a su
dominio D1, y posteriormente al dominio H2 de GacS. LadS forma asi, con
GacS/GacA, un sistema de transduccibn de sefiales multicomponente
(Chambonnier, 2016).

IH21, [JGE G4
v

1 (HEHTTITHI—- I T 755 Lad'S

FTMR- 7 TMR-DISM HiskA HATPase Response Responsa

DISMED2 TTM C reg reg H Ets

(HESEHITITIT .- 1 o4

Figura 4: Estructura de las HPKs LadS y RetS (Tomada de Ventre et al., 2006).

Estructuralmente, LadS presenta una organizacibn con un domino N-terminal
7TMR-DISMED2 (7TM Diverse Intracellular Signalling), seguido de un dominio
7TMR-DISM_7TM (7TM Receptors with Diverse Intracellular Signalling Modules).
Posteriormente se encuentra el dominio transmisor (HisKA/HATPase) y finalmente
el dominio REC. Curiosamente, esta arquitectura de dominios es compartida por
RetS, siendo la cinasa RetS mas grande que LadS, esencialmente porque RetS

posee un dominio REC adicional en su C-terminal (Fig. 4) (Ventre et al., 2006).
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En P. aeruginosa LadS modula al TSS3, importante para la virulencia de este
patégeno, a través de la via Gac/Rsm. Se ha demostrado que el calcio se une al
dominio DISMED?2 periplasmico de LadS, sefal que luego se transmite a GacS y
GacA. GacA activa la transcripcion de RsmY y RsmZ que secuestran a RsmA,
estimulando asi la expresion de genes que contribuyen al comportamiento cronico
(Broder et al., 2016). Por otro lado, la secrecion y expresién de los componentes
del TSS3 se activan cuando en el medio existe una concentracion de calcio bajo y
RsmA esta disponible, estimulando la expresion de factores de virulencia que
promueven las infecciones agudas (Dasgupta et al., 2006). La importancia de la
modulacién de LadS sobre el TSS3 se observa en la cepa de P. aeruginosa PA14,
gue es una cepa hiper virulenta con una mutacion adquirida en el gen ladS. Esta
mutacion tiene un impacto deletéreo sobre la biopelicula, mientras que resulta en
un aumento de la actividad del T3SS y un aumento de la citotoxicidad hacia las
células de mamiferos. Por lo tanto, la alta virulencia de P. aeruginosa PA14 puede
ser, al menos en parte, atribuido a un T3SS hiperactivo debido a la ausencia del

sensor funcional LadS (Mikkelsen et al., 2011).

2. Antecedentes

2.1 Las cinasas histidinicas RetS, LadS y GacS en A. vinelandii.

En un trabajo previo en el laboratorio, buscando en la secuencia del genoma de A.
vinelndii se encontré un gen (AVIN 06870) que presenta un 48% de identidad con
el gen retS de P. aeruginosa. Se realiz6 también la busqueda del ladS homdélogo
con el gen de P. aeruginosa obteniendo resultados negativos. Sin embargo,
teniendo como patron de busqueda la proteina LadS de P. aeruginosa se
encontré un homologo putativo (AVIN 34990) con un 34% de identidad y con todos

los dominios caracteristicos de la cinasa (figura 5) (Cruz, 2012).
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Es importante mencionar que en la cinasa LadS de A. vinelandii el dominio N-
terminal 7TMR-DISMED y el dominio 7TMR-DISM_7TM se encuentran
conservados, lo que podria indicar que al igual que en P. aeruginosa, LadS
también podria activarse por calcio. El calcio por tanto, podria estar implicado en

la regulacién de la produccién de alginato.

Cabe mencionar que en el contexto gendémico Avin_34990 se encuentra entre dos
genes flanqueantes que codifican para una peptidasa osmoprotectora del sistema
NAGGIN de la familia M42 y una proteina de la familia YehU. Por su parte el gen
ladS de P. aeruginosa se encuentra entre dos genes que codifican para un

probable regulador transcripcional y una fosfometilpirimidina cinasa.

Regidn citoplasmatica 406-933aa

[T I - ) 553 Rets

TTMR-DISMEDZ TTMR- HisKA HATPasa Receptor Receptor
DISM_TTH i} D2

Region citoplasmatica 403-914 aa

HiskA HATPasa  Receptor HPt
D1

1[HE———- R H T o5 Gacs

Region citoplasmatica 269-905 aa

Figura 5. Dominios de las cinasas RetS, LadS y GacS de Azotobacter vinelandi.

(Tomada de Cruz, 2012).

2.2 Ensayo de doble hibrido de las cinasas Gacs/RestS y GacS/LadS de A.

vinelandii
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Debido a que en P. aeruginosa las cinasas LadS y RetS modulan la actividad del
sistema Gac/Rsm, en el laboratorio se realiz6 un ensayo de doble hibrido
cualitativo para establecer las relaciones entre las HKs dentro del sistema de
Gac/Rsm en A. vinelandii. Utilizando el sistema LexA que evalla la interaccion de
proteinas en un fondo de E. coli. Este método aprovecha la naturaleza de la
proteina represora LexA. Esta proteina consta de dos dominios, uno que reconoce
y se une a un sitio operador especifico en el ADN y otro que funciona como un
dominio de dimerizacion. El dominio de dimerizacion LexA puede eliminarse y
reemplazarse con otra proteina o fragmento de proteina que de manera putativa
interactian. Debido a que el represor estd activo solo como un dimero, la
dimerizacion de las proteinas probadas permitird que el LexA quimérico se una a
su sitio de operador y reprima la transcripciébn del gen reportero lacZ, lo que

genera un fenotipo lactosa negativo.

En este trabajo se clond la regién citoplasmatica de GacS y RetS y por otra parte
la region citoplamatica de GacS y LadS; demostrando que la cinasa RestS
interactta con GacS, como sucede en P. aeruginosa. Sin embargo, no se observo

tal interaccion entre las cinasas LadS y GacS (Sanchez, 2012) (Figura 6).

Interaccion negative

{fenotipo lactosa positivo) Control Gacs/Rets S, o

{fenotipo lactosa negativo)
6 e Transcription @
_— :

. T <
[ Tlos™ [op*[Promoter] mpsiicee | ‘—T@ %
Hyl;dd Gacs/Lads Gacs/Rets {wml °°._Iml Repord cane_|

Ogperator

it

Figura 6. Ensayo de interaccion de proteinas de dos hibridos. A) A la izquierda la
cepa control que muestra la interaccion negativa del sistema. A la derecha la interaccién
se visualiza por el fenotipo lactosa negativo al reprimirse la expresion del gen reportero
lacZ. B) A la izquierda se muestra una coloracion rosada intensa lo que indica ausencia
de interaccion (Sanchez, 2012).
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2.3 Caracterizacion de las mutantes en retS y ladS sobre los fenotipos que

regula el sistema Gac/Rsm en A. vinelandii

Para estudiar la regulacion ejercida por las cinasas LadS y RetS sobre los Rsm-
SRNAs, en el laboratorio se construyeron mutantes retS y ladS. Como un primer
acercamiento se evalud el efecto en los fenotipos regulados por el sistema
Gac/Rsm. Se observo que la mutante retS disminuia la produccién de alginato,
alquilresorcinoles y pioverdinas y la mutante ladS la aumentaba, sugiriendo que
RetS funciona como un regulador positivo y LadS como un regulador negativo
(Reyes, 2018). Estos datos sugieren que en A. vinelandii RetS estaria funcionando

como LadS y LadS como RetS en comparaciéon con P. aeruginosa.

3. JUSTIFICACION
Actualmente, los alginatos se utilizan en diversos campos tales como la industria
alimentaria y farmacéutica, debido a que actian como agentes estabilizadores,
espesantes, gelificantes o formadores de pelicula. Por lo que es importante
comprender los mecanismos que regulan su produccién en fuentes bacterianas
como A. vinelandii. Este trabajo permitira un mejor entendimiento de la regulacién

implicada en la biosintesis de este polimero.

4. HIPOTESIS
LadS requiere de GacS para regular la sintesis de alginatos y la expresion de los

sRNAs de la familia Rsm.

5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general
e Estudiar el papel del sistema multicomponente GacS-LadS-RetS/GacA en

la sintesis de alginatos en A. vinelandii.

5.2 Objetivos particulares:
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e Construir una doble mutante gacSladS en la cepa silvestre E de A.

vinelandii

transcripcionales rsmZ1-gusA 'y rsmY-gusA.

(AEIV) y sus derivadas

que

contienen

las

fusiones

e Medir el efecto de la mutacion en la produccion de alginatos y en la

expresion de los genes rsmZ1 y rsmY.

6. MATERIALES Y METODOS
6.1 Material biolégico

CEPA Caracteristicas Referencia Cultivo
E. coli SupE44,AlacU169,hsdR17,resAl, Gibco BRL Medio Luria Bertani
DH5a (LB)/37°C
E. coli lexA71 ::Tn 5(Def)sulA211 Daines et al., 2002 Medio Luria Bertani
Su202 ?6%%'/22@;?2AM15::W9 (LB)y37*C
Cloranfenicol 20 pg/mL
Kanamicina 30 pg/mL
E. coli Derivada de la cepa SU202 que porta los| Sanchez, 2012 Medio Luria Bertani
GR SU202 pldsmidos pSR658gacS y pSR659retS (LB)/37°C
Kanamicina 30 pg/mL
Ampicilina 100 pg/mL
Tetraciclina 20 pg/mL
E. coli Derivada de la cepa SU202 que porta los| Sanchez, 2012 Medio Luria Bertani
GL SU202 plasmidos pSR658gacS y pSR6591adS (LB)/37°C
Kanamicina 30 pg/mL
Ampicilina 100 pg/mL
Tetraciclina 20 pg/mL
E. coli F—, ompT, hsdSs (rs—,ms—), dcm, gal, Studier & Moffatt,1986 | Medio Luria Bertani
BL21 pLysS. (LB)/37°C
Cloranfenicol 20 pg/mL
E. coli Derivada de la cepa BL21 que porta el En este trabajo Medio Luria Bertani

BL21 pET2la+tladS

pladsmido pET21a+ladS

(LB)/37°C
Cloranfenicol 20 pg/mL
Ampicilina 100 pg/mL

A. vinelandii Cepa silvestre, Larsen y Haugh (1971)| Medio BS/30°C
AEIV (E) Nal R Ac. Nalidixico 10 pg/mL
AEIV Derivada de la cepa E que porta la fusion Lépez, 2018 Medio BS/30°C
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rsmzZ1- gusA

transcripcional rsmZ1-gusA

Ac. Nalidixico 10 pg/mL
Tetraciclina 20 pg/mL

AEIV Derivada de la cepa E que porta la fusion Lépez, 2018 Medio BS/30°C

rsmzZ2- gusA transcripcional rsmZ2-gusA Ac. Nalidixico 10 pg/mL
Tetraciclina 20 pg/mL

AEIV Derivada de la cepa E que porta la fusion Lépez, 2018 Medio BS/30°C

rsmY- gusA transcripcional rsmZY-gusA Ac. Nalidixico 10 pg/mL
Tetraciclina 20 pg/mL

AEIV ladS::Gm Cepa derivada de la silvestre, mutante | Reyes, 2018 Medio BS/30°C

en lads Ac. Nalic_il’_xico 10 pg/mL

Gentamicina 1 pg/mL

AEIV ladS::gm Derivada de la cepa EladS::gm que porta] Garcia, 2020 Medio BS/30°C

rsmz1- gusA la fusion transcripcional rsmZ1-gusA Ac. Nalidixico 10 pg/mL
Gentamicina 1 pg/mL
Tetraciclina 20 pg/mL

AEIV ladS::gm Derivada de la cepa EladS::gm que porta) Gonzalez, 2020 Medio BS/30°C

rsmzZ2- gusA la fusion transcripcional rsmZ2-gusA Ac. Nalidixico 10 pg/mL
Gentamicina 1 pg/mL
Tetraciclina 20 pg/mL

AEIV ladS::gm Derivada de la cepa EladS::gm que porta) Gonzalez, 2020 Medio BS/30°C

rsmY- gusA la fusion transcripcional rsmZ1-gusA Ac. Nalidixico 10 pg/mL
Gentamicina 1 pg/mL
Tetraciclina 20 pg/mL

AEIV gacA- Cepa derivada de la silvestre, | Castafieda et al.,, | Medio BS/30°C

deficiente en gacA 2000 Ac. Nal_|d|X|c_:o_ 10 pg/mL

Espectinomicina 100
pa/mL

AEIV ladS::Gm Cepa derivada de la silvestre, doble | En este trabajo Medio BS/30°C

gacS::Sp mutante en ladS y en gacS AC. NaI|Q|?<|co 10 pg/mL
Gentamicina 1 pg/mL
Espectinomicina 100
pg/mL

AEIV ladS::Gm Cepa derivada de la silvestre, doble En este trabajo Medio BS/30°C

gacS::Sp mutante en ladS y en gacS que porta Ac. NaI|(_1|_X|co 10 ug/mt
Gentamicina 1 pg/mL

rsmzZ1- gusA la fusion transcripcional rsmZ1-gusA Espectinomicina 100
pHg/mL
Tetraciclina 20 pg/mL

AEIV ladS::Gm Cepa derivada de la silvestre, doble En este trabajo Medio BS/30°C

gacS::Sp mutante en ladS y en gacS que porta Ac. Nallc.il_xmo 10 pg/mL
Gentamicina 1 pg/mL

rsmzZ2- gusA la fusion transcripcional rsmZ2-gusA Espectinomicina 100
pa/mL
Tetraciclina 20 pg/mL

AEIV ladS::Gm Cepa derivada de la silvestre, doble En este trabajo Medio BS/30°C

gacS::Sp mutante en ladS y en gacS que porta Ac. Nalidixico 10 pg/mL
Gentamicina 1 pg/mL

rsmyY- gusA la fusion transcripcional rsmZ2-gusA Espectinomicina 100

pHg/mL
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Tetraciclina 20 pg/mL

AEIV gacS::Sp Cepa derivada de la silvestre En este trabajo Medio BS/30°C
rsmzZ1- gusA mutante en gacS que porta Ac. Nallc_il_xmo 10 pg/mL
Gentamicina 1 pg/mL
la fusién transcripcional rsmZ1-gusA Espectinomicina 100
pg/mL
Tetraciclina 20 pg/mL
AEIV gacS::Sp Cepa derivada de la silvestre En este trabajo Medio BS/30°C
rsmz2- gusA mutante en gacS que porta Ac. NaI'C_i'_X'CO 10 pg/mL
Gentamicina 1 pg/mL
la fusion transcripcional rsmZ2-gusA Espectinomicina 100
pHg/mL
Tetraciclina 20 pg/mL
AEIV gacS::Sp Cepa derivada de la silvestre En este trabajo Medio BS/30°C
rsmyY- gusA mutante en gacS que porta Ac. Nalidixico 10 pg/mL

la fusion transcripcional rsmY-gusA

Gentamicina 1 pg/mL
Espectinomicina 100
pg/mL

Tetraciclina 20 pg/mL

6.2 Oligonucledtidos

) Longitud
Cebadores Secuencia Tm (°C)
(Pb)
WTS2D 5-TCC CTG CGC AGC CACGAACT -& 20 56.0
Sml 5- GAT CGG GCC TTGATGTTACC -3 20 62.0
ladSZF 5- GGA TCC ACC CAG GCC AAG AGC -3 21 60.7
ladS1D 5-CGG CAG CGC TCG GTATTCAT -3 20 60.4
gusAl 5-TGT AAC GCG CTT TCC CAC CAC -3 22 60.5
Tc Rv 5- GCT AGC AGC ACG CCATAG TGA -3’ 22 59.7
5-GTG CGG CCG CGAATT CACTAG TGATGT
ladS-Notl 51 70.7
CGA CTC AAT TGT CTACCAGCG TCC -3’
WTS2R 5-GGC GCCGAATTT CGC CTC G -3 19 64.0
6.3 Vectores
Plasmido Caracteristicas Referencia
pGEM-T Easy Vector de clonacién, posee el promotor de Promega
transcripcion T4, Amp R
pMC7 Derivado del vector de clonacion pBluescript | Castafieda et

KS (+) que porta un fragmento gacs,
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interrumpido con un casete que contiene un | al., 2000
gen de resistencia a la espectinomicina.

pET-21 a (+) Vector para la expresién inducible de proteinas | Novagen

etiquetadas con T7 en el extremo N-terminal e
His en el extremo C-terminal, posee el promotor
lactosa-inducible T7, Amp R

pET-21 a (+) ladS Vector de expresion con fragmento de ladS que | En este trabajo

codifica la regién citoplasméatica de esta cinasa

6.4 Medios de cultivo

Los cultivos de las cepas de E. coli se realizaron en medio Luria Bertani (LB) cuya

composicidn es la siguiente:

Reactivo Cantidad (g/L)
NaCl 5.0
Extracto de levadura 5.0
Peptona de caseina 10.0
Agar Agua* 15.0

*Adicionar en caso de preparar medio sélido

Los cultivos de las cepas de A. vinelandii se realizaron en medio minimo Burk

Sacarosa (BS) cuya composicion es la siguiente:

Reactivo Cantidad (g/L)
KoHPO, 8.0
KH,PO4 2.0

Sacarosa 200.0

CaCl,.2H,0 7.3
Na;SO4 18.3
MgCl,.6H,O 16.0
FeS0.4.7H,0O 5.0
NaMo00O4.2H,0 0.2

Para medio solido se adiciona:
Agar bacteriol6gico 15.0

*Ajustar a pH 7.2

Para inducir el estado de competencia, las cepas de A. vinelandii se cultivaron en

medio de competencia CM cuya composicion es la siguiente:
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Reactivo Cantidad (g/L)
K:HPO, 8.0
KH,PO, 2.0
Sacarosa 200.0
CaCI2.2H20 7.3
Na,SO, 18.3
MgCl,.6H,O 16.0
Para medio sélido se adiciona:
Agar bacteriologico 15.0

*Ajustar a pH 7.2

6.5 Metodologias
6.5.1 Extraccion de pldsmido por MaxiPrep de E.coli

1. Cultivar la cepa en 50 mL de LB 12 h con antibiético de seleccion a 37 °C a 200

rpm.

2. Transferir las células a un tubo Falcon de 50 mL, centrifugar 2 min.

3. Resuspender la pastilla en 10 mL de MgSO4 10 mM, centrifugar 2 min.
4. Resuspender la pastilla en 1.5 mL la solucién de lisis alcalina .

5. Agregar 3.5 mL de la solucion Il e invertir el tubo lentamente 2-3 veces.

6. Agregar 2.5 mL de la solucion Il e incubar durante 10 min en hielo, agitar

fuertemente antes de incubar.
7. Centrifugar 10 min y transferir el sobrenadante a tubos Falcon de 15 mL.

8. Precipitar el DNA con 1 volumen de isopropanol, mantener en hielo 15 min y

centrifugar 10 min.
9. Decantar el sobrenadante.
10. Lavar la pastilla con 1 mL de etanol al 70%, centrifugar 2 min.

11. Repetir el lavado 3 veces.
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12. Secar la pastilla, resuspenderla en 200 yL de RNAsa diluida (20 mg/mL), e
incubar 12 h a 37 °C.

-Solucion I. Para 100 mL: Glucosa 50 mM 0.9g, EDTA 10 mM 0.37 g, Tris 25 mM
0.3g,pH 8.0

-Solucién II: NaOH 2N, SDS 10%

-Solucioén I1I: Para 100 mL: Acetato de potasio 3 M 29.45 g, Ac. Acético Glacial pH
4.8.

6.5.2 Extraccion de plasmido de E. coli por perclorato

1. Inocular 5 mL del medio adecuado con antibi6tico de seleccién, incubar 12 h, 37
°C a 200 rpm.

2. Centrifugar el cultivo en tubos Falcon de 15 mL, desechar sobrenadante.

3. Resuspender pastilla en 175 pL de solucion TES y pasar a tubos Eppendorf.

N

. Agregar 25 pL de lisozima (10 mg/mL) y mantener 20 min en hielo.

(9)]

. Agregar 400 pL de agua helada e incubar 15 min a 73 °C.

(o]

. Centrifugar 15 min y transferir sobrenadante a tubo nuevo.

~

. Agregar 60 pL de NaClO4 5M.

oo

. Agregar 600 pL de isopropanol, mezclar y centrifugar 15 min.
9. Lavar el pellet con etanol al 70% 3 veces.

10. Secar la pastilla y resuspender en 50 yL de RNAsa diluida (20mg/mL) e
incubar 1 h a 37 °C.

-Solucién TES: Sacarosa al 15%, TRIS 50 mM a pH 8.5, EDTA 50 mM a pH 8.0.
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6.5.3 Obtencion de ADN total de A. vinelandii.

1.- Crecer las células en medio Burk Sacarosa con antibiético de selecciéon durante
2 dias a 30°C.

2.- Cosechar las células y lavar con MgSOa para quitar alginato.

3.-Eliminar el sobrenadante y resuspender la pastilla con 300 uL de TE (Tris-

EDTA) 50:20 y pasarlos a un tubo Eppendorf.

4.-Centrifugar a 12 000 rpm por 5 min, eliminar el sobrenadante y resuspender la
pastilla en 450 uL de TE 50:20

5.-Agregar 50 pL de lisozima (10 mg/mL), mezclar e incubar a 37° C por 30 min.
6.-Agregar 50 pL de proteasa (10 mg/mL), mezclar e incubar a 37° C por 30 min.

7.-Agregar 50 pL de SDS al 10%, mezclar e incubar a 37° C por 15 min o hasta

observar una solucién viscosa.
8.-Agregar 100 pL de NaCl 5 M, mezclar e incubar a 65° C por 10 min.

9.-Agregar 80 pL de CTAB 10% / NaCl 0.7 M (esta solucion se debe incubar

previamente a 65° C por 5 min para facilitar su manejo).

10.-Mezclar e incubar a 65° C por 20 min, agregar 500 uL de Cloroformo-Alcohol

Isoamilico 24:1, vortexear y centrifugar a 12 000 rpm por 5 min.

11.-Pasar el sobrenadante a un nuevo tubo Eppendorf, hacer esto con cuidado

para no arrastrar restos celulares en suspension.
12.-Agregar 10uL de silica a la muestra y dejar reposar 10 min.
13.-Centrifugar por 2 min y decantar el sobrenadante.

14.- Lavar pastilla 3 veces con 500uL de la solucién de New Wash (1pL de la

solucion stock 10X, 9 ml de agua destilada y 10uL de etanol absoluto)
15.- Resuspender con vortex y centrifugar a 13,000 rpm por 2 min.

16.- Retirar todo el sobrenadante y se secara el pellet a 55°C.
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17.-Resuspender en 30uL de RNAsa diluida (2uL/ml de H20) e incubar por 1h a
37°C.

18.-Centrifugar 13,000 rpm y tomar cuidadosamente el sobrenadante (evitando

tomar restos de silica) para pasarlo a un nuevo tubo Eppendorf.

6.5.4 Preparacion de células competentes de A. vinelandii

1.- Sembrar en una placa de CM la cepa que se desea transformar, incubar por 48

horas a 30°C (ler pase).

2.- Realizar un segundo pase a placa CM cultivando sobre toda la superficie de la

placa (masivo) e incubar por 18-24 horas a 30°C.

3.- Recuperar las células por centrifugaciéon 13 000 rpm/10 min para proceder a

transformar.

6.5.4.1 Transformacién de A. vinelandii

1. Resuspender las células en 2 mL de MgSO4 10 mM.

2. Tomar 200 uL de células competentes y agregar 50 yL de DNA plasmidico
en un tuvo Eppendorf.

3. Colocar la mezcla sobre medio CM sdlido, extender la solucion células-DNA
con movimientos suaves. Incubar a 30 °C durante 48 h.

4. Recolectar el tapete, lavar con 1 mL de MgSO4 10 mM y resuspender en
200 pL de esta misma solucion.

5. Plaquear en medio BS con antibi6tico(s) de seleccion.

6. Incubar a 30 °C durante 48 h.

7. Seleccionar las colonias transformantes.
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6.5.5 Cuantificacion de proteina por el método de Lowry

Tomar 1 mL del cultivo problema.
Centrifugar células y lavar con MgSO4 10 mM.

Resuspender nuevamente el paquete celular en 1 mL de MgSO410 mM

P w0 N PRF

Tomar de 5 a 10 pl de muestra (dependiendo de densidad celular) y llevar a
200 pl con de MgSO4 10 mM en otro tuvo Eppendorf.

5. Afadir 1 mL de la solucion reactiva y dejar reposar a temperatura ambiente
durante 10 min.

6. Anadir 100 uL del reactivo de Folin diluido con un volumen de agua destilada y
dejar reposar a temperatura ambiente durante 30 min.

7. Leer absorbancia 625 nm.

8. Simultdneamente realizar una curva de calibracion utilizando un estandar de

albumina para calcular los ug prot/mL

Albamina (2 pg/pl) H20(pl)
2 198 ul
4 196 ul
8 192 ul
16 184 ul
32 168 ul

Solucién reactiva (se prepara al momento):

Mezclar 1 mL de solucion C + 1 mL de solucion B + 98 mL de solucion A
Solucion A: Na2CO3 2% en NaOH 0.1 N

Solucién B: Tartrato de Na y K 2%

Solucién C: CuS04 1%

6.5.6 Cuantificacion de la actividad B-glucuronidasa.
1.- Obtener un pre-indculo de 18-24 h de A. vinelandii.

2.- Inocular 50 mL BS con 1 mL de pre-inéculo anterior, incubar a 30°C por 48 h.
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3.- Tomar 1 mL de cultivo o mas dependiendo de la densidad celular y centrifugar

para obtener el paquete celular.
4.- Resuspender la pastilla en 1 mL de MgSO4

5.- Tomar 10 yL de muestra y agregar 355 uL de Buffer Z. Preparar al mismo
tiempo el blanco que contenga 365 pL de buffer Z y procesarlo junto con las

muestras. (Vol tRx)

5.- Agregar 5 pL de lisozima 10mg/mL e incubar tubos 5 min a 37°C en bafio

Maria.
6.- Agregar 5 pL de solucion de Triton 10%.

7.- Agregar 50 pL del sustrato de la enzima PNPG (P-nitrofenil- B-D-
glucopirandsido), transferir los tubos inmediatamente a un bafio de agua a 28°C y

cronometrar el tiempo de inicio de la reaccion.
8.- Agregar 75 pL de solucion de Na2COs para detener la reaccion.
9.- Leer la absorbancia a 405 nm contra el blanco.

Las unidades reportadas son unidades Miller que equivalen a los nmoles de para-
nitrofenil generados cada minuto a 28°C/mg de proteina.

U B-glucoronidasa = DOact (405) (1000)

(0.018) (t Rx min) (Vol Rx) (ug prot/mL)

Lisozima: Disolver 10 mg de lisozima en 1 mL de agua destilada (10 mg/mL)
PNPG: Disolver 40 mg de PNPG (P-nitrofenil-3-D-glucoronido) en 10 mL de agua.
Na2COa: Disolver 12.72 g de Na2COs en 100 mL de agua destilada.

Triton 100X: Solucién 10% v/v de tritbn en agua destilada estéril.
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Buffer Z Stock de 10 mL Pesar Diluir en
KoHPO, 0.03 M 05M 0.87 g 3mL
KH2PO4 0.02 M 05M 0.68 g 2mL
EDTA 0.001 M 0.25 M 0.93¢g 0.2 mL
DDT 0.005 M 0.25 M 0.38¢g 1mL
Vf=50 mL

6.5.7 Cuantificacion de alginato

1.

Precultivo de 25 mL de medio de cultivo BS con antibiotico de seleccion

durante 18-24 h de las cepas en cuestién a 30 °C

2. Cultivo de 48 h por triplicado sin antibi6ticos.

Tomar y centrifugar aprox. 10 mL de cultivo y colectar sobrenadante en
tubos de 50 mL.
Lavar las células con EDTA 0.01 M, vortexear y centrifugar 10 min

5. Colectar el sobrenadante en el mismo tubo donde se colecté anteriormente

el sobrenadante.

Separar las células y determinar proteina por método de Lowry.

7. Precipitar sobrenadante con 1 volumen de isopropanol frio.

Recuperar precipitado (alginato), secar y resuspender en un volumen

apropiado de agua desionizada.

Reaccion alginato carbazol:

1.

Depositar 1.5 mL de solucion de &cido sulfurico-boratos en tubos de ensayo
de vidrio previamente sumergidos en hielo.

Colocar 175 pL de la soluciéon problema.

Correr paralelamente una curva estandar de alginato con las siguientes

concentraciones:

Tubo ML de solucion stock ML de agua desionizada

1 175 0

2 140 35

3 105 70

4 70 105

5 35 140

6 17.5 157.5

7 8.75 166.25
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8 (Blanco) | 0 | 175

Anadir 50 pL de carbazol al 0.1%, vortexear cuidadosamente
Colocar la reaccion en bafio de agua en termoblock a 50 °C durante 30 min.
Dejar que los tubos se enfrien.

Medir absorbancia a 530 nm en celdas de cuarzo.

© N o g B

Reportar en mg de alginato/ mg de proteina.

-Solucién &c. Sulfdrico-boratos: Acido sulftrico 146 mL, soluciéon boratos 4 mL,

volumen final 150 mL.

6.5.8 Cuantificacién de la actividad B-galactosidasa.

1.- Obtener un pre-indculo de 8 h de E. coli

2.- Inocular un cultivo de LB con el pre-indculo anterior, incubar a 37°C por 12 h.

3.- Tomar 1 mL de cultivo o mas dependiendo de la densidad celular y centrifugar

para obtener el paquete celular.
4.- Resuspender la pastilla en 1 mL de MgSO4

5.- Tomar 20 yL de muestra y agregar 710 uL de Buffer Z. Preparar al mismo
tiempo el blanco que contenga 730 uyL de buffer Z y procesarlo junto con las

muestras. (Vol tRx)

5.- Agregar 10 pL de lisozima 10 mg/mL e incubar tubos 5 min a 37°C en bafio
Maria.

6.- Agregar 10 pL de solucion de Tritén 10%.

7.- Agregar 100 pL del sustrato de la enzima ONPG (ortho-nitrofenil-B-
galactoésido), transferir los tubos inmediatamente a un bafio de agua a 28°C y

cronometrar el tiempo de inicio de la reaccion.
8.- Agregar 150 pL de solucidon de Na2COs para detener la reaccion.

9.- Leer la absorbancia a 420 nm contra el blanco.
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Las unidades reportadas son unidades Miller que equivalen a los nmoles de para-

nitrofenil generados cada minuto a 28°C/mg de proteina.

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

(0.0045) (t Rx min) (Vol Rx) (ug prot/mL)

Lisozima: Disolver 10 mg de lisozima en 1 mL de agua destilada (10 mg/mL)

ONPG: Disolver 45 mg de ONPG (ortho-nitrofenil- B-galactosido) en 10 mL de
agua.
Na2COs: Disolver 12.72 g de Na2COsz en 100 mL de agua destilada.

Triton 100X: Solucién 10% v/v de tritbn en agua destilada estéril.

Buffer Z Stock mL Stock/ 50 mL
Na;HPO4 0.06 M 0.5M 6 mL
NaH2PO4 0.04 M 0.5M 4 mL
KCI 0.01 M 1.0M 0.5mL
MgSO4 0.001 M 1.0M 50 pL
B-mercaptoetanol 0.05 M 14.3 M 175 pL

6.5.9 Expresién de laregién citoplasmética de LadS
1.- Obtener un pre-inéculo de 12 h de E. coli BL21

2.- Inocular un cultivo de LB méas los antibi6ticos de seleccién (Amp/Cm) con el
pre-in6culo anterior, incubar a 37°C hasta una D.0.=0.5-0.7 (2 horas

aproximadamente)

3.- Inducir la expresiéon adicionando IPTG a una concentracion final de 0.75 mM.

Antes de la induccion, tomar 1 mL de cultivo (t=0)

4.- Incubar el cultivo a 37°C con agitacion durante 4 horas

5.- Cosechar las células por centrifugacion y eliminar el sobrenadante
6.- Lavar las células con 1 mL de MgSOa

7.- Almacenar a -20 °C hasta que las muestras estén listas para procesar
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6.5.10 Obtencidn del extracto soluble
1.- Descongelar las células obtenidas de la induccion
2.- Resuspender en 1 mL de buffer nativo de union

3.- Sonicar las células con 6 o 7 pulsos de 10 segundos cada uno con una
amplitud de 80

4.- Centrifugar el lisado a 13 000 rpm durante 15 minutos
5.- Separar la fraccion soluble (sobrenadante) de la fraccidn insoluble (precipitado)

7.- Almacenar a 4°C hasta que las muestras estén listas para procesar

6.5.11 Cromatografia de afinidad IMAC Ni-NTA
1.- Tomar 1 mL de resina Ni-NTA y colocarlo en un tubo cénico de 15 mL
2.- Centrifugar 6 000 rpm, 1.5 minutos y eliminar el sobrenadante

3.- Resuspender en 1 mL buffer de unién, centrifugar 6 000 rpm, 1.5 minutos y

eliminar el sobrenadante. Repetir una vez mas

5.- Agregar 4 mL del extracto soluble a la resina previamente equilibrada, dejar en

agitacion durante una hora a 4 °C.

6. Colocar la resina con el extracto soluble en la columna de purificacién y

recuperar la fraccion no pegada en un tubo cénico de 15 mL

7. Realizar 2 lavados con 4 mL de buffer de lavado, recolectar cada lavado en un

tubo coénico de 15 mL

8.- Finalmente, adicionar 2 mL de buffer de elucién y recuperar 4 fracciones en

microtubos de 1.5 mL

9.- Almacenar las muestras a 4°C hasta que se corra la electroforesis, PAGE-SDS
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Buffer de unién pH 8
50 mM NaH2PO4

300 mM NacCl

10 mM Imidazol

Buffer de lavado pH 8
50 mM NaH>PO4

300 mM NacCl

20 mM Imidazol

Buffer de elucién pH 8
50 mM NaH>PO4

300 mM NacCl

300 mM Imidazol

6.5.12 Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes PAGE-SDS

1.- Tomar 25 pL de cada una de las fracciones obtenidas de la purificacion y del

extracto soluble e insoluble, adicionar 25 L de buffer reductor
2.- Hervir las muestras a 95 °C durante 5 minutos
3.- Cargar 10 pL de cada muestra en el gel de poliacrilamida

4.- Correr la electroforesis a 70 volts en el gel de concentrado y el gel de corrida a
100 volts.

5.- Retirar el gel de la cAmara y proseguir con la tincién con azul de Coomassie

Buffer reductor
Agua desionizada 3.55 mL
Tris-HCI 0.5 M pH 6.8 1.25mL
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Glicerol 2.5mL

SDS 10% 2.0mL

Azul de bromofenol 0.5% 0.2 mL
Volumen total 9.5 mL

*Al momento de usar agregue 50 pL de B-mercaptoetanol a 950 pL de buffer reductor.

Gel de corrimiento

Reactivo 10 mL al 10%
Agua destilada 2.74 mL
Tris/HCI 1.5 M pH 8.8 3.76 mL
Acrilamida 29%/bis 1% 3.3mL
SDS 10% 100 pL
Persulfato de amonio 10% 100 pL
TEMED 10 pL
Gel de concentrado
Reactivo
Agua destilada estéril 3.68 mL
Tris/HCI 0.5 M pH 6.8 625 pL
Acrilamida 29%/bis 1% 584 uL
SDS 10% 50 pL
Persulfato de amonio 10% 50 L
TEMED 5puL
Buffer de corrimiento
Reactivo Concentracién/L
Tris-base 3.02¢g
Glicina 14.4¢
SDS 1lg

El SDS se agrega al final y se agita suavemente. Guardar el buffer a 4 °C.

6.5.13 Tincién con azul de Coomassie

1.- Colocar el gel de poliacrilamida en la solucion de azul de Coomassie en

agitacion durante una hora

2.- Eliminar el exceso de colorante con la soluciéon de destefliido en agitacion

durante 30 minutos



2.- Una vez transcurrido el tiempo cambiar la solucién de destefiido y dejar en
agitacion hasta la visualizacién de las bandas (si es necesario se deja durante

toda la noche)

3.- Retirar la solucidén de destefiido y conservar el gel en agua destilada

Solucion de tefiido: azul de Coomassie 0.05%, acido acético 10% y metanol 50%
Solucién de destefiido: acido acético 10%, metanol 50%

6.4.14 Amplificacién de genes por PCR

Reactivo Volumen
Buffer 10X 5L
Nucledtidos 1.25 mM 8 pl
Primer Fw 1pl
Primer Rv 1ul
Tag ADN polimerasa 0.2 uL
DNA 1:5 1ul
H20 33.8 L
Volumen final 50 uL

7. RESULTADOS

7.1 Construccion de la doble mutante gacSladS de A. vinelandii cepa E
(AEIV)

Para poder determinar la relacion funcional entre GacS y LadS se generd una
doble mutante en los genes que codifican para estas cinasas. La mutante doble se
genero por doble recombinacién homéloga utilizando el vector mutagénico pMC7
(gacS::Sp) (Castafieda et. al, 2000) el cual se us6 para transformar células
competentes de la mutante EladS::Gm, la cual presenta un fenotipo de produccién

de alginato aumentada (figura 7).
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Figura 7. A) Fenotipo mucoide de la mutante EladS::Gm de Azotobacter vinelandii. B)
Vector mutagénico pMC7 derivado del vector pBluescript KS (+) que porta el fragmento
gacS de 2.5 kb, interrumpido con un casete de 2 kb que contiene un gen de resistencia a
la espectinomicina.

La mutacion en gacS se verific6 mediante la amplificacion del locus interrumpido
por el casete de resistencia a estreptomicina, usando el oligonucleétido delantero
WTS2D que se ubica rio arriba de la insercion del casete y el reverso Sm1l que se
hibrida en el gen de resistencia. Como control positivo de amplificacion se utilizé el
vector pMC7 y como control negativo, DNA genémico de la cepa E para la cual no
se observa amplificacién. Paralelamente, se verific6 por PCR la presencia de la
mutacion en el gen ladS utilizando los oligonucleétidos ladSZF y ladS1D (figura
8A).

Ademas, para descartar la presencia de alelos silvestres, se realizé una PCR
utilizando el par de oligonucle6tidos WTSD y WTS2R que amplifican el gen gacS,
Se observa en la figura 8B la amplificacién del gacS en la cepa silvestre con un peso
de 2100 pb. No se observa amplificacion del gen silvestre en las recombinantes,

verificando asi la ausencia de alelos silvestres en las cepas recombinantes.
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Figura 8. Corrimiento electroforético de los productos de las amplificaciones para la
verificacion de la doble mutante EladSgacS. A) Carril 1: amplificacién de ladS, cepa
silvestre (827 pb). Carriles 3, 4 y 5: amplificacion de ladS de la cepa mutante (727 pb)
Carril 6: marcador de peso molecular, 1 Kb. Carril 7: control positivo de amplificacién (353
pb). Carril 8: control negativo. Carril 9, 10 y 11: amplificacion de gacS de las cepas
recombinantes (353 pb). B) Carril 1. marcador de peso molecular, 1 Kb. Carril 2:
amplificacion de gacS, cepa silvestre (2100 pb). Carril 3, 4 y 5. no se observa
amplificacion del gen silvestre en las recombinantes.

7.2 Efecto de la mutacién doble gacS ladS en la produccion de alginatos

Una vez comprobadas las mutaciones en ladS y gacS se procedié a determinar su
efecto sobre la produccion de alginato mediante la cuantificacion de la produccién
del polimero en medio liquido. En la cepa E ladS::Gm se observa un aumento en
la produccion de alginato con respecto a la cepa de tipo silvestre, resultado que
confirma los datos obtenidos anteriormente por Reyes en 2018. En la mutante
doble se encontré una disminucion en la sintesis de alginato con respecto a la
cepa silvestre y a la mutante sencilla E ladS::Gm (Figura 9). Interesantemente el
fenotipo observado en la mutante E gacSladS es muy similar al observado en la

mutante sencilla gacS.
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Figura 9. A) Fenotipo mucoide en diferentes cepas de Azotobacter vinelandii. AEIV:
cepa silvestre de A. vinelandii, E ladS::Gm: mutante en ladS, E gacS::Sp: mutante en
gacS, E ladS::Gm gacS::Sp: mutante doble en gacS ladS. B) Cuantificacién de alginato
de las cepas AEIV, E ladS, E gacS y E gacS ladS

La disminucion de la sintesis de alginato observada en la mutante E ladS::Gm
gacS::Sp nos sugiere que LadS requiere de la presencia de GacS para llevar a
cabo su funcién, esta observacion nos llevd a plantearnos la idea de la existencia
de una probable interaccion entre las cinasas LadS y GacS. Sin embargo, el
ensayo de doble hibrido cualitativo previamente realizado en el laboratorio indica
que no ocurre tal interaccion (Sanchez, 2012).

7.3 Ensayo de doble hibrido cuantitativo de las cinasas Gacs/RetS y
GacS/LadS de A. vinelandii

Con el objetivo de descartar una interaccion minima posible entre GacS y LadS se
llevo a cabo el ensayo de doble hibrido cuantitativo de las cepas generadas en el
trabajo de Sanchez (2012) para determinando la actividad B-galactosidasa del
reportero del sistema.
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Actividad B-galactosidasa
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Figura 10. A) Cuantificacion de la actividad B-galactosidasa del reportero del sistema de
doble hibrido LexA usado para establecer la interaccidon entre GacS, LadS y RetS. B)
Fenotipo observado respecto a la fermentacion de lactosa asociado a la interaccion en el
sistema. Control: fenotipo lactosa positivo, sin interaccion en el sistema. GacS/RetS:
fenotipo lactosa negativo, interaccion entre estas cinasas. GacS/LadS: fenotipo lactosa
positivo, sin interaccién de estas cinasas.

Como se observa en la figura 10, no hay interaccién entre GacS y LadS ya que la
actividad es semejante al de la cepa control. Por otra parte, la interaccion entre
GacS y RetS provoca la disminucion de la actividad B-galactosidasa comparada
con el control. Los resultados obtenidos de la cuantificacion de la actividad de la (3-
galactosidasa concuerdan con el fenotipo observado respecto a la fermentacién de
lactosa para cada cepa, confirmando que el sistema no detecta interaccion entre

las cinasas GacS y LadsS.

En P. aeruginosa se han realizado de igual forma ensayos para determinar la
existencia de interaccion entre las LadS y GacS, demostrando que estas cinasas

no forman heterodimeros entre si (Chambonnier et al. 2016).
7.4 Construccion de las mutantes dobles gacSladS en las cepas E de A.

vinelandii que portan las fusiones transcripcionales rsmZ1l-gusA, rsmZ2-

gusA yrsmY-gusA
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Para determinar el efecto de la doble mutacidn en la expresion de los genes
rsmZ1l, rsmZ2 y rsmY se generaron las dobles mutantes gacSladS en cepas que

portan las fusiones rsmZ1-gusA, rsmz2-gusA y rsmY-gusA.

La doble mutacién gacS/ladS se generd por el método de lisis celular en células
competentes de las cepas E ladS::gm de A. vinelandii que portan las fusiones
transcripcionales rsmZ1-gusA, rsmZ2-gusA y rsmY-gusA previamente construidas

en el laboratorio (Garcia, 2020).

La mutacion en gacS se verific6 mediante la amplificacion del locus interrumpido
por el casete de resistencia a estreptomicina, usando el oligonucleétido delantero
WTS2D que se ubica rio arriba de la insercion del casete y el reverso Sml que
hibrida en el gen de resistencia. Como control positivo de amplificacion se utilizé el
vector pMC7 y como control negativo, DNA gendmico de la cepa E para la cual no
se observa amplificacion. Por otra parte, se verifico por PCR la presencia de las
fusiones transcripcionales con el oligonucle6tido Tc-Rv que hibrida en el casete de
resistencia a tetraciclina y gusAl que empalma con el gen reportero gusA. Como
control positivo de amplificaciéon se utilizé el vector pUMA Tc gusA T (Figura 11
A). Paralelamente, se verifico por PCR la presencia de la mutacién en el gen ladS

utilizando los oligonucleoétidos ladSZF y ladS1D (figura 11 B).
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Figura 11. Corrimiento electroforético de los productos de las amplificaciones para
la verificacién de la doble mutacion ladS gacS en las cepas AEIV ladS::gm con las
fusiones rsmZ1-gusA, rsmZ2-gusA y rsmY-gusA. A) Carril 1, 2, 3 y 4: amplificacion de
gacS en las cepas recombinantes (353 pb). Carril 5: Control negativo de amplificacién.
Carril 6: control positivo de amplificacion de gacS (353 pb). Carril 7: marcador de peso
molecular, 1 kb. Carril 8: control positivo de amplificacibn para las fusiones
transcripcionales (499 pb). Carril 9, 10, 11 y 12: cepa control (sin regién reguladora, 499
pb), rsmZ1 (885 pb), rsmz2 (953 pb), rsmY (903 pb). B) Carril 1: marcador de peso
molecular, 1 kb. Carril 2: amplificacion de ladS, cepa silvestre (827 pb). Carril 3, 4, 5y 6:
amplificacién de ladS de la cepa mutante (1727 pb).

7.5 Construccién de las mutantes gacS en las cepas E de Azotobacter
vinelandii que portan las fusiones transcripcionales rsmZ1l-gusA, rsmZ2-

gusA

Para poder comparar el efecto de la doble mutacion sobre la expresion de los
rsms-sRNAs con respecto al producido por la mutacién sencilla en gacS, se
generd esta mutacion en las cepas E de A. vinelandii que portan las fusiones
transcripcionales rsmZ1-gusA, rsmZ2-gusA y rsmY-gusA previamente construidas
en el laboratorio usando el vector pUMA Tc gusA T el cual se replica en A.
vinelandii (figura 12) (Lopez, 2018).
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Figura 12. Plasmido con las fusiones transcripcionales y el gen reportero gusA (B-
glucoronidasa) (L6pez, 2018).

La mutacion en gacS se verific6 mediante la amplificacion del locus interrumpido
por el casete de resistencia a estreptomicina, usando el oligonucleétido delantero
WTS2D que se ubica rio arriba de la insercion del casete y el reverso Sml que
hibrida en el gen de resistencia. Como control positivo de amplificacion se utilizé el
vector pMC7 y como control negativo, DNA gendmico de la cepa E para la cual no
se observa amplificacion. Por otra parte, se verificO por PCR la presencia de las
fusiones transcripcionales con el oligonucle6tido Tc-Rv que hibrida en el casete de
resistencia a tetraciclina y gusAl que empalma con el gen reportero gusA. Como
control positivo de amplificaciéon se utilizé el vector pUMA Tc gusA T (Figura 13
A).

Ademas, para descartar la presencia de alelos silvestres se realiz6 una PCR
utilizando el par de oligonucle6tidos WTSD y WTS2R que amplifican el gen gacsS;
verificando asi la ausencia de alelos silvestres del gen en las recombinantes para

todas las cepas generadas (figura 13 B).
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Figura 13. A) Corrimiento electroforético de los productos de las amplificaciones
para la verificacion de la mutacion gacS en las cepas AEIV con las fusiones rsmZ1-
gusA, rsmZ2-gusA y rsmY-gusA. Carril 1, 2, 3y 4: amplificacion de gacS en las cepas
recombinantes (353 pb). Carril 5: control negativo de amplificacion. Carril 6: control
positivo de amplificacién (353 pb). Carril 7: marcador de peso molecular, 1 kb. Carril 8:
control positivo de la amplificacion para las fusiones transcripcionales (499 pb). Carril 9,
10, 11 y 12: cepa control (sin regién reguladora, 499 pb), rsmZ1 (885 pb), rsmZ2 (953 pb),
rsmY (903 pb). B) Primer carril: marcador de peso molecular. Segundo carril:
amplificaciébn de gacS en la cepa silvestre (2100 pb). Carril 3, 4, 5, 6, 7, 8 y 9: sin
amplificacion del gen silvestre en las recombinantes.

7.6 Efecto de la mutacién sencilla gacS y la doble mutacion gacSladS sobre

la expresion de los rsms-sRNAs

Posteriormente a la comprobacion de las mutaciones y para determinar el efecto
de la doble mutacién gacSladS sobre la expresion de los genes rsmZ1, rsmZ2 y
rsmY, se procedié a medir la actividad B-glucuronidasa, enzima codificada por el

gen gusA que es el reportero de las fusiones transcripcionales (figura 14).
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Figura 14. Efecto de la doble mutacion gacS ladS en la actividad de gen reportero gusA
de las fusiones transcripcionales rsmzl, rsmZ2 y rsmY.

El grafico muestra cémo la actividad de las fusiones transcripcionales de los rsm-
sRNAs cuantificados disminuye considerablemente tanto en la mutante gacS
como en la mutante doble gacS ladS en comparacion con la expresion observada
en la cepa de tipo silvestre. Estos resultados confirman la jerarquia de GacS con
respecto a LadS en la cascada de regulacion, apuntando también a que el efecto
de regulacion de LadS es a través de GacS. Como nos planteamos anteriormente

LadS estaria entonces relacionada funcionalmente con Gacs.

Hasta ahora solo se habia evaluado el efecto de la mutacién ladS sobre la
produccion de alginato, concluyendo que LadS actia como un regulador negativo
en el sistema (Reyes, 2018); sin embargo, no se habia comprobado que la
regulacion que ejerce esta cinasa es a través de la via Gac-Rsm. Por lo que, en un
trabajo en paralelo en el laboratorio realizado por Garcia (2020) se cuantifico la
actividad B-glucoronidasa de las fusiones transcripcionales rsmz1-7 y rsmY en el

fondo genético con la mutacion en el gen ladS (figura 15).
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Figura 15. Efecto de la mutacion ladS en la actividad de gen reportero gusA de las
fusiones transcripcionales rsmz1, rsmZ2, rsmZ3, rsmZ4, rsmZ5, rsmZ6, rsmZ7 y rsmY.

Como podemos observar en la grafica, existe para la mayoria de los rsm-sRNAs
un aumento en su expresion en la cepa mutante E ladS::Gm en comparacién con
la cepa de tipo silvestre. Ademas, RsmZ1 y RsmZ2, que ya se ha visto estan
involucrados en la produccion de alginato se sobre expresan en la cepa mutante E
ladS::Gm. Como se esperaba estos resultados coinciden con el aumento en la
produccién de alginato observado anteriormente en la mutante ladS, ya que al
retirar el regulador negativo del sistema se observaria un aumento de la expresion
de los rsm-sRNAs. El resultado obtenido, también nos estaria indicando que la
regulacion sobre la expresion de los rsm-sRNAs que ejerce LadS es a través de la
via Gac-Rsm, concordando con lo reportado en el modelo de P. aeruginosa donde
se ha demostrado que el efecto positivo que ejerce LadS sobre la expresion de

rsmZy rsmY depende de la participacion de GacS (Chambonnier et al., 2016).
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En conjunto, los resultados indican que LadS regula la sintesis de alginato a través
la via Gac-Rsm y que esta regulacion requiere la presencia de la cinasa GacS; sin
embargo, con estos resultados una de las hipétesis seria que existe interaccion
directa entre GacS y LadS; sin embargo, en el ensayo de doble hibrido tanto

cualitativo como cuantitativo no fue posible detectar dicha interaccion.

7.7 Construccion del vector de expresion pET21a+ladS

Como una alternativa para poder determinar si LadS interactia con GacsS,
decidimos llevar a cabo un ensayo tipo pull down. Con este enfoque, realizamos
una PCR con el par de oligonucleéticos ladS-Notl/ladSZF que amplifican la regién
citoplasmatica de LadS, después se clondé este amplicon en el vector de

mantenimiento pGEMT-Easy (figura 16).

[RSSRN—Y 3000 pb

PGEM-IadS
4553 02

1551 pb

Figura 16. Clonacion de la regi6on citoplasméatica de LadS en el vector de
mantenimiento pGEMT-Easy. A) Carril 1: marcador de peso molecular, 1 kb. Carril 2y 3:
corrimiento electroforético del producto de amplificacion de la regién citoplasmética de
LadS (1551 pb). B) Carril 1: marcador de peso molecular, 1 KB. Carril 2 y 3: corrimiento
electroforético de la digestién del vector pGEM ladS con las enzimas Notl y BamHI que
liberan el fragmento de ladS (1551 pb) y el vector pGEM (3000 pb).
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Posteriormente el fragmento ladS se escindio con las enzimas Notl y BamHI para
finalmente subclonarlo en el plasmido de expresion pET21a+, generando asi el
plasmido pET2la+ ladS. La verificacion de la construccion de este vector se
realizd6 por patron de restriccion. Se observa en la figura 17 el corrimiento
electroforético de las digestiones con BamHI, que lineariza el vector; utilizando las
enzimas BamHI y Notl, que libera a ladS y al vector pET2la+; finalmente la
digestion de ladS con Pstl, que genera los fragmentos con un peso de 4791 pb,
1533pb y 654 pb.

Pl 5411 pb 5000
e 4791 pb

1567pb 1500 1533 pb

700 654 pb

500

Figura 17. Verificacion por patréon de restriccion de la construccion pET2l1a+ ladS.
Primer gel (de izquierda a derecha). Carril 1: Marcador de peso molecular, 1 kb. Carril 2,
3,4, 5,6y 7: linearizacion del vector pET21a+ ladS con BamHI (6978 pb). Segundo gel.
Carril 1: Marcador de peso molecular, 1 kb. Carril 3: patron de restriccion con BamHI y
Notl del vector pET21a+ ladS que libera a ladS (1567 pb) y al vector pET21a+ (5411 pb).
Tercer gel. Carril 1: Marcador de peso molecular, 1 kb. Carril 2 y 3: patron de restriccion
con Pstl del vector pET21a+ ladS que genera fragmentos de 4791 pb, 1533pb y 654 pb.

7.8 Transferencia del plasmido pET21a+ ladS a la cepa de E. coli BL21

La transformacion del vector pET21a+ ladS se llevo a cabo en la cepa de E. coli
DH5a y ya que el vector pET21a+ se utiliza para la expresion de proteinas fue
necesario realizar la transformacion de la cepa de E. coli BL21 pLysS con esta
construccion. El vector pET21a+ posee una resistencia particular ampicilina, el
promotor inducible por lactosa lacl y tiene disponible una secuencia His-Tag C-

terminal.
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Cabe mencionar que la cepa E. coli BL21 cuenta con el sistema de transcripciéon
que reconoce el origen de replicacidon del vector pET21a+, ademas que su sistema
proteolitico esta atenuado.

Pstl

(1 )
MC;
17 terminag.,

PET-21a(+)-ladS
6978 bp

BamMl

BamHI

6978 pb

4244 pb 4791 pb

1533 pb

642 pb 654 pb

Figura 18. Verificacion por patrén de restriccién de la construccion pET21a+ ladS en
la cepa de E. coli BL21. Arriba se muestra el plasmido pLysS y el vector pET21a+ ladS y
los sitios de corte de las enzimas utilizadas. Abajo izquierda. Carril 1: Marcador de peso
molecular, 1 kb. Carril 2, 3, 4, 5, 6 y 7: linearizacion del vector pET21a+ ladS con BamHI
(6978 pb) y patron de restriccion del vector pLysS que genera fragmentos de 6978, 4244 y
642 pb. Abajo derecha. Carril 1: Marcador de peso molecular, 1 kb. Carril 2 y 3: patrén de
restriccion con Pstl del vector pET21a+ ladS que genera fragmentos de 4791 pb, 1533pb
y 654 pb. El vector pLysS no posee sitios de corte para Pstl.
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La figura 18 muestra los corrimientos electroforéticos de la digestion con BamHl,
que lineariza el vector pET2l1a+ ladS y del patron de restriccion del vector que
genera en el vector pLysS; también se observa el patron de restriccion del vector
pET21a+ ladS con Pstl, mientras que el plasmido pLysS no posee sitios de corte

para esta enzima.

7.9 Evaluacion de las condiciones para la expresion de LadS

Una vez comprobada la construccién pET2la+ ladS en la cepa E. coli BL21,
evaluamos su expresiéon. Dado que el vector recombinante donde se cloné la
region citoplasmatica de LadS esta regulado por el promotor lacl, inducible por
lactosa, es importante conocer la concentracion de IPTG y el tiempo necesario
para obtener las mejores condiciones de expresion. Con este fin, comenzamos
realizando un ensayo utilizando una concentracion de 1mM de IPTG y tomando

muestras a diferentes tiempos después de la induccion.

En la figura 19 se presenta el corrimiento electroforético tanto de la fraccion
soluble como insoluble de los lisados celulares a diferentes tiempos después de la
induccion con IPTG 1 mM. Se ha calculado que el peso de LadS incluyendo la
etiqueta de 6 histidinas, que nos servira para la purificacion, es de alrededor de 62
kDa. Como se sefiala en la figura 19, se observa una mayor expresion de proteina
a un tiempo de 4 horas después de la induccién con IPTG en ambas fracciones,

soluble e insoluble.
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Figura 19. PAGE-SDS de la expresion de LadS a diferentes tiempos después de la
induccién con IPTG 1 mM. Izquierda. Carril 1: fraccién soluble, tiempo 0. Carril 2, 3 4 5,
y 6: fraccion soluble después de 30 minutos, 1, 2, 3 y 4 horas de induccion
respectivamente. Carril 7: marcador de peso molecular, 250 kDa. Carril 8: fraccion
insoluble, tiempo 0. Carril 9 y 10: fraccion insoluble después de 30 minutos y 1 hora de
induccién. Derecha. Carril 1: marcador de peso molecular, 250 kDa. Carril 2, 3 y 4:
fraccion insoluble después de 2, 3 y 4 horas de induccién respectivamente.

Una vez establecido el tiempo de expresion, se determiné la concentracion de
IPTG Optima para la expresion de la proteina. En la figura 20 se presentan el
corrimiento electroforético tanto de la fraccion soluble como insoluble de los
lisados celulares a distintas concentraciones del inductor después de 4 horas de
induccion. En la figura se observa que a concentraciones de 0.5, 0.75y 1 mM de
IPTG se obtiene una expresion de LadS similar, por lo que se determiné inducir las

células utilizando 0.75 mM de IPTG para ensayos posteriores.
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Figura 20. PAGE-SDS de la expresion de LadS a diferentes concentraciones de IPTG
después de 4 horas de induccién. lzquierda. Carril 1, 2 y 3: fraccién soluble sin inducir,
0.25 mMy 1 mM de IPTG. Carril 4, 5y 6: fraccion insoluble sin inducir, 0.25 mMy 1 mM
de IPTG. Carril 7: marcador de peso molecular, 250 kDa. Derecha. Carril 1: marcador de
peso molecular, 250 kDa. Carril 2 y 3: fraccion soluble e insoluble, 0.5 mM de IPTG. Carril
4y 5: fraccién soluble e insoluble, 0.75 mM de IPTG.

7.10 Purificacion de laregion citoplasmética de la cinasa LadS

Posteriormente se realiz6 un primer ensayo de purificacion de la cinasa LadS en
condiciones nativas utilizando el sistema de purificacion con niquel (Ni-NTA). En
la figura 21 se muestra el resultado obtenido de dicho ensayo. Se observa en la
imagen el corrimiento electroforético de las etapas de purificacion de la fraccion
soluble del lisado celular a las condiciones establecidas anteriormente. Se puede
ver gue para las eluciones de la cromatografia existe una banda que corresponde
con el peso esperado para LadS; ademas de una banda de un peso mayor. Con
este ensayo concluimos que nuestra proteina se expresa poco en el sistema

utilizado.
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62 kDa

Figura 21. PAGE-SDS de los pasos de purificacion de la cinasa LadS. Carril 1:
fraccion soluble. Carril 2: fraccion no unida. Carril 3: lavado 1. Carril 4: lavado 2. Carril 5:
marcador de peso molecular. Carril 6: elucion 1. Carril 7: elucién 2. Carril 6: elucion 3.
Carril 7: elucion 4.

La expresion y purificacion de LadS permitira realizar el ensayo de interaccion de
proteinas de tipo pull down. Cabe la posibilidad de que esta metodologia sea
capaz de detectar la probable interaccion entre LadS y GacS. Sin embargo, en el
modelo de P. aeruginosa tampoco se detectd heterodimerizacién entre estas

proteinas con este método (Chambonnier et al., 2016).

8. DISCUSION

En P. aeruginosa LadS controla de manera positiva la expresién del gen rsmY y
rsmZ, esta regulacion se produce a traves del sistema GacS/GacA. A diferencia de
RetS, LadS ejerce este efecto sin formar heterodimeros con GacS. En cambio,

LadS esta involucrada en la fosforilacion de GacS (Chambonnier et al., 2016).

En el trabajo realizado por Cruz (2012) se demostré la presencia de la cinasa

LadS en A. vinelandii. Ademas, se evidencié que no existe interaccion entre la
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cinasa LadS y GacS (Sanchez, 2012). Todo lo anterior indicaba que la funcién de
esta cinasa era similar con lo reportado para P. aeruginosa (Ventre et al., 2006).
Sin embargo, al generar una cepa mutante ladS se observO que existia un
aumento en la produccion de alginato, o que apunté a que LadS actia como un

regulador negativo del sistema contrario a lo esperado (Reyes, 2018).

En este punto, conviene mencionar que en P. aeruginosa se ha demostrado que
RetS puede llevar a cabo una cascada de fosforelevo a través la proteina HptB.
HptB es una proteina citoplasmica con un dominio Hpt, que puede ser fosforilada
ademas por las cinasas histidinicas hibridas, PA1976, PA2824 y PA1611 (Hsu et
al., 2008). HptB, por fosforilacion activa al regulador de respuesta PA3346; a su
vez PA3346 activa mediante desfosforilacion a una proteina que actia como un
factor anti-anti-sigma (PA3347). Hasta la fecha se desconocen tanto el factor anti-
sigma como el factor sigma controlados por PA3347. Sin embargo, si se ha

determinado que esta via aumenta la expresion de rsmY (Bordi et al., 2010).

En A. vinelandii existe un homélogo a HptB y homdlogos putativos para el RR
PA3346 y para el anti-anti-sigma PA3347, lo cual sugiere que en A. vinelandii
existe una cascada de regulacion alternativa que podria controlar la expresiéon de

rsmy.

Con lo anteriormente mencionado, cabia la posibilidad de que LadS ejerciera su
efecto regulador a través de la via alternativa de HptB; puesto que carece del
dominio Hpt. Para comprobar si la funcién de LadS depende de la via Gac/Rsm o
de la via de HptB, se realiz6 la doble mutacion gacS ladS observando una
disminucién sobre la sintesis de alginato y la expresion de rsmZ1, rsmZ2 y rsmY.
Estos resultados apuntan a que el efecto ejercido por LadS depende del sistema
GacS/Rsm, ya que de manera contraria la mutaciéon en gacS no habria suprimido
el efecto de la mutacion en ladS. Es decir, si el efecto de la doble mutacién
resultaba en la persistencia del aumento de la sintesis de alginato esto significaria

la participacién de la via HptB como mediador de la funcion de LadsS.
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Si bien los resultados obtenidos indicaban que LadS actia mediante la via
Gac/Rsm, el trabajo realizado en paralelo por Garcia (2020) reforz6 esta
conclusién. En este trabajo se evaludé el efecto de la mutacion ladS sobre la
expresion de los genes rsmzl1-7 y rsmY, donde se observo, que de manera
general existe un aumento en la expresion de los rsms-sRNAs. Es importante
destacar que el gen rsmZ3 no presenta cambio en su expresion y que para rsmZ5
y rsm7 existe una disminucion de la expresion en el fondo genético mutante. Esto
podria explicarse debido a que los rsms-sRNAs se expresan y afectan de una
manera diferencial la produccién de alginato en A. vinelandii (L6pez et al., 2018).

Con estos experimentos, demostramos también que GacS tiene una jerarquia
mayor con respecto a LadS en el sistema de regulacién y que ambas cinasas
estan relacionadas funcionalmente. Esta relacion supone la interaccién entre
ambas cinasas; sin embargo, el ensayo de doble hibrido cuantitativo llevado a
cabo no fue capaz de detectar esta interaccion. Por lo tanto, propusimos realizar
un ensayo tipo pull down para la deteccién de interacciones proteicas.

Mediante la construccion del vector de expresion pET2la+ ladS, en el cual se
clono la region citoplasméatica de LadS, generamos la cepa que expresa dicha
cinasa. Los resultados de la expresion y purificacion de LadS nos indican que en
el sistema utilizado la expresion de la proteina es muy baja y que convendria

evaluar el vector de expresion utilizado o modificar las condiciones de expresion.

A diferencia de P. aeruginosa, en A. vinelandii LadS es un regulador negativo del
sistema, lo que plantea la interrogante del mecanismo de accion de la cinasa. Se
ha demostrado que RetS, el regulador negativo del sistema en P. aeruginosa, no
s6lo actua formando heterodimeros con GacS para impedir su fosforilacion y la
represion de la transcripcion de rsmY y rsmZ, sino que también posee dos
mecanismos adicionales para ejercer tal efecto. En el primer mecanismo el
dominio REC de RetS es capaz de tomar el grupo fosforilo del residuo de His en el
dominio HisKA de GacS, en el segundo mecanismo RetS utiliza su actividad de
fosfatasa para acelerar la defosforilacion del dominio REC de GacS-P (Francis et
al., 2018)
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En este trabajo de tesis, con base a los resultados obtenidos hipotetizamos que en
A. vinelandii LadS puede estar actuando como una fosfatasa sobre GacS para
poder, de esa forma ejercer su efecto regulatorio sobre la expresion de los rsm-
SRNAs y su control sobre la sintesis de alginato. En los trabajos posteriores esto
podria demostrarse realizando ensayos de fosforilacion entre GacS y LadS,
resaltando que estos experimentos requieren obtener a LadS de forma purificada,
por lo que el primer acercamiento a los ensayos de expresion y purificacion
realizados en este trabajo son importantes para poder determinar el flujo de

fosforilacién entre estas proteinas.

9. CONCLUSIONES

LadS regula la sintesis de alginato a través del sistema Gac-Rsm en A. vinelandii.

LadS requiere de la presencia de GacS para ejercer su efecto regulador sobre la

sintesis de alginatos y la expresion de rsmzl, rsmZ2 y RsmY.

El sistema de doble hibrido LexA no detecta la interaccion entre las cinasas LadS

y GacS.

10.PERSPECTIVAS

Establecer si el efecto sobre la sintesis de alginato y la expresion de rsmz1, rsmZ2
y rsmY se debe a la mutacion doble gacS::Sp ladS::Gm realizando la

complementacion de la doble mutante.

Comprobar mediante un Western Blot si la proteina recuperada de la purificacion

corresponde a LadsS.

Realizar los ensayos de pull down entre las cinasas LadS y GacS
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