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RESUMEN

Azotobacter vinelandii es una bacteria Gram negativa, de vida libre, que posee varias
caracteristicas particulares. Es una bacteria poliploide, fija nitrégeno en condiciones
aerobias, ademas tiene la habilidad de producir dos polimeros de interés industrial, el
polisacarido extracelular alginato y el poliéster intracelular poli-B-hidroxibutirato (PHB). El
alginato es un polisacdrido importante por su capacidad viscosificante y gelificante, el PHB
es un polimero biodegradable acumulado por la bacteria como fuente de carbono y energia.

La GDP-manosa deshidrogenasa es una enzima clave en la biosintesis del alginato, el gen
que codifica para esta enzima es algD. La expresion desde los promotores de algD esta
bajo el control del sistema de dos componentes GacS/GacA. En muchas y-proteobacterias,
homologos a GacA controlan la expresion de los pequefios RNAs reguladores de la familia
Rsm Z/Y/X (CsrB/CsrC), que interactian con la proteina RsmA (CsrA). Esta proteina se
pega a los mRNAs blanco actuando como represor traduccional. La interaccion de los
pequefios RNAs Rsm/Csr con RsmA/CsrA contrarresta su actividad represora. En A.
vinelandii, mutaciones en los genes gacS/gacA abaten la sintesis de alginato, esto se explica
por el control que GacS/A tiene sobre la expresion del gen algD.

Se ha demostrado que RsmA se une a la regién no codificante de los mRNAs del gen
algD; sugiriendo que la expresion de estos genes estd regulada a nivel postrancripcional por
RsmA. Por otro lado, la dificultad de obtener mutantes nulas del gen rsmA en un fondo
genético productor de alginato y la posibilidad de generar mutantes nulas en un fondo no
productor de alginato ubican a RsmA como un regulador importante en la produccion de
alginato. Aunado a esto la interaccion in vitro de RsmA con la region 5° de algD apuntaban
a que el efecto regulador de RsmA sobre la produccidon de alginato, se establecia a nivel
postrancripcional directamente sobre la expresion de algD. Sin embargo, las evidencias
generadas hasta ese momento fueron obtenidas por experimentos in vitro, haciendo falta
pruebas in vivo que nos permitieran probar fehacientemente la aseveracion anterior.

En este trabajo se generaron evidencias in vivo de que RsmA regula post-
transcripcionalmente la expresion del gen algD. Evaluamos el efecto de RsmA sobre la
expresion de algD mediante la sobreexpresion de rsmA, de tal manera que el grado de
expresion de algD se pudiera determinar a través de una fusion de la region reguladora de
algD con el gen reportero gusA. Se opté por generar dos versiones de la fusion del gen
reportero, una transcripcional y una traduccional. En las fusiones traduccionales la
actividad enzimatica del gen reportero se vio disminuida en un 70%, cuando se sobre
expresO a rsmA, indicando que RsmA tiene efecto sobre la expresion del gen algD y que
este efecto es negativo.
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ABSTRACT

Azotobacter vinelandii is a Gram-negative; this is a free-living soil bacterium, which
includes several interesting characteristics. It is a polyploidy bacterium, capable of fixing
atmospheric nitrogen in aerobic conditions. Besides, A. vinelandii has the ability to produce
two polymers of industrial interest: the extracellular polysaccharide alginate and the
intracellular polyester poly-f3-hidroxibutirate (PHB). The alginate is an important polymer
because of its viscosifier and gelling ability, and the PHB is a biodegradable plastic
accumulated by the bacteria as a result of carbon and energy reserves.

GDP-mannose dehydrogenase is an important key enzyme for the alginate biosynthetic
pathway, the gene encoding for this enzyme is algD. The expression from the algD
promoters is under control of the two-component system GacS/GacA. In many y-
proteobacteria, GacA homologs control the expression of the small regulatory RNAs of the
RsmZ/Y/X (CsrB/CsrC) family, which interacts with RsmA (CsrA) proteins. This protein
binds their target mRNAs by acting as translational repressors. The interaction of Rsm/Csr
small RNAs with RsmA/CsrA counteracts its repressor activity. In A. vinelandii mutations
in the gacS/gacA genes appeals the alginate synthesis, this can be explained by the control
that GacS/A has on the expression of the algD gene.

It has been demonstrated that RsmA protein binds the non-coding region of the messenger
RNAs algD gene; this suggests that the expression of these genes is regulated at the post-
transcriptional level by RsmA. In the other hand, it has been found that overproduction of
alginate makes unfeasible mutants with total removals of rsmA gene and only in a non-
producing alginate background it has been possible to obtain mutants with total removals of
rsmA gene, placing RsmA as an important regulator in alginate production.

Besides the in vitro interaction of RsmA with the 5’-UTR region of algD gene suggested
that the regulating effect of RsmA on the alginate production was established at
posttranscriptional level directly on the expression of algD. Nevertheless, the generated
evidences until now were obtained by in vitro experimentation, lacking in vivo testing that
allows us to probe irrefutably the previous statement.

In this work, in vivo evidences that show that RsmA regulates at posttranscriptional level
the expression of algD gene were generated. We evaluate the effect of RsmA on the
expression of algD gene through the overexpression of rsmA, in such a way that the degree
of algD expression could be determinate using a fusion of the algD regulatory region
together with the reporter gene gusA. It was chosen to generate two versions of the algD-
gusA fusion, a transcriptional and a translational. In the case of the translational fusion the
enzymatic activity was decreased in a 70% when rsmA was overexpress, indicating that
RsmA has effect on the expression of algD gene and that this expression is negative.
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I INTRODUCCION

1.1 Azotobacter vinelandii

Las bacterias del género Azotobacter que se han identificado hasta ahora son inocuas y
muchas exhiben un gran potencial para la sintesis de diferentes productos de interés para el
ser humano (Pefia Malacara, 2013).

Azotobacter vinelandii es una bacteria que se desarrolla en
suelos, es de vida libre y se encuentra ampliamente
distribuida. Es Gramnegativa y estrictamente aerobia,
ademas de que posee varias caracteristicas interesantes,
incluyendo la habilidad de crecer en una amplia variedad
de carbohidratos, alcoholes y 4cidos organicos, asi como la

capacidad de producir alginato, poli-B-hidroxibutirato

Fig 1 Azotobacter vinelandii en su

(PHB) y la de fijar nitrégeno (Setubal et al, 2009). forma bacilar (Nagpal et al, 1989)

A. vinelandii presenta variacién morfoldgica, desde bacilo hasta coco (pleomorfismo)
durante su desarrollo, dependiendo de las condiciones ambientales en que se encuentre.
Estas células presentan un tamafio que puede llegar a alcanzar los 5 wum de didmetro. Puede
crecer en forma plancténica y tiene la capacidad de formar agregados irregulares (Pefia
Malacara, 2013). Es capaz de fijar nitrégeno en presencia de concentraciones de oxigeno
mas altas respecto a la mayoria de los diazétrofos. Para proteger su nitrogenasa de la
inactivacién por oxigeno, esta bacteria estd equipada con mecanismos fisiolégicos
particulares, tales como una alta tasa de respiracion (Setubal et al, 2009).

A.vinelandii es una bacteria poliploide, es decir que cada célula llega a tener varias copias
de su cromosoma. El estado de poliploidia se ve modificado durante el ciclo celular en
medio rico; células en fase exponencial tardia llegan a tener mds de 40 copias del
cromosoma, mientras que en la fase estacionaria temprana el nimero es mayor a 80 copias
por célula. En fase estacionaria tardia el contenido de DNA por célula es incluso mayor,
probablemente més de 100 copias del cromosoma (Maldonado, 1994).

El ciclo de vida de A. vinelandii se presenta esquematicamente en la Fig. 2. Las células
vegetativas son moviles por flagelos peritricos, ademds las células en proceso de division
tienen una forma tipica parecida a un mani. Tras la induccién de enquistamiento, las células
pierden movilidad, se tornan esféricas y sus paredes engrosan en un periodo de horas. El
proceso morfogenético produce una célula en reposo o cuerpo central, que se encuentra
revestido por una cubierta interna (intina) y una cubierta externa (exina) (Winogradsky,
1938). La acumulacion de lipidos en el cuerpo central consiste de PHB.
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Fig 2 Diagrama Esquemitico del Ciclo de Vida de A. vinelandii.
Tomado de (Sadoff, 1975)

Los quistes son esferoides achatados de 1.5 um por 2.0 um y son aproximadamente la
mitad del tamafio en estado vegetativo. Son células metabdlicamente latentes, mucho mds
resistentes que las células vegetativas en condiciones fisicas perjudiciales aparte del calor.
En el laboratorio son viables por mas de 10 afios en almacenamiento en lugares secos,
sugiriendo que la resistencia a la desecacion quizd sea una cualidad de supervivencia
natural (Sadoff, 1975).

Fig 4 Célula \};i:getativa
término de su division. El marcador representa 1.0
um. Tomada de (Hitchins, 1970)

de A. vinelandii cerca del

Tomado de (Brock, 1999)

A. vinelandii tiene la capacidad de producir dos polimeros de interés industrial: PHB y
alginato. E1 PHB se acumula como fuente de reserva de carbono y energia, el cual es
utilizado como un pléstico biodegradable y termoestable; mientras que los alginatos que
forman parte del quiste son utilizados a nivel industrial.



1.2 Los alginatos

La importancia a nivel industrial de los alginatos radica en su capacidad para modificar las
propiedades reoldgicas de los sistemas acuosos. Las especies de los géneros Pseudomonas
y Azotobacter son productoras de este polimero (Lopez-Munguia, 1993) (Rehm, 1997).

La aplicacion de los alginatos se basa en cuatro propiedades principales. La primera es su
habilidad como espesante en soluciones acuosas, generando un aumento en la viscosidad de
la solucién en que se disuelven. La segunda es su capacidad de retener agua. La tercera se
debe a su habilidad de formar un gel a partir de una serie de reacciones quimicas de
intercambio i6nico que dan lugar a la formacion de enlaces entre las cadenas adyacentes del
polimero de alginato. La cuarta se basa en la propiedad de formar peliculas (Funami, 2009).

Los geles de alginato se generan cuando el alginato interactia
con un catién divalente como el calcio o sodio. Estos geles son
capaces de formar microesferas (perlas de alginato), a las que
se les incorporan enzimas o células vivas completas y su

aplicacién ha generado demasiado interés en la industria
alimenticia, biotecnoldgica y en el sector de biomedicina Fig 5 nmovilizacion de Levaduras
(Smidsrod, 1990) en alginato de calcio

En la industria alimenticia, los alginatos son ampliamente utilizados como aditivos debido a
su habilidad para incrementar viscosidad, estabilizar, emulsificar y gelificar soluciones
acuosas. Su aplicacién principal es en la produccién de helados para prevenir la
cristalizaciéon. También se utiliza para estabilizar y evitar la separacion de fases y en la
formulacién de productos con bajas calorias (Navarro et al., 2010).

En el campo de la medicina, el alginato se ha utilizado para obtener impresiones dentales y
de los tejidos blandos adyacentes y en la elaboracion de prétesis; asi como en el
recubrimiento y la proteccion de heridas. Un uso del alginato muy importante es como
componente activo en productos farmacéuticos contra desordenes gastroesofageales
(Clementi, 1997).




1.2.1 Composicion y funcion biologica

Los alginatos son una familia de copolimeros no repetitivos, con cantidades variables de {3-
D- acido manurénico y su epimero el a-L- dcido gulurénico, unidos por enlaces (1-4). Los
mondémeros estdn distribuidos en bloques

homopoliméricos de residuos manuronato -, €090 HO oA &%0
continuos (M-M), o residuos de gulurunato MOM Mo\
(G-G), o bien bloques heteropoliméricos de ~ “™

residuos alternados (M-G), como se muestra

. . No _H o _H o~
en la Fig. 6 (Rehm, 1997). Estudios de €00™ 0 7 coo™ O 7

- 24t H, H
resonancia ~ magnética  nuclear  han z H ! H
demostrado que también hay secuencias de g AN 0. f7C00 9N o 0%

triadas (GGG, MGG, MGM) (Yabur et al., Fig 6 Estructura secundaria del Polimanurato (MM) y el
2007) (Smidrod, 1996)(Murillo & Poligurunato (GG). Tomado de (Rehm, 1997).
Hernandez, 2007).

Los alginatos aislados de diferentes fuentes naturales varian en su longitud y distribucién
de los tipos de bloques. Los residuos de manuronato presentes en alginatos bacterianos
pueden ser acetilados en un grado variable en la posiciéon O-2 y/o O-3 (Skjak-Brake, 1996).

g Ca2+ ® acido a-L-gulurénico © 4cido B-D-manurénico

Fig 7 Modelo "Caja de Huevo" que describe la estructura del alginato. Tomado y adaptado de
(Reddy & Reddy, 2010)
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Cuando dos cadenas de bloques G se alinean, se forman sitios de coordinacién con
cavidades que tienen el tamafio adecuado para acomodar un catién divalente (el mas comun
es Ca™), ademds estdn revestidas con grupos carboxilicos y otros 4tomos de oxigeno
electronegativos. Después de la adicion de iones de calcio, el alginato sufre cambios
conformacionales, dando lugar al conocido modelo de gelificacion del alginato “caja de
huevo” (Fig. 7). La fuerza de los geles de alginato depende del numero de enlaces cruzados
formados del tipo de reticulacion idnica, de la longitud y la rigidez de los bloques entre los
enlaces (Mancini, 1999).



Los alginatos que presentan grandes regiones de bloques G forman un gel de fuerza alta y
exhiben una alta porosidad. Los que presentan grandes bloques M forman un gel de fuerza
media, pero una alta resistencia a la sinéresis y exhiben poros mas pequeios que los hacen
mas suave (Hernandez, 2005).

El alginato participa en la adaptacion y procesos de supervivencia en diversos hébitats.
Tiene implicaciones en la formacion de biopelicula, estructura de la capsula, virulencia, etc.

El mecanismo de biosintesis de alginato es muy similar entre Pseudomonas spp. y A.
vinelandii, sin embargo, el papel fisico y las propiedades de los polimeros resultantes en
estas dos bacterias son sustancialmente diferentes. En el caso de Pseudomonas su
produccion es percibida como un importante factor de virulencia en plantas y humanos
(Halverson, 2009). El alginato participa en la maduracién de biopelicula y en la formacion
de biopeliculas gruesas y altamente estructurada con micro colonias diferenciadas (Nivens
et al, 2001). Se ha sugerido que también participa manteniendo los niveles de hidratacion
de las células y es requerido para la supervivencia y formacion de biopeliculas en
condiciones de desecacion. Ademds la produccién de alginato se ve inducida bajo
condiciones de desecacion (Chang et al., 2007). La produccion de biopeliculas gruesas con
alginato impiden la difusion de agentes antimicrobianos y protege a la bacteria de
bactericidas comunes, ademds de que puede proteger de especies de oxigeno reactivas
(Learn et al., 1987).

El alginato en A. vinelandii participa en la formacion del quiste resistente a la desecacion
en estado latente y la cubierta extracelular que tiene la bacteria estd compuesta de una alta
concentracion de alginato (Campos et al., 1996). El alginato es necesario para el
enquistamiento, como componente esencial de las dos capas que cubren los quistes
maduros: exinas e intinas, de las cuales el 32 'y 13% de su peso en seco es alginato (Page,
1975). Cabe destacar que A. vinelandii muestra un fenotipo mucoide y secreta alginato
durante su estado vegetativo. Esto puede indicar que hay diferentes sefiales reguladoras y
rutas involucradas en la produccion de alginato en A. vinelandii.

1.2.3 Biosintesis de los alginatos
Las rutas biosintéticas para la produccidon de alginato son similares en Azotobacter y
Pseudomonas. La biosintesis puede ser dividida de forma general en cuatro pasos:

1) Sintesis de precursores

2) Polimerizacion

3) Modificaciones/Transito en el periplasma
4) Exportacion.



La formaciéon del precursor

activo (GDP)-4cido manurénico fructuosa-6-fosfato
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. . y A. vinelandii. Tomado y modificado de (Rehm, 1997)
1Isomerasa de una pr oteina

bifuncional AlgA (May, 1994).

Después AlgC (fosfomanomutasa) convierte la manosa-6-fosfato a manosa-1-fosfato
(Zielinski, 1991), seguido por la conversion a GDP-manosa, que es catalizada por la
actividad GDP-manosa pirofosforilasa de AlgA, por la hidrélisis de GTP (Shinabarger,
1991). Curiosamente, este paso catalizado por AlgA favorece una reaccion reversible, pero
la traccion generada en el paso subsecuente, catalizado por AlgD (GDP-manosa
deshidrogenasa) desplaza la reaccion hacia la produccion de GDP-manosa. El paso final,
catalizado por AlgD es irreversible y genera el acido GDP-manurénico, sustrato activo para
la maquinaria de polimerizacion de alginato. El paso de oxidacion catalizado por AlgD se
piensa que es una reaccion limitante de velocidad clave en la ruta de biosintesis de alginato
(Roychoudhury,1989; Tatnell,1994; Tavares, 1999).

En la Fig. 9 se muestra la polimerizacion del 4cido GDP-manurénico, la que se efectia por
la proteina Alg8, una manuronato polimerasa (MP) (Remminghorst y Rehm, 2006). La
molécula polimanurdnica resultante es entonces modificada por un complejo acetilasa que
contiene a las proteinas Algl, AlgJ, AlgF. Algunos de los residuos manuronato no
acetilados son epimerizados a guluronato por una manuronato epimerasa (ME o AlgG),
para su posterior exportacion por membrana externa, a través de la proteina formadora de



poro Alg) (Galindo et al., 2007). El polimero exportado es convertido al producto final
alginato por una familia de siete homdlogos de epimerasas extracelulares secretoras de C-5
manurano (AlgE1-7) (Ertesvag, 1995).

Extracellular

Fig 9 Polimerizacién/complejo de secrecién, desde
membrana interna hasta membrana externa. La
acetilaciéon por Algl, Alg], AlgF y AlgX y su

epimerizaciéon por AlgG se muestran con lineas

R— punteadas (----). No queda claro si AlgJ, AlgX o
network < ambos son responsables de la acetilacién directa de la
Periplasm cadena de alginato. Interacciones deducidas se

muestran con tridngulos, con tridngulos blancos (A)
se indica una relacién estable mutua y con tridngulos
negros (A) se representa una interaccion directa como
se demostré con datos de pull down. Tomado de (Hay
1.D.,2013)
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1.2.4 Genética de la sintesis de los alginatos

Los genes involucrados en la biosintesis son virtualmente idénticos entre Pseudomonas 'y
Azotobacter aunque su regulacion es ligeramente diferente. Los genes que codifican para
las enzimas en la biosintesis de alginato en A. vinelandii han sido todos identificados en su
totalidad y se muestran en la Fig. 10. Con la excepcién de algC, se encuentran formando
parte de un unico operén algD-8-44-K-J-G-X-L-1-V-F-A(Galindo et al., 2007).

Fig 10 Organizacion de los genes de la biosintesis de alginato en A. vinelandii.
Tomado y modificado de (Galindo et al., 2007).

Se han identificado varios promotores transcribiendo este grupo de genes biosintéticos del
alginato. El gen algD que codifica para la GDP-manosa deshidrogenasa tiene tres
promotores rio arriba: algDpl, algDp2 y algDp3 (Campos et al., 1996), donde pl es AlgU-
dependiente y p2 es RpoS (0°)-dependiente (Castafieda et al., 2001).



A. vinelandii tiene tres promotores internos adicionales, un promotor ¢° situado rio arriba
de alg8, otro promotor rio arriba de algG (control desconocido) y otro promotor rio arriba
de algA (control desconocido) (Campos et al., 1996; Lloret et al., 1996; Mejia et al., 1997;
Viézquez et al., 1999).

El hecho de que varios de estos promotores se encuentren rio arriba de genes responsables
de la modificacion del polimero (acetilacion y epimerizacidn) quizd sugiere que estos
promotores internos estdn involucrados en la regulacion del nivel o modificacion del
polimero (Hay et al., 2014).

La expresion de estos promotores estd bajo el control de los dos componentes del sistema
regulacion global de doble componente GacS-GacA (Castaneda et al., 2000; Castafieda et
al., 2001).

1.3 Regulacion de la sintesis de los alginatos

1.3 .1 Sistemas de dos componentes

Los microorganismos unicelulares experimentan “una vida al borde de la supervivencia”, al
tener poca habilidad para cambiar su ambiente y enfrentar la constante competencia por
recursos limitados. Ante este constante bombardeo de todo tipo de moléculas en el medio,
es necesario que monten una respuesta de manera rapida y precisa. Para ello, disponen de
numerosos sistemas de sefalizacion esenciales, para generar diversas respuestas adaptativas
frente a estimulos ambientales especificos (Gao et al., 2007).

Estos eventos ocurren a nivel molecular, dilucidando los mecanismos de deteccion de
sefiales extracelulares y transduciendo tales sefiales en un evento intracelular apropiado.
Los mecanismos de transduccion de sefiales en bacterias son muy diversos, oscilando desde
sistemas reguladores formados por una unica proteina hasta cascadas de sefalizacion
integradas por multiples proteinas. En la mayoria de los casos, estas rutas de sefializacion
involucran la fosforilacién de proteinas efectoras clave por protefnas cinasas. La ruta mas
comun en procariotas es un mecanismo de control de fosforilaciéon denominado “Sistema
de Dos Componentes”(Nixon et al., 1996; Parkinson et al., 1992).

Un sistema basico de dos componentes involucra rutas de sehalizacion, formadas por una
cinasa histidinica (HK) junto con su correspondiente regulador de respuesta (RR). Se
generan respuestas mediante un proceso que normalmente implica un unico evento de
fosfotransferencia entre ambas proteinas. Estas rutas se emplean para la regulacion de una



amplia variedad de funciones celulares que incluyen, entre otras, metabolismo, movilidad
por quimiotaxis, transporte de nutrientes, adaptacion a agentes de estrés, virulencia,
diferenciacion y desarrollo (Bekker et al., 2006).

1.3.1.2 El sistema de doble componente GacS/GacA

La cinasa histidinica GacS y el regulador de respuesta GacA forman parte de un sistema de
dos componentes presente en una gran variedad de bacterias Gramnegativas y ha sido
estudiado principalmente en Enterobacterias y Pseudomonas. El sistema GacS/GacA
controla la produccion de metabolitos secundarios y enzimas extracelulares involucradas en
la patogenicidad de plantas y animales, biocontrol, tolerancia a estrés, etc. El modelo
actual propone que GacS detecta una sefial ain desconocida y activa, a través de un
mecanismo de fosforelevo, al regulador transcripcional GacA, que a su vez desencadena la
expresion de genes blanco (Heeb y Hass, 2001).

La proteina GacS pertenece a las cinasas sensoras que poseen un transmisor del fosforilo,
un receptor y un dominio de salida histidin fosfotransferasa (Hpt) (Perraud et al., 2000).
GacA, al igual que otros reguladores de respuesta, posee un motivo hélice-giro hélice
involucrado en la unién a DNA. Se cree que el mayor efecto del sistema GacS/GacA sobre
genes blanco es indirecto (Fig. 11)( Heeb y Hass, 2001).

o Fig 11 Modelo de la Ruta de Transduccién de
Sefales mediada por el sistema de dos componentes
8 A A SIGNAL(S) H o GacS/GacA. Autofosforilacién de GacS en el primer
—_—> D ADP residuo conservado de histidina (H,) disparado por una

H2

sefial desconocida. Un grupo fosfato se transfiere por

fosforelevo a un aspartato conservado y un residuo de
AN GacA histidina en un dominio D y H,, respectivamente, de
®DD—D_K©__ZZ> amn GacS. Un aspartato conservado en GacA actia como

un aceptor de fosfatos. El regulador de respuesta
l fosforilado GacA activa (o reprime) la transcripcién

de elementos reguladores no identificados que a su vez

@-DD—?—K

REGULATORY TARGET _H RESPONSE
GENES GENES controlan la expresién de genes blanco, al menos en

A ’ parte, a un nivel post-transcripcional. Tomado de

autonvpucers (Heeb y Hass, 2001).

La expresion de ciertos genes, que se encuentra regulada por el sistema GacS/GacA, son
regulados de forma paralela por la proteina de unién a los pequefios RNAs RsmA (CsrA) a
un nivel postranscripcional. Esto sugiere que el sistema GacS/GacA opera como un
interruptor entre metabolismo primario y secundario, con una participacion importante de
los mecanismos de control postranscripcional (Heeb y Hass, 2001). La secuencia de DNA
reconocida por GacA y los genes directamente controlados por GacA siguen siendo objeto
de estudio.



1.3.2 El sistema de regulacion postranscripcional Rsm

Las bacterias han desarrollado mecanismos elaborados para detectar y responder a diversos
cambios ambientales. En la mayoria de las especies, redes reguladoras globales modulan la
expresion de genes que participan en numerosos procesos celulares en respuesta a
demandas fisioldgicas y ambientales (Gottesman,1984; Neidhart,1996). Estos efectos son
mediados en gran parte a través de la activacion y represion de la iniciacién de la
transcripcion de mRNA por proteinas de unién a DNA, factores o y sistemas de
transduccion de  sefial  correspondientes. Los mecanismos de  regulacion
postranscripcionales son también determinantes criticos para la expresion génica. Se ha
identificado un sistema de regulacion global llamado Csr (Carbon storage regulator), que
actia postranscripcionalmente (Liu et al., 1995; Liu et al., 1997).

CsrB (RsmB)
PROTEINA CsrA (RsmA) ; - -
‘ TERMINADOR ) - V TERMINADOR
ARNm . @ s S 8
RBS 2338 e ARNm  RBS & 8 %
RﬁOSOMA RIBOSOMA

Fig 12 Mecanismo General del Sistema de Regulacién Postranscripcional Csr/Rsm Modificado de (Romeo, 1998)

El sistema Csr/Rsm (Fig. 12) incluye dos componentes criticos CsrA/RsmA y CsrB.
CsrA/RsmA es una proteina efectora de 61 aminodcidos que se relaciona con varias
proteinas de unién a RNA (Romeo et al., 1993; Liu et al., 1995). CsrA impide la unién del
RNA mensajero al ribosoma y facilita el decaimiento del transcrito (Liu et al., 1997). El
segundo componente CsrB, es una molécula de RNA no codificante de aproximadamente
360 pb que forma un complejo globular con 18 polipéptidos de CsrA, antagonizado la
actividad de la misma (Liu et al., 1997). CsrA reprime o activa la expresion de genes al
desestabilizar o estabilizar mRNAs blanco, respectivamente (Liu et al., 1995; Wei et al.,
2001).

Cada miembro de la familia CsrB de sRNAs posee muiiltiples secuencias con el motivo
GGA. Estas secuencias repetidas se encuentran de manera tipica en las asas de las
horquillas de los pequefios RNAs. Estas secuencias funcionan como sitios de unioén a CsrA
o RsmA. Asi pues los sSRNAs tienen su actividad al secuestrar a los dimeros de CsrA, de
este modo evitan la interaccion de los homodlogos de CsrA con sus RNAs mensajeros
(Babibtzke et al., 2007).
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II ANTECEDENTES

2.1 La ruta de transduccion de senales Gac/Rsm

En Pseudomonas, los pequefios RNAs que se unen a proteinas RsmA/CsrA son tipicamente
producidos bajo el control positivo de sistemas de dos componentes, GacS/GacA (por
Global Activation of Antibiotic and Cyanide Synthesis). Otras y—proteobacterias también
tienen homologos GacS/GacA (Lapouge et al., 2008). En A. vinelandii, el sistema
GacS/GacA se encuentra relacionado principalmente con los fenotipos que involucran
produccion de alginato, poli-f-hidroxibutirato y enquistamiento (Castafieda et al., 2001).

Las caracteristicas generales de la ruta de transduccion de sefiales se muestran en la Fig. 13.
Los genes blanco regulados a nivel traduccional por esta cascada de regulacion, varian
considerablemente entre los sistemas homoélogos encontrados en diferentes bacterias. Sin
embargo se conservan dos caracteristicas: en general, las mutaciones que bloquean esta
ruta de regulacion se ven afectadas en su comportamiento social y parece ser que existe una

base molecular comin en la interaccién del RNA con la proteina RsmA/CsrA (Lapouge et
al., 2008).

GacS Activation resulting in

autophosphorylation Signals € ————— - m e ————
S w = Exoproducts

ATP ApP

Phosphorelay

Ounch n&:mm::
(Response regulator) N c

Transcriptional activation

Feedback inhibition,
may involve unknown
factor (X)

1508 —-w_ [ Sstosees
genes
FERSCtion l l Transcription
sRNAs 5 - AUG mRNA .. _ Translation
RsmX/ Y/ Z SD
RsmB, CsrC/ B ot

Derepression Repression

el

53 1 to 4 RNA binding proteins
RsmA/ E, CsrA

000 3
Fig 13 Caracteristicas generales de la Ruta de Transduccién de Sefiales Gac/Rsm en y-proteobacterias.
| efecto positivo, L efecto negativo, linea punteada: bucle de retroalimentacion positiva, X componente hipotético
desconocido. Tomado de (Lapouge et al., 2008)

La relacion entre el sistema de dos componentes GacS/GacA y el regulador
postranscripcional RsmA/CsrA junto con los sRNAs antagonistas fue observada
originalmente en P. fluorescens (Blumer et al., 1999; Aarons et al., 2000).
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Tras la activacion, el sistema de dos componentes GacS/GacA promueve la transcripcion
de los genes de SRNA denominados csrB, csrC (enterobacterias), rsmB (E. carotovora) y
rsmX, rsmY y rsmZ (en Pseudomonas y bacterias relacionadas) (Lapouge et al., 2008).
Cuando el regulador de respuesta GacA estd activado (fosforilado), se cree que se une a
sitios conservados rio arriba denominados caja GacA (consenso TGTAAGN,CTTACA) en
los promotores de los genes de los pequefios RNAs antes mencionados (Valverde et al.,
2004; Lenz et al., 2005; Kay et al., 2005; Kulkarni et al., 2006). Al transcribir los pequefios
RNAs, la ruta de transduccion de sefiales Gac/Rsm aumenta la produccién de numerosas
proteinas cuya produccion es reprimida por las proteinas RsmA/CsrA (Lapouge et al.,
2008).

Andlisis de los transcriptomas de mutantes gacA, rsmY y rsmZ en P. aeruginosa,
sugirieron que el sistema GacS/GacA controla sus genes blanco exclusivamente a través del
sistema Rsm (Brencic et al., 2009).

Para buscar homologos a rsmZ y rsmA en la secuencia del genoma de la cepa DJ en A.
vinelandii (Setubal et al., b 2009) y debido a la cercania filogenética entre Azotobacter y
Pseudomonas (Rediers et al., 2004; Setubal et al., 2009) se utilizaron a los genes rsmZ y
rsmA de P. fluorescens como patrén de busqueda. Al encontrarse homoélogos, se presumia
la existencia de un sistema Rsm en A. vinelandii, compuesto por una proteina RsmA y
nueve homologos sRNAs, siete pertenecientes a la familia RsmZ y dos a la familia
RsmY(Manzo et al., 2011).

2.1.1 Regulacion postranscripcional por el sistema Gac/Rsm
en A. vinelandii

Signal?

= rmZI -
l / ‘R»:'L‘%

W W} algD -

Fig 14 Modelo de la Activacion Transcripcional de rsmZly
rzmZ2 en A. vinelandii. (Manzo et al., 2011).
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Al estudiar los genes que codifican para los pequefios RNAs del sistema Rsm de A.
vinelandii se identificaron cajas putativas GacA rio arriba de rsmZI y rsmZ2 y se demostrd
que GacA se requiere para su transcripcion. Adicionalmente las cajas de Gac fueron
identificadas en las regiones promotoras de todos los genes rsm de los sRNAs, excepto
rsmY2, sugiriendo que la expresion de estos genes estd bajo el control de GacA (Manzo et
al.,2011).

Mutantes gacA en A. vinelandii son incapaces de producir alginato (Castafieda et al., 2001).
La inactivacion de rsmZI, rsmZ2 o ambos, reduce la produccion de alginato en un 80%. De
igual manera, la expresion del gen rsmZl desde un promotor constitutivo restaura la
biosintesis de alginato en una mutante gacA (Figura 15). Estos datos indicaron que GacA,
RsmZ1 y RsmZ2 formaban parte de una cascada que controla la sintesis de alginato (Fig.
14) (Manzo et al., 2011).

En contraste a la mutante gacA que es incapaz de producir alginato, las mutantes en rsmZ1,
rsmZ2 o la doble mutante rsmZI-Z2 producen el polimero aunque sea en un nivel muy
bajo. Esto podria atribuirse a la presencia de los siete genes adicionales de la familia
rsmZ/Y (Manzo et al., 2011).

Strain Genotype Alginate pro-
duction, p.g/mg
of protein®

AEIV wild-type 1,147 £ 89

AEIVrsmZ1 RsmZ1:Km 250+ 18

AEIVrsmZ1/pCV2  RsmZIl:Km/rsmZI* 840+ 65

AEIVrsmZ2 RsmZ2:Gm 315+43

AEIVrsmZlrsmZ2  RsmZ1:Km,rsmZ2:Gm 230+ 28

AEIVgacA gacA:Gm <0.01

AEIVgacA/pMM2  gacA:Gm/rsmZ1* 720+ 83

AEIV/pMCY2 AEIV/rsmA* 200+15

Fig 15 Tabla de la Produccién de alginato en cepas de
A.vinelandii. Tomado de (Manzo et al. ,2011)

2.1.2 Regulacion de la expresion de algD por el sistema
GacS/GacA

La cinasa histidinica GacS controla la produccion de alginato en A. vinelandii. La
transcripcion de algD en mutantes gacS se reduce significativamente durante la fase
exponencial y se abate en fase estacionaria (Castafieda et al., 2000). La regulacion de la
sintesis del alginato por GacS durante la fase estacionaria es ejecutada sobre la
transcripcion de algD desde sus tres promotores (Fig. 16) (Castafieda et al., 2000).
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Fig 16 Modelo de Regulacién de la expresion de algD por el regulador
global GacA y ¢® . Tomado de (Castafieda et al., 2001).

El rol de GacS como regulador positivo de la sintesis del polimero y dado que el regulador
de respuesta es GacA, suponia que al igual que GacS, GacA podria actuar como regulador
positivo de la sintesis de alginato.

Una mutacion en gacA abroga la transcripcion de algD y rpoS, indicando el rol
predominante de GacA en la cascada de regulacion que controla la expresion de genes en
fase estacionaria y la produccion de alginato en A. vinelandii (Castafieda et al., 2001).

El hecho de que el sistema GacS/GacA sea esencial para la activacion de los tres
promotores de algD durante la fase estacionaria, sugeria que el control de la sintesis de
alginato era en cierta medida dependiente de la fase de crecimiento. GacA y o° participan

en la misma cascada reguladora y GacA funciona rio arriba de ® (Castafieda et al., 2001).

De tal manera que, GacA media la transduccion de sefiales entre GacS y la activacion del

promotor 7poS; sucesivamente o interviene en la activacién del promotor algDpl por
GacA(Castaneda et al., 2001).

Por otro lado, se ha establecido de manera in vitro que existe interaccion entre RsmA y la
region 5’ del gen algD. La prediccion de un sitio de unién a RsmA en la region reguladora
del gen algD (RRalgD) se realiz6 buscando la presencia de sitios consenso de unién a
CsrA. En la Fig. 17 se muestra la presencia de la secuencia consenso GGA en los sitios de
unién a CsrA localizados en la RRalgD. De igual manera, se presenta el andlisis de
movilidad en gel, en el que se establecid la unién de RsmA con la RRalgD. Los datos
obtenidos, junto con la presencia de un sitio putativo de unién a RsmA en la regién Shine-
Dalgarno, sugieren fuertemente que el sistema Gac-Rsm regula de manera
postranscripcional a algD (Manzo et al., 2011).

14



. b [

RsmA (um) 0 005 01 02 04 06 038

RRalgD/
RsmA
AUAUAAGGARAA hfg CsrA sequence recognition complex
Frrryreng 1
AAAUAAIGGAJGAGGUGAACGCAAUG  RRalgD RRalgD I
L LIfrreyt f
RUACARGGAYGU SELEX CsrA binding consensus ree
RsmA::RRalgD 0 0.5 1 2 4 6 8
molar ratio

Fig 17 Interaccion de RsmA con la regién reguladora de algD. a)Sitios de unién a RsmA predichos en la
region reguladora de algD (RRalgD), b)Anadlisis de Movilidad en gel de ARN que muestra la unién de RsmA a
la RRalgD. Tomado y modificado de (Manzo et al., 2011)

2.2 Esencialidad condicional de CsrA/RsmA

El gen csrA en Escherichia coli codifica para un regulador global que controla una gran
variedad de procesos bioldgicos. CsrA regula la expresion de genes tanto positiva como
negativamente a nivel postranscripcional al modular la traducciéon (Babitzke et al., 2007;
Baker et al., 2002; Dubey et al., 2003).

La unién de CsrA a la region lider del mRNA blanco bloquea la unién del ribosoma a la
secuencia Shine-Dalgarno (Babitzke et al., 2007; Baket et al., 2002; Wang et al., 2005), y
lo mas probable es que propicie su rapida degradacion (Liu et al., 1995). Como regulador
positivo, CsrA mejora la eficiencia de traduccion al estabilizar a sus mRNAs blancos (Wei
etal.,2001).

En E. coli CsrA controla el flujo intracelular de carbono por una regulacion positiva que
ejerce sobre la glucdlisis, pero al mismo tiempo regula negativamente la gluconeogénesis y
la sintesis de glucégeno. Por lo tanto, en ausencia de CsrA la sintesis de glucégeno es
fuertemente favorecida, lo cual genera un estrés metabdlico en la bacteria que la hace
perder viabilidad. Tal como se muestra en la Fig. 18, al crecer mutantes c¢srA en glucosa y/o
fructuosa-6-fosfato como unica fuente de carbon no se mostré crecimiento. Sin embargo,
creci6 cuando la fuente de carbono era piruvato. Esto muestra que al crecer a la bacteria en
fuentes de carbono glucoliticas, el flujo de carbono se direcciona hacia la sintesis de
glucégeno, disminuyendo de esta manera la glucdlisis y el ciclo de Krebs. Para superar esta
condicionalidad, se generaron mutantes incapaces de sintetizar glucogeno (mutantes en el
gen glgC) las cuales fueron capaces de soportar sin mayor problema la mutacién nula en
csrA (Timmermans et al., 2009).
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Fig 18 La acumulacién excesiva de glucégeno en
mutante AcsrA::icat perjudica la viabilidad en
fuentes de carbono glucoliticas. La mutante

Glucose AcsrA::cat (panel izquierdo) y la mutante AcsrA::cat
AglgCAP (panel derecho) Ambas mutantes con un
plasmido pWSK-csrA fueron estriadas son IPTG en LB
(A y E) o en medio minimo con aminoacidos, con
glucosa (B y F), fructuosa-6-fosfato (Cy G), o piruvato

Fructose-6-P (D y H) como unicas fuentes de carbono. Tomado de
(Timmermans et al., 2009)

Pyruvate

AcsrA::cat AcsrA::cat
AglgCAP

2.3 Mutantes rsmA

En muchas especies bacterianas, es muy dificil generar mutantes de rsmA (csrA), ya que
presentan fuertes agregaciones de célula—célula y/o un crecimiento muy lento (Romeo et
al., 1993; Lawhon et al., 2003; Molofsky and Swanson, 2003). En P. aeruginosa la
mutacion de rsmA resulta en un fenotipo de colonias pequeiias (Heurlier et al., 2005).

En E. coli el gen csrA se identific6 mediante mutagénesis al azar con transposones. La
insercion del transposon en el codén 51 (Timmermans et al., 2009), permitié obtener una
mutante viable en cualquier fuente de carbono, dejando ver la posibilidad de que los
primeros 50 aminodcidos mantuvieron una actividad parcial. La generacién de un péptido
CsrA | 5, restaur6 el crecimiento de mutante nulas csrA en fuentes de carbono glucoliticas.
A.vinelandii no ha sido la excepcion, también se han presentado dificultades para obtener
mutantes nulas en rsmA sobre todo en la cepa E productora de alginato (Fig. 19).

La poliploidia ha propiciado la obtenciéon de mutantes merodiploides donde la mutacién no

se logra segregar a todos los cromosomas (Morales, 2013). De tal manera que la bacteria
conserva tanto el alelo silvestre como el alelo que presenta la mutacion.
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Fig 19 Merodiploidia al intentar obtener una mutante nula rsmA en Azotobacter
vinelandii Cepa E. En la cepa silvestre se presenta el alelo nativo rsmA (0.9 kb), mientras que
en la cepa con la mutacion en rsmA (ArsmA::Gm) se presenta el alelo silvestre (0.9 kb) y el
alelo que porta la mutacién (1.8 kb). Tomado de (Morales, 2013)

Ante lo anteriormente discutido, se planted la posibilidad de que el alginato jugara un papel
semejante al glucégeno en E. coli, por lo que se mut6 el gen rsmA en un fondo genético no
productor de alginato. Para ello, se trabajé con la mutante JGDE, una derivada de la cepa E
con una mutacion por insercion en el gen al/gD. De manera interesante al mutar a rsmA por
remocion, tanto parcial como total, la mutante JGDE recuperé su capacidad de producir
alginato (Fig. 20). La insercion del casete de resistencia a Km en la mutante JGDE se
localiza a la mitad de los subdominios cataliticos pudiendo dejar una proteina parcialmente
funcional. De esta forma, al mutar a rsmA una probable sobreexpresion del gen algD::Km
compensaria su funcion defectiva haciendo posible nuevamente la produccion del polimero
(Morales, 2013).

4 B

N _J

Fig 20 Fenotipo Mucoide de la Cepa JGDE
y JGDEDrsmA. Izquierda JGDE , Derecha
JGDEDrsmA. Tomado (Morales, 2013).
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Posteriormente se construyd una mutante en el gen algD, en el que se removid su centro
catalitico y se sustituyd por un casete que confiere resistencia a Km. En esta mutante si fue
posible mutar al gen rsmA sin restaurar la sintesis de alginato, lo cual indirectamente apoya
la hipétesis de que la enzima con actividad parcial (algD) en la mutante JGDE original se
activa por sobre-expresion. De manera interesante en esta mutante fue posible obtener
cepas con la mutacién de rsmA completamente segregada (Fig.21).

T <<
£ E E
g p o
w22 g2
a) b) oAaQ a0
w9988
RRDD s
Xhol v Xhol L
E algD- -
Cepa no productora e R
de alginato algD T 1 alg8 -
S r—pgimemams= " Ygs ' ‘
9 g8 R R - w e 1.8 kb
. B — 1 _0.9kb
algD

|

Fig 21 Obtencién de mutante nula en rsmA. a)Esquema de la Cepa JGED. Sustitucién de la regién
catalitica de algD por un casete de Km. b)Obtencion de la mutante nula rsmA en la cepa JGDE. Se
muestra el alelo silvestre rsmA en la cepa E y JGDE (0.9 kb) y la mutante nula en rsmA en la cepa JGDE
(alelo mutante 1.8kb). Tomado (Morales, 2013)

En trabajos anteriores se report6 la dificultad de obtener mutantes nulas del gen rsmA en un
fondo genético productor de alginato (Cocotl, 2007; Morales, 2013). Morales en 2013,
logré obtener una mutante nula en rsmA en un fondo no productor de alginato (mutante en
gen algD), mientras que la sobreexpresion del gen rsmA en la cepa silvestre E de A.
vinelandii presenta una disminucion en la produccion de alginato (Cocotl, 2007). Estos
datos ubican a RsmA como un regulador importante de la produccion de alginato.

Aunado a esto, la interaccion in vitro de RsmA con la region 5° de algD apuntaban a que el
efecto regulador de RsmA sobre la producciéon de alginato, se establecia a nivel
postrancripcional directamente sobre la expresion de algD. Sin embargo, las evidencias
generadas hasta ese momento fueron obtenidas por experimentos in vitro, haciendo falta
pruebas in vivo que nos permitieran probar fehacientemente la aseveracion anterior.
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II1 HIPOTESIS

RsmA regula post-transcripcionalmente la expresion del gen algD

IV JUSTIFICACION

La cascada de regulacion GacS/A — RsmA/B parece ser una via de regulacion comun al
menos en bacterias de la subdivision y. El conocimiento generado contribuird a mejorar la
comprension de la cascada de regulacion, de manera general, en esta subdivision bacteriana
y de forma particular en 4. vinelandii. Por otra parte dard nuevos elementos que permitiran
entender de mejor manera la regulacion de la produccion de alginato y PHB en A.
vinelandii.

El estudio del sistema Rsm puede ayudarnos a entender qué transcritos estdn siendo
regulados a través de la proteina represora RsmA. La produccion de alginatos y PHB es de
gran interés biotecnoldgico y el estudio de los mecanismos implicados en la regulacion de
la produccion de estos polimeros proporcionard conocimiento que tendrd impacto sobre las
estrategias para impulsar su produccion.

V OBJETIVOS

5.1 General

Estudiar el efecto regulador que ejerce RsmA sobre el gen algD involucrado en la
produccion de alginato en A. vinelandii.

5.2 Particulares

v" Generar fusiones transcripcionales y traduccionales del gen algD.
v' Determinar el efecto de la sobreexpresién del gen rsmA en la expresién del gen
algD.

19



6.1 Cepas y material biologico

Modelo de estudio: A. vinelandii

VI MATERIALES Y METODOS

Todas las cepas de A. vinelandii se crecieron en medio minimo Burk-Sacarosa (BS), a una
temperatura de 30°C por 48 horas y en el caso de cultivos liquidos a 200 rpm, permitiendo
una aireacion en una relacién 1:5. Las concentraciones de antibidticos utilizadas fueron en

una relacién 1ul de antibiético por ml de medio cultivo, es decir al 0.1%.

CEPA
E

EgT

EalgD::Gm
gusAT

EalgD::Gm
gusAPT

EalgD::Gm
gusAT
pkT 230

EalgD::Gm
gusAPT
pkT 230

EalgD::Gm
gusAT
pMCY2

EalgD::Gm
gusAPT
pMCY2

CARACTERISTICAS

Fondo Silvestre
Cepa E recombinante, que porta en el
locus melA el gen reportero gusA
transcripcional.

Recombinante de la cepa E, porta la
fusién transcripcional gusAT (propio
ATG y Shine Dalgarno), al término de la
regién promotora de algD. La cepa es
no mucoide debido a la mutacién en
algD.

Fusién Traduccional gusAPT (no tiene
ATG ni Shine Dalgarno), recombinada
al término de la regioén reguladora del
gen algD. La cepa es no mucoide por la
mutacién generada en algD.

Transconjugante de la cepa EalgD::Gm
gusAT (fusidn transcripcional), que porta
el plasmido pKT 230. El mantenimiento
del pldsmido en la cepa es inestable, y la
cepa se utilizé como control negativo

Cepa transconjugante de la fusién
traduccional EalgD::Gm gusAPT, que
mantiene el pldsmido pKT 230. El
mantenimiento del pldsmido en la cepa
es inestable, y esta cepa fue utilizada
como control negativo.

Fusién  Transcripcional  EalgD::Gm
gusAT, que porta el pldsmido pKT 0.3
rsmA. El mantenimiento del pldsmido en
la cepa es inestable.

Transconjugante de la Cepa EalgD::Gm
gusAPT (fusién traduccional), porta el
plasmido pKT 03 rsmA. El
mantenimiento del pldsmido en la cepa
es inestable.

RESISTENCIA
Ac. Nalidixico 10 mg/ml

Ac. Nalidixico 10 mg/ml
Tetraciclina 40 mg/ml

Resistencia
Ac. Nalidixico 10 mg/ml
Gentamicina 1.5 mg/ml
(medio sélido) y 0.3 mg/ml
(medio liquido)

Resistencia
Ac. Nalidixico 10 mg/ml
Gentamicina 1.5 mg/ml
(medio sélido) y 0.3 mg/ml
(medio liquido)

Ac. Nalidixico 10 mg/ml
Gentamicina 1.5 mg/ml
(medio sélido) y 0.4 mg/ml
(medio liquido)
Estreptomicina 8 mg/ml
Kanamicina 8 mg/ml

Ac. Nalidixico 10 mg/ml
Gentamicina 1.5 mg/ml
(medio sélido) y 0.4 mg/ml
(medio liquido)
Estreptomicina 8 mg/ml
Kanamicina 8 mg/ml

Ac. Nalidixico 10 mg/ml
Gentamicina 1.5 mg/ml
(medio sélido) y 0.4 mg/ml
(medio liquido)
Estreptomicina 8 mg/ml

Ac. Nalidixico 10 mg/ml
Gentamicina 1.5 mg/ml
(medio sélido) y 0.4 mg/ml
(medio liquido)
Estreptomicina 8 mg/ml

Referencia

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
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E .coli : mantenimiento y propagacion de plasmidos

La bacteria E. coli se utilizd para realizar la manipulacién genética necesaria para la

construccion de plasmidos, asi como para mantener los plasmidos. Las condiciones de
cultivo fueron en medio LB, a 37°C , en un periodo de 12 a 14 h y en medio liquido a 200
rpm, con una relacion de aireacion de 1:5.

CEPA CARACTERISTICAS Resistencia
DH5a EndAl hsdR17 supE44 thi-1A- recAl
Ac. Nalidixico 10 1
QUSA 2yrA96 rel AAlacU 169980 (AlacZ AMIS) ¢- Nalidixico 10 mg/m
recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44
relAl lac (F’ proAB lacl'ZAMI15Tni10
XL1-Blue (Tet')). Cepa 'trz'msformable g eficiencias Tetraciclina 20 mg/ml
altas 'y deficiente en sistemas de
recombinacién homologa. F’ permite
seleccion colonias blacas/azules en XGal.
Contiene pldsmido helper pRK2013, que
DH5a. provee genes tra y mob necesarios para
RK2013 transferencia de ADN clonado en pldsmido Kanamicina 20 mg/ml
P ) puTn mini Tn5, desde célula carente de
estos.
VECTORES COMERCIALES
Vector Caracteristicas Resistencia Referencia
G TE Vector de clonacién para Ampicilina 100 me/ml P
pGem- asy productos de PCR mpicilina mg/m romega
pUC19 Vector}de clonacmn' de alto Ampicilina 100 mg/ml Invitrogen
nimero de copias
PLASMIDOS
Plasmido Caracteristicas Resistencia Referencia
Pldsmido integrativo en el locus melA
de A. vinelandii, que porta el gen Ampicilina 100 mg/ml ~
PUMA Tc gusAT reportero gusA transcripcional. Tetraciclina 20 mg/ml (Castafieda,2012)
Pldsmido integrativo en el locus melA
a del cromosoma de A. vinelandii, que Ampicilina 100 mg/ml (Morales Ruiz,
PUMA Te gusAPT porta el gen reportero gusAPT. Tetraciclina 20 mg/ml 2013)
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pKT 230

pMCY2

pGEMalgD

pUMA Tc-gusAT-

Derivado del pldsmido de amplio
rango de hospedero RSF1010, de alto
nimero de copias

Derivado del pldsmido pKT 230, que
porta el ORF de rsmA bajo el
promotor de Kanamicina. Se generd
una interrupcion en el casete de Km al
termino de la regién promotora

Derivado del Vector pGem T easy,
tiene clonada la regién reguladora del
gen algD y parte del gen aledafio alg§.

Generacion del interposén gusAT-Gm.
Derivado del pldsmido pUMA Tc
gusAT, al que se inserté el casete de

Kanamicina 20 mg/ml
Estreptomicina 20 mg/ml

Estreptomicina 20 mg/ml

Ampicilina 100 mg/ml

Ampicilina 100 mg/ml
Tetraciclina 20 mg/ml

Gm resistencia a Gentamicina. Gentamicina 10 mg/ml
Generacién del interposén gusAPT-

pUM A Te- Gm. Derivado de pUMA Tc gusAPT, Ampicilina 100 mg/ml

se clond el casete de resistencia a Tetraciclina 20 mg/ml

8 usAPT-Gm Gentamicina. Gentamicina 10 mg/ml
Derivado de pGemalgD, se

pGEMalgD gusAT- 1nterru'1f1p10 el gen algD al teleno'(’ie .
G la regién reguladora por la insercién Gentamicina 10 mg/ml
m

pGEMgusAPT-Gm

del gen reportero gusA transcripcional.

Derivado del pldsmido pGemalgD,
con una interrupcién de algD al
término de la regién reguladora por la
insercion del gen reportero gusAPT.

Gentamicina 10 mg/ml

6.2 Medios de cultivo
Medio Luria Bertani (LB)

Formula Cantidad (g/l)
Cloruro de Sodio (NaCl) 50
Extracto de Levadura 5.0
Peptona de Caseina 100
Agar Agua* 150
*Se adiciona en caso de prepara medio sélido
Medio Minimo Burk-Sacarosa (BS)
Formula Cantidad (g/l)
K,HPO, 8.0
KH,PO, 2.0
Sacarosa 200.0
CaCl,.2H,0 7.3
Na,SO, 18.3
MgCl,.6H20 160

(Bagdasarian,
1981)

(Cocotl, 2007)

(Morales, 2013)

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
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FeSO,-7H,0O 5.0
NaMoO,.2H,0 0.2
Para medio Sélido se adiciona también
Agar bacterioldgico 150
Ajustar a pH de 7.2
Medio de Competencia (CM)
Formula Cantidad (g/l)
K,HPO, 8.0
KH,PO, 20
Sacarosa 200.0
CaCl,.2H,0 7.3
Na,SO, 18.3
MgCl,.6H20 16.0
Para medio Sélido se adiciona también
Agar bacterioldgico 150

Ajustar a pH de 7.2

6.3 Técnicas empleadas
EXTRACCION DNA PLASMIDICO MINIPREP

Extraccion por Perclorato

Inocular 3 ml de LB liquido con antibidtico con la cepa de interés.

Incubar a 37°C y 200 rpm durante un tiempo aproximado de 14 horas.

Centrifugar el medio de cultivo y decantar para recuperar la pastilla celular.

Lavar la pastilla con un 1 ml de MgSO, 10 mM.

Adicionar a la pastilla celular 175 ul de TES y vortexear hasta resuspeder las
células.

M

6. Adicionar 25 ul de solucién de lisozima (10 mg/ml) y mezclar por inversion
suavemente.

7. Mantener en hielo por 20 minutos.

8. Agregar 400 ul de agua tridestilada helada.

9. Incubar a 73°C durante 15 minutos.

10. Dejar enfriar durante 5 min en hielo.

11. Centrifugar 15 minutos a 13 000 rpm.

12. Pasar el sobrenadante a un tubo nuevo.

13. Adicionar 60 ul de NaClO, y 600 ul de isopropanol.

14. Reposar en hielo durante 5 minutos.
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15.

Centrifugar 15 minutos a 13 000 rpm.

16. Lavar el pellet con etanol 70% (500 ul, 3X).

17.
18.

Secar completamente la pastilla a 37°C y resuspender en 30 ul de RNAsa.
Incubar a 37°C durante uno hora.

Extraccion por Lisis Alcalina

. Inocular 3 ml de LB liquido con antibidtico con la cepa de interés.

Incubar a 37°C y 200 rpm durante un tiempo aproximado de 14 horas.

. Centrifugar el medio de cultivo y decantar el medio para recuperar la pastilla

celular.
Lavar la pastilla con un 1 ml de MgSO, 10 mM.

. Adicionar 100 ul de Solucién I y resuspender completamente.
. Adicionar 200 ul de Solucién II (preparada al momento 80% H,0O, 10% NaOH 2N,

10% SDS).
Mezclar muy suavemente por inversion y dejar en reposo en hielo por 10 minutos.

. Adicionar 150 ul de Solucién III.

. Reposo en hielo durante 10 minutos.
10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.

Centrifugar durante 15 minutos a 13 000 rpm.

Recuperar el sobrenadante en un tubo nuevo.

Adicionar 10 ul de silica 'y 500 ul de Nal.

Reposo durante 15 minutos.

Centrifugar 2 minutos.

Lavar el pellet con New Wash (500 ul, 3X).

Secar completamente a 37°C y resuspender en 30 ul de solucion RNAsa.
Incubar durante una hora.

Centrifugar y recuperar el sobrenadante en un tubo nuevo.

EXTRACCION DNA PLASMIDICO MAXIPREP

O 00 LW

10

Partir de un cultivo de 40 ml.

Bajar células y lavar con 5 ml de MgSO,.

Resuspender completamente en 1.5 ml de Solucién 1.

Agregar 3.5 ml de Solucién II y mezclar lentamente por inversion.

Se deja durante 10 minutos en hielo.

Se agregan 2.5 ml de Solucién III y se mezcla suavemente.

Dejar en reposo durante 10 minutos.

Centrifugar por 10 minutos a 6 000 rpm.

Transferir cuidadosamente con una punta el sobrenadante a tubos limpios.
Adicionar 5 ml de isopropanol.
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11. Mantener en hielo durante 10 minutos.

12. Centrifugar a 6 000 rpm durante 10 minutos.

13. Decantar el sobrenadante.

14. Lavar la pastilla con etanol con etanol al 70% (3X,2 a 3 ml).
15. Secar completamente a 37°C y adicionar 200 ul de RNAsa.
16. Incubar a 37°C hasta eliminar por completo RNA.

EXTRACCION DNA CROMOSOMAL DE A. vinelandii

N

10.

I11.

12.

13.
14.
15.
16.
17.
18.

Hacer un cultivo de A. vinelandii en 25 ml de BS con el antibiético correspondiente.
Incubar a 30°C y 200 rpm durante 48 horas.

Bajar las células de un ml de cultivo aproximadamente.

Lavar las células con MgSO, hasta eliminar completamente el alginato.
Resuspender completamente en 450 ul de buffer TE 50/20 (Tris/EDTA).

Agregar 50 ul de lisozima (10 mg/ml) e incubar 30°/37°C.

Adicionar 50 ul de proteasa (10 mg/ml) en incubar 30°/37°C.

*Se pueden adicionar juntas la lisozima y la proteasa y dejar incubando una hora.
Agregar 50 ul de SDS 10% e incubar 15°/37°C (tiempo necesario hasta que se observe
una solucidn turbia y viscosa).

Agregar 100 ul de NaCl 5M. Mezclar e incubar 10°/65°C.

Agregar 80 ul de CTAB 10% NaCl 0.7 M e incubar de 15-20 minutos a 65°C.

*Incubar previamente el CTAB a 65°C antes de utilizarla.

Extraer una vez con un volumen de una solucién de cloroformo-alcohol isoamilico
24:1, vortexear y centrifugar por 5 minutos.

Recuperar el sobrenadante (con cuidado y con una punta pasar el sobrenadante a un
tubo nuevo).

Agregar 10 ul de silica y dejar en reposo durante 10 minutos.

Centrifugar durante 2 minutos a 13 000 rpm.

Lavar la pastilla con New Wash (3X, 500 ul).

Secar la pastilla completamente a 37°C.

Resuspender en 50 ul de RNAsa e incubar durante 1 hora a 37°C.

Centrifugar y recuperar el sobrenadante en un tubo nuevo.

TRANSFORMACION DE A. vinelandii

1. Mezclar en un tubo Eppendorf 200 ul de células competentes y 10-20ug de DNA
plasmidico (MaxiPrep) y mezclar completamente.

2. En una placa chica de CM se vierte toda la mezcla en el centro y con cuidado se
expande un poco en la placa.
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11.

12.

13
14

Dejar secar completamente a temperatura ambiente.

Incubar durante 48 horas a 30°C.

Recolectar el tapete celular con cuidado de no tomar agar de la placa.

Colocar en un tubo eppendorf y adicionar 1 ml d MgSO,.

Vortexear hasta resuspender completamente el tapete celular.

Centrifugar durante 5 minutos a 13 000 rpm.

Retirar el sobrenadante y el alginato. Hacer lavados hasta obtener solo el paquete
celular.

.La pastilla celular se resuspende en MgSO, o medio BS liquido de acuerdo a la

cantidad de células.

Plaquear con perlas de vidrio las células resuspendidas en una placa de BS con el
antibidtico que nos permitira seleccionar posibles recombinantes.

Dejar secar completamente.

. Incubar durante 48 horas a 30°C.
. Seleccionar posibles candidatas.

PREPARACION DE CELULAS COMPETENTES A. vinelandii

1.

91

De una placa fresca BS con la cepa que se desea transformar se cultiva una placa
CM. Incubar por 48 horas a 30°C (1° Pase).

Realizar un segundo pase a una placa de CM, cultivando sobre toda la superficie de
la placa (masivo). Incubar por 48 horas a 30°C.

. Recoger todo el tapete celular y pasarlo a 25 ml de medio CM liquido. Incubar

durante 24 horas a 30°C.

Bajar células de todo el cultivo celular y lavar con MgSO, 10 mM (asegurarse de
eliminar todo el alginato).

De acuerdo al tamafio de la pastilla celular resuspender en 1 ml de medio ( 840 ul
de CM liquido y 160 ul de MgSO, 0.1 M).

* Aproximadamente salen 2 ml de células competentes.

Protocolo corto

. A partir de una placa fresca de medio BS sélido subcultivar la cepa A. vinelandii en

medio CM sélido. Incubando durante 48 horas a 30°C.
De este cultivo sembrar una placa de CM en toda su superficie con asa. Incubar a
30°C por 12-15 horas.

. Recolectar todas las células en 1 ml de MgSO, 10 mM con la ayuda de una espdtula

estéril.
Recuperar las células por centrifugacion a 4000 rpm/10 minutos.

. Lavar las células 2 veces con MgSO, 10 mM.
. Proceder a transformar.
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METODO DE CONJUGACION

1.

10.

11

13.

14

15.
16.

Inocular 25 ml de medio BS, adicionado con el antibidtico correspondiente con una
asada de cultivo fresco de A. vinelandii (cepa receptora). Incubar a 30°C /24
horas/200 rpm.

Pasadas las 24 horas inocular con 1 ml del precultivo 25 ml de medio BS liquido sin
antibidtico. Incubar a 30°C/200 rpm/36horas.

. Cuando el cultivo de A. vinelandii tenga 12 horas poner precultivo de E. coli, a

partir de una placa fresca (donadora y helper) en 5 ml de LB liquido con
antibidtico. Incubar a 37°C/200rpm/12horas.

. Inocular 500 ul de precultivo de E.coli en 450 ul de LB sin antibidtico (dilucion

1:10) e incubar a 37°C.

. Cuando el cultivo de A. vinelandii tenga 36 horas, centrifugar los 25 ml de medio,

bajar células y lavar con MgSO, 10 mM hasta eliminar el alginato totalmente.
Resuspender en 1 ml de MgSO, 10 mM.

. Centrifugar y lavar el cultivo de E.coli y resuspender en 1 ml de LB.

Dividir las placas BS/LB en cuatro puntos equidistantes (marcar preferentemente
con plumoén en la placa los cuatro puntos para localizar con facilidad el lugar donde
se va poniendo el cultivo) y colocar sobre cada uno de los puntos 10 ul del cultivo
de A. vinelandii (cepa receptora) dejar secar.

. Adicionar 10 ul del cultivo de la cepa donadora o de la helper (puede ser cualquiera

de las dos) en el mismo lugar donde previamente se fijé la cepa receptora y dejar
secar.

Finalmente se instala el cultivo faltante (cepa donadora o helper) en el mismo punto
donde se pusieron las dos cepas anteriores y dejar secar.

*Se pueden sustituir los puntos 8,9 y 10 mezclando en un tubo eppendorf 100 ul de
la cepa donadora, la receptora y la helper. Se toman 100 ul de la mezcla de células y
se cosechan en un placa BS/LB. (Utilizando esta técnica es necesario hacer mayor
cantidad de diluciones).

. Incubar las placas BS/LB durante 24 horas a 30°C.
12.

Recoger el tapete celular y lavar con MgSO,.
*Resuspender completamente las células para propiciar disociacion celular.
Resuspender en un ml de MgSO,.

. Plaquear 200 ul de mezcla celular aproximadamente (depende de la cantidad de

células, si es necesario hacer diluciones) en una placa BS con antibidticos de
seleccion.

Incubar a 30°C durante 48 horas.

Seleccionar posibles candidatas.

*S1 hay crecimiento masivo realizar diluciones.
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CONJUGACION INVERSA

1.

10.
I11.

12

A partir de una placa fresca con las transconjugantes A.vinelandii (plasmido captado
por conjugacion) inocular en 25 ml de BS con antibi6tico correspondiente. Incubar
a 30°C por 24 horas (cepa donadora).

Del precultivo tomar 1 ml e inocular 25 ml de medio BS sin antibiético. Incubar a
30°C durante 36 horas.

. Cumplidas 12 horas del cultivo de las transconjugantes A.vinelandii, poner un

precultivo de E. coli a partir de una placa fresca (receptora y helper), en 5 ml de LB
con antibiético.

. Inocular 500 ul de precultivo de cepa receptora y la helper en 450 ul de LB liquido

sin antibidtico (dilucién 1:10) e incubar a 37°C.

. Cuando el cultivo A. vinelandii completo 36 horas, se centrifugaron los 25 ml de

medio y se lavaron con MgSO, hasta eliminar el alginato por completo.
Resuspender en 1 ml de MgSO, 10 mM.

. De igual manera, centrifugar y lavar cultivos de E. coli (receptora y helper) y

resuspender en 1 ml de LB.

. Dividir las placas BS/LB en cuatro puntos equidistantes (marcar con plumén en la

placa los cuatro puntos para localizar el lugar donde se va instalando el cultivo) y

colocar sobre cada uno de los puntos 10 ul del cultivo de E. coli (cepa receptora)
dejar secar.

. Adicionar 10 ul del cultivo de la cepa donadora (cepa de A. vinelandii) o de la

helper en el mismo lugar donde previamente se fijo la cepa receptora y dejar secar.

. Finalmente se agrega el cultivo faltante (cepa donadora o helper) en el mismo punto

donde se pusieron las dos cepas anteriores.

Dejar secar completamente e incubar a 37°C durante 12 horas.

Recoger el tapete celular y lavar con 1 ml de LB. Resuspender muy bien para
propiciar la disociacion de las células.

. Hacer diluciones y plaquear en una placa LB con el antibiético de seleccion.
13.
14.

Incubar 12 horas a 37°C.
Seleccionar colonias.

ACTIVIDADES ENZIMATICAS

Obtencién de Muestra para Cuantificacion de Proteina y f—glucuronidasa

1. A partir de un precultivo de la cepa de interés de A. vinelandii en 25 ml de
BS, con antibidtico. 18horas/30°C/200rpm.

2. Bajar 10 ml de preinéculo aproximadamente y lavar con MgSO,,
estandarizar el tamafio de todas las muestras para que la cantidad de in6culo
sea uniforme.
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3. Inocular 25 ml de BS sin antibidtico. Incubar a 30°C/48horas/200 rpm

4. Bajar un ml de cultivo (depende del tamafio de pastilla). Estandarizar
tamafio del pellet celular.

5. Lavar con MgSO, 10 mM. Es importante que se elimine todo el alginato en
las muestras para evitar errores de medicion

6. Congelar el paquete celular.

7. Al momento de la prueba resuspender en 1 ml de MgSO, el paquete celular.

CUANTIFICACION PROTEINA

Método Lowry
1. A partir de las células resuspendidas tomar aproximadamente 10 ul de células
(depende del tamafio de muestra inicial).
2. En un tupo ependorff completar el volumen de muestra problema (10 ul tomados) a
un volumen final de 200 ul con MgSO, 10 mM.
3. Preparar un blanco con 200 ul de MgSO,
*Preparar curva patrén albumina. Mezclando a un volumen final de 200 ul.
Albumina (2 mg/ml) MgSO,
2wl 198 wl
4 ul 196 ul
8wl 192 wl
16 ul 184 ul
32 ul 168 ul
4. A cada uno de los tubos se adicion6 1 ml de Solucion Reactiva y se vortexeo
Solucién Reactiva:
Sol. A 98% de Na,CO; al 2%
Sol. B 1% de Tartrato de Sodio
Sol.C 1% de CuSO, 1%
5. Reposo a temperatura ambiente durante 10 minutos.
6. Se adicionaron 100 ul de solucién Reactivo de Folin (Solucién es una relacién 1:2
del reactivo Folin con Agua). Reposo durante 30’ a temperatura ambiente.
7. Leer absorbancia a 625 nm.
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CUANTIFICACION B-GLUCURONIDASA

1. A partir de la muestra problema resuspendida en 1 ml de MgSO,, se tomaron 10 ul
aproximadamente (depende de cantidad de células en la muestra) y se adicionaron
720 ul de Buffer Z.

*Preparar un blanco con 730 ul de buffer Z (procesar junto con las muestras).

2. Adicionar 10 ul de lisozima (10 mg/ml) e incubar durante 5* a 37°C.

3. Agregar 10 ul de tritébn 10% y pasar bafio 30°C. Inmediatamente después adicionar
100 ul de PNPG. Cronometrar inicio de la reaccion. La reaccidn es colorimétrica y
se espera que vire a un color amarillo palido, en cuanto se presente la coloracion
adicionar 150 ul de Na,CO,y detener el tiempo de reaccion (ti, es el tiempo exacto
en que se genero la reaccion colorimétrica).

4. Leer absorbancia a 405 nm contra el blanco.

OLIGONUCLEOTIDOS UTILIZADOS PARA PCR’S

Oligonucleétidos utilizados

Oligonucledtidos Secuencia Tm
Fw tnasa ACC GTT GTT CAA GCG TGT TAT 50°C
Ry tnasa CGG TAG TCG ATG TGC GTG TC 50°C
FgusA TGTAACGCGCTTTCCCACCAAC 60°C
Rv Tc GCTAGCAGCACGCCATAGTGA 60°C
Fw pks ACGGCCCACGGTTGAGGTTTTTC 62.4°C
Rv pks GTCCCGACGCCGTTCTTGATGC 62.9°C
RRalgD Sacl GACTGAGCTCGCGTGATG 52°C
Fw Sm TTTTGTCAGCAAGATAGCCAGA 54.4°C
Rv Sm GATCGAAATCCAGATCCTTGAC 53.1°C
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VII RESULTADOS

Estrategia Experimental

Para alcanzar los objetivos planteados, nos propusimos seguir una estrategia de ganancia
funcidén, determinando el efecto de la sobre-expresion de rsmA sobre la expresion del gen
algD.

Construccion de Vectores Integrativos

En A. vinelandii es complicado trabajar con vectores extra-cromosomales debido a la
inestabilidad que presentan los plasmidos en la bacteria. Por lo anterior, nuestro grupo ha
optado por generar y trabajar con vectores integrativos que se recombinan en el
cromosoma. En el laboratorio se han disefiado y generado una serie de vectores que nos
permiten recombinar en el cromosoma en un locus neutro fusiones génicas, genes con su
promotor nativo o bajo el gobierno del promotor inducible fac.

Esta serie de plasmidos se les llamé pUMA. El cuerpo del plasmido viene del vector
pUC19, en el se clond el gen melA como locus neutro de recombinacion. El gen melA
codifica para una a-galactosidasa solo necesaria para la bacteria cuando se crece en
melibiosa. De igual manera, los vectores tienen un casete de resistencia util para
seleccionar los procesos de recombinacion.

Se cuenta con dos vectores de la serie pUMA, que permiten realizar fusiones
cromosomales. Estos vectores cuentan con el gen reportero gusA y poseen un casete de
resistencia a Tetraciclina. El vector pUMA-Tc-gusAT nos permite realizar fusiones
transcripcionales, y el vector pUMA-Tc-gusAPT realizar fusiones traduccionales (Fig. 22).

La diferencia entre estos dos vectores estriba en que el gen reportero; en la traduccional el
gen reportero estd desprovisto del sitio de unién a ribosoma y de ATG.

{ PUMA Tc
usAT gusAPT
| 6772 bp

\ pet
St
Bacror
Spet
Wotr
Sect
Sect

Fig 22 Vectores de la serie pUMA para realizar fusiones cromosomales a) Vector pUMA-Tc-gusAT
(Fusiones Transcripcionales) y b) Vector pUMA-Tc-gusAPT (fusiones traduccionales)
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También se cuenta con el vector pUMAKm-Tac.
Este pldsmido, al igual que los anteriores es capaz
de insertarse mediante recombinacion homoéloga

Lagl

ori

pUMA Km Tac

en el locus del gen melA. El vector cuenta con el 6717 bp

promotor inducible Tac, su represor Laql y
confiere resistencia a Kanamicina (Fig. 23).

P:
Hindill

Fig 23 Vector pUMA-Km-tac. Plasmido
integrativo con la secuencia del promotor tac, el
represor Laql y un gen resistencia a Km.

7.1 Generacion de las fusiones
RRalgD-gusA recombinadas en el locus algD

Nos propusimos generar fusiones cromosomales, transcripcional y traduccional, que
tuvieran como locus de recombinacion el propio gen algD. De esta manera podriamos
evaluar la actividad del promotor del gen algD (RRalgD) en su sitio nativo. Al mismo
tiempo que se lograria una mutacion por insercion, del gen reportero junto con un casete
de resistencia al término de la RRalgD.

Al término de la region reguladora del gen algD se encuentra un sitio Sacl (Fig. 24), mismo
sitio que se utilizd para realizar las manipulaciones necesarias para generar las fusiones
cromosomales.

Ssu 3Al
° Hha | Dpn |
Msp | Tag |
5 ATGCGTATCAGCATTTTCGGACTGEGCTATETAGETECAGTATGCGCCEGCTETCTTTCGEGACECTEGEGCACCAAGTGETCGEGCETGGATATTTCCGCCGCCAAGATCGA
T R A A R e e R
3 TACGCATAGTCGTARAAGCCTGACCCGATACATCCACGTCATACGCGGCCGACAGARAGCCCTGCACCCGTGCTTCACCAGCCGCACCTATARAGGCGGCEGTTCTAGCT
o
1 M R | S | F G L G Y v G A VvV C A G C L S G R G H E V V G V D | S A A K | D
o
Sau 34 Msp |
o Dpn | Tag | Msp | Hae Il Haze Il Hha |
5 CATGATCAATCAGGGCARATCCCCCATCGTCCAGCCEEGACTGEEAGAACTECTGECCCGAGGEGCETCGARGACCGGCCGCCTGCEGCGGCACCACCARCGTGACCGRAGCGE
° 4 1 . 1 . ! " 1 . 1 . ! " I " I 4 1 4 ! } v 220
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T <
3 GTACTAGTTAGTCCCGTTTAGGGGGTAGCAGCTCGGCCCTGACCCTCTTGACGACCGGCTCCCEGCACTTCTGGCCGGCGGACGCGCCEGTGGTGGTTGCACTGGCTTCGCC
o
1 M | N Q@ G K s P | v E P G L G E L L A E G V K T G R L R G T T N V T E A
o
Bam Hl Ava |

° Dde | Ssu 3AI | Msp |
Alu | Alu | Sac I Has Il Xbs | Spe | Dpn | | Sma |

TCCTCGCCACTGAGCTGTCCATGCTCTGCGT CCCCACCCCFACCAAFC;GAACCCCGACC;CGAGCchaccgcggtggcggccgcyctagaactag gga\,cccccggg

L ! L 1 : ! L ! : ! : L L : 4 : M L 330
1 T t T t T t T 1 T t T t } t t t T t T t }
AGGAGCGGTGACTCGACAGCGTACCAGACGCAGCCGTGCEGECTCEGTTCCGACTTGCCGCTGEACCTCGAggtggecgecaccgecggecgagatcttgatcacctagggggece

o— o w o w

Alu | Eco RV

CTGCAGCTGGATATCGGA

GACGTCGACCTATAGCCT

- 0o @ o w

L @ L D I G

Fig 24 Esquema de la Secuencia de la region promotora del gen algD (RRalgD). Al término de la secuencia se
localiza un sitio Sacl, mismo sitio en que se insertd el gen reportero gusA como se muestra en el diagrama.
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7.1.1 Construccion de las fusiones algD-gusA(T/PT)-Gm

Originalmente planteamos generar las fusiones algD-gusA utilizando los vectores
pUMATcgusA, tanto traduccional como transcripcional y recombinarlas en el locus melA.
Sin embargo durante el inicio de este trabajo de tesis en otro proyecto del grupo de trabajo
se encontré que la mutacion del gen algD hacia viable la obtencién de mutantes rsmA, por
esta razén decidimos realizar las fusiones directamente en el gen algD generando a su vez
la mutacidn en el gen que eventualmente en trabajos posteriores posibilitaria la mutacion de
rsmA para realizar ensayos de pérdida de funcion. Al no contar con los interposones para
realizar las fusiones algD descritas nos dedicamos en primera instancia a la construccién de
dichos casetes.

7.1.1.1 Interposones gusAT -Gm y gusAPT-Gm

Partiendo de los vectores pUMATcgusAT y pUMATcgusAPT que poseen el gen reportero
gusA y de un casete de resistencia a Gm se construyeron los interposones gusAT-Gm y
gusAPT-Gm. Para tal fin se escindi6 el casete Gm y los vectores pUMA con la enzima
HindlIll. El sitio HindlIl en los vectores pUMA se encuentra justo rio arriba del extremo
5°de gen gusA. Los casetes se ligaron a los vectores pUMATcgusAT y pUMATcgusAPT y
se transformaron en E. coli DHS5o. Las clonas se probaron cortando con las enzimas
Hindlll y Sacl. En el caso de Hindlll se liberaria un fragmento correspondiente al peso del
casete Gm, y Sacl nos ayudaria a establecer la orientacién correcta, si se liberaba un
fragmento de 2691 pb en el caso de la fusién transcripcional y de 2650 pb en el caso de la
traduccional, se evidenciaria un arreglo en el que el casete Gm proseguiria al gen gusA con
el mismo sentido de la transcripcidon. Los pldsmidos que portan los interposones fueron
llamados pUMATcgusAT-Gm (Fig. 25) y pUMATcgusAPT-Gm (Fig. 26).

c)

pb
10000
8000
6000

T e—— 6822 pb
<€— 4931 pb

6822 bp

3000
<€—— 2691 pb

1500

1000
<€—— 800 pb

750

250

Fig 25 Diagrama descriptivo del Interposén transcripcional contenido en pUMATcgusAT-Gm. a) Plasmido
pUMA Tc gusAT, en el sitio Sacl, al termino del gen reportero gusAT se insertd el casete de resistencia a Gm,
generando el pldsmido pUMATCgusAT-Gm b) Esquema del interposén gusAT-Gm (2691 pb) el gen reportero y el
casete de resistencia c) Mapeo de restriccién que comprueba la presencia del casete de Gm y la orientacién en fase
del interposén. Se digirié con Hindlll y Sacl

33
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Fig 26 Diagrama descriptivo del Interposon traduccional contenido en pUMATcgusAPT-Gm. a)
Plasmido pUMA Tc gusAPT, en el sitio Sacl, al termino del gen reportero gusAPT se inserté el casete de
resistencia a Gm, generando el pldsmido pUMATCgusAPT-Gm b) Esquema del interposén gusAPT-Gm
(2650 pb) el gen reportero y el casete de resistencia ¢) Mapeo de restriccién que comprueba la presencia
del casete de Gm y la orientacién en fase del interposén. Se digirié con HindIll y Sacl.

7.1.1.2 Plasmidos pGEMalgD gusA(T/PT)-Gm

Una vez que ya se tenian los interposones, se utiliz6 un plasmido previamente construido
en el laboratorio, para generar las fusiones algD-gusA. Este plasmido es un derivado del
pGEM T-Easy, que tiene clonado el gen algD junto con su regién reguladora, asi como una
parte del gen aledafio alg8 (llamado pGEMalgD con un inserto de 2.4 kb) (Morales, 2013).

Para generar las fusiones se corté de manera parcial el plasmido pGEMalgD con Sacl, ya
que cuenta con dos sitios Sacl, siendo de nuestro interés el que se encuentra después de la
RRalgD (464pb). Por otra parte se cortd con Sacl el plasmido pUMATcgusAT-Gm vy
pUMATcgusAPT-Gm para escindir los interposones gusAT-Gm y gusAPT-Gm. Una vez
que se tenia el vector pGemalgD cortado y los interposones escindidos, se procedi6 a ligar
y transformar.

Fusion Transcripcional pGem-algD-gusAT-Gm

En la Fig. 27 se muestra el diagrama de la fusion obtenida a partir del vector pPGEMalgD.
El interposén del gen reportero gusA transcripcional junto con el casete de resistencia a
Gm, se insertaron en un sitio Sacl propio, localizado 278 pb después del término de la
RRalgD. Con la finalidad de comprobar esta construccion se realizé mapeo de restriccion
con las enzimas Sacl y EcoRV.
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Fig 27 Diagrama pGem-algD-gusAT-Gm. Fusién
transcripcional con un tamaiio total de 8091 pb.

En la Fig. 28 se muestra el patrén de restriccion obtenido al cortar con la enzima Sacl, con
la que se esperaba obtener tres fragmentos, uno de estos correspondiente al interposén
gusAT-Gm, con un peso de 2691 pb.

a) . 2691 pb 840 pb . b) ' 2 3 4 5 6
1 1

1
1
RRalgD !L algD
8091 pb

4560 pb

N «—— 4560 pb

s €——2691pb

Restriccién Sacl

—] 1 MPM
c) 2691 pb 2 Clona 1 1000

3 Clona 2 750
4 Clona 3 500
5 Clona 4

840 pb 6 Clona 5

Fig 28 Patron de Restriccion correspondiente al plasmido pGem-algD-gusAT-Gm al cortar con la enzima
Sacl. a)Diagrama que corresponde a la construccion con un peso total de 8 091 pb, se indican los sitios donde
corta la enzima Sacl, esperando obtener tres fragmentos ¢) el del interposén de 2691 pb, un fragmento de 840 pb y
el resto del plasmido de 4560 pb. b) En un gel de electroforesis se muestran los fragmentos con los tamafios
esperados al comprobar 5 posibles candidatas.

La fusién transcripcional también se cortd con la enzima EcoRV vy el patrén de restriccion
obtenido se muestra en la Fig. 29. Al cortar con esta enzima, se esperaba obtener cuatro
fragmentos, mostrados esquematicamente en la Fig. 29a. El tamafio correspondiente a cada
fragmento se muestra en Fig. 29b: el del vector pGem y parte del gen algD con un peso de
4501 pb, un fragmento de 1901 pb que comprende parte del gen algD y parte de gusA, un
fragmento 1458 pb, que incluye el casete de Gm y parte del gen algD y un ultimo
fragmento de 231 pb parte del gen gusA. De las clonas obtenidas (Fig. 29¢), se digirieron
con la enzima cinco posibles candidatas, solo una de las clonas coincidi6 con los pesos
esperados (carril 4 del gel mostrado en la Fig. 29c¢).
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a) 1901 pb |231 pbl 1458 pb c)

€—— 4500 pb
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Restriccion EcoRV

RRalgD 1901 pb 1 MPM
b) 2 Clona 1

3 Clona 2
231pb 4 Clona 3
5 Clona 4 250 <€—— 231pb
L 1458 pb 6 Clona 5 A
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Fig 29 Patrén de Restriccion correspondiente al plasmido pGem-algD-gusAT-Gm al cortar con la enzima
EcoRV. a) En el diagrama se muestra esquemdticamente el pldsmido, indicando los sitios donde se esperaba que
cortara la enzima. b) Los cuatro fragmentos esperados que se esquematizan en el diagrama corresponden a los
siguientes pesos: 231 pb, 1458 pb, 1901 pb y 4501 pb. c) Al comprobar las cinco posibles candidatas, la clona 3
presentd el patrén de restriccién que se esperaba.

Fusion Traduccional pGem-algD-gusAPT-Gm

La fusién traduccional se generd de la misma manera que
la transcripcional. Se insert6 el interposén gusAPT-Gm en H0S00b

el sitio Sacl localizado al término de la regién promotora P

del gen algD, generando asi la construccion pGem-algD- Fig 30 Diagrama pGem-algD-

gusAPT-Gm que se muestra en la Fig. 30. gusAPT-Gm. Fusién
Postranscripcional (8050 pb).

RRalgD  gusAPT ~ Gm algD

Para verificar la construccion se escindié con las enzimas Sacl y EcoRV. Al realizar la
restriccion con la enzima Sacl (Fig. 31), se esperaba que se liberara el interposén gusAPT-
Gm con un peso de 2650 pb.

a) 2650 pb 840 pb C)

pb
10000

RRalgD VA Gm -IgD oo
alg. 8Uus. clg 6000 ¢ 4560 pb
8050 pb
3000 €——2650 pb
4560 pb
1500
b) L. 1000
Restriccién Sac 1 <«<——840 pb
ssopn MM
2 Clona 1
840 pb 3 Clona 2 w
4 Clona 3

250

Fig 31 Patron de Restriccion al cortar con Sacl el plasmido pGem-algD-gusAPT-Gm. a) Diagrama del plasmido
con un peso total de 8 050 pb. Indicando los sitios donde debe cortar la enzima Sacl. Los cortes obtenidos son b) el
interpos6n junto con el casete de resistencia con un peso de 2650 pb, un fragmento de 840 pb y el resto del pldsmido
con un tamafio de 4 560 pb. ¢) Se cortaron con la enzima tres candidatas y se corrié un gel de electroforesis. Los
tamaflos que se esperaban fueron los obtenidos.
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También se corté el plasmido con EcoRV. Se digirieron tres clonas con la enzima,
esperando obtener cinco fragmentos y solo la clona 3 presentd el patron de restriccion
esperado, como se muestra en la Fig. 32.

18208

S4ph  231pb
R

1813 pb

a) RRalgD gusAPT Gm algD
8050 pb
4640 pb
Restriccion EcoRV
b) 820 pb 1 MPM
546 pb 2 Clona 1
3 Clona 2
21 4 Clona 3
1813 pb

c)

pb
10000
8000
6000
4640 pb

3000

«——1813 pb
1500

1000
L0 20 pb

500 546 pb

20 231 pb

Fig 32 Patron de Restriccion obtenido con la Enzima EcoRYV al cortar el plasmido pGEM-algDgusAPT-Gm.
a)Esquema del pldsmido, donde se sefialan los sitios donde corta la enzima. Se obtienen cinco fragmentos, b) se
muestra el fragmento y el peso correspondiente, faltando el resto del vector, fragmento de 4640 pb. ¢) Se presenta
el gel de electroforesis correspondiente al corte de tres candidatas con la enzima EcoRV, siendo la clona 3 (carril
4) la que presenta el patrén de restriccion esperado.

Comprobacion mediante PCR de las fusiones cromosomales

Ademas de los patrones de restriccion, para verificar las fusiones cromosomales,
transcripcional pGemalgD-gusAT-Gm y la traduccional pGemalgD-gusAPT-Gm se
realiz6 una PCR, la cual nos permitiria comprobar que los interposones (gusAT/PT-
Gm) se habian clonado en el plasmido pGemalgD de tal manera que se encontraran en
fase con la region promotora del gen algD. Para dicha comprobacién se amplifico con
los oligos RRalgDSacl (inici6 del gen algD) y el oligo FgusA que amplifica a partir de la
parte interna de gusA. El fragmento amplificado obtenido de la PCR se muestra en la

Fig. 33.

-

RRaigDSacl — gusAPT 899 pb

gusAPT
1 MPM
2 Control
3 Control
4 Sacl-gusAPT

gusAT
1 MPM
2 Control
3 Sacl-gusAT

- RRalgDSacl — gusAT 950 pb

«<— 950 pb

Fig 33 Esquema de los amplicones y oligonucleétidos utilizados para comprobar fusiones cromosomales.
a)Se amplificé a partir del pldsmido pGemalgD-gusAPT-Gm una regién de 899 pb con los oligonucledtidos
RRalgDSacl y gusA (742 pb RRalgD+157 pb de gusA) mientras que, b) el amplificado obtenido a partir de la
fusién transcripcional pGemalgD-gusAT fue de 950 pb (742 pb RRalgD+208 pb de gusA).
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Una vez que se checaron las construcciones por patréon de restriccion y por PCR, se
estriaron en un placa de LB, que tenia como sustrato Xgluc, reactivo para detectar la
presencia de actividad enzimdtica del gen reportero (Fig. 34). Unicamente la construccién
transcripcional presentd actividad evidenciada por la coloracién azul. Mientras que la
fusion traduccional no presentd actividad enzimética.

Fig 34 Construcciones algD::gusA (TA/;PT)-Gm en una placa
de LB con sustrato Xgluc. La actividad enzimatica se observa
mediante un precipitado color azul, Gnicamente se presencié
actividad en la fusion transcripcional (algDgusAT)

7.1.2 Fusiones algD::gusA(T/PT)-Gm en A. vinelandii

Una vez que las construcciones fueron corroboradas, se procedié a transformarlas en la
cepa AEIV de A. vinelandii. En la Fig. 35 podemos observar que las cepas que poseen las
fusiones cromosomales han perdido la mucoidia debido a la mutacién en el gen algD que se
genero.

Fig 35 Recombinantes de las fusiones cromosomales transcripcional y traduccional. Al comparar a) la cepa
silvestre AEIV con b)las fusiones cromosomales algDgusATGm y algDgusAPTGm, se observa una notable
diferencia en e el fenotipo mucoide. b) Las fusiones cromosomales perdieron mucoidia debido a la mutacién por
insercion (gusA-Gm) en el gen algD.
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De las candidatas recombinantes obtenidas, se seleccionaron algunas y se realizé extraccion

de ADN cromosomal. Utilizando el

ADN,

se realizé la misma PCR que se habia

efectuado a los plasmidos pGEMalgD-gusAT-Gm y pGEMalgD-gusAPT-Gm que portaban
las fusiones cromosomales que se recombinaron (Fig. 36).

RRalgD
a) Sacl-gus )
899 pb Y
M
‘ Sacl-gusA
1-Control Positivo
2-Control Negativo (AEIV)
3-algDgusAT-Gm
4-algDgusAPT-Gm
b) RRalgD
Sacl-gus
‘ 950 pb

Fig 36 Producto de PCR para comprobar las fusiones cromosomales en A. vinelandii. a)Diagrama que muestra
la fusién cromosomal (traduccional) algD::gusAPT-Gm, el amplificado tiene un peso de 899 pb. b)Esquema de la
fusién cromosomal (transcripcional) algD::gusAT-Gm, el peso de amplificado es de 950 pb. Los oligonucleétidos
utilizados son RRDD Sacl y gusA. ¢) En el gel se muestra en el carril 2 como control negativo el ADN cromosomal
de la cepa silvestre AEIV, en el carril 3 el producto de PCR del ADN cromosomal de la fusién transcripcional y en el

carril 4 se muestra el amplificado de la fusién traduccional.

pb
10000

1500

950 pb
899 pb

1000

750

Como se muestra en la Fig. 37, en A. vinelandii, tanto la fusién transcripcional como

traduccional presentaron actividad enzimatica cuando se estriaron

contenia como sustrato Xgluc.

Fig 37 Actividad

enzimatica en
algD::gusAT-Gm y algD::gusAPT-Gm. Placa con medio BS y Xgluc
como sustrato. Ambas fusiones mostraron un precipitado color azul

fusiones

cromosomales

traducido como actividad enzimadtica propia del gen reportero.

en una placa que
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7.2 Sobreexpresion de RsmA

7.2.1 Sobreexpresion de rsmA bajo el promotor inducible zac

El siguiente paso fue sobre-expresar rsmA en las cepas \
PUMA Km Tac \\Iw

que albergaban las fusiones del gen algD, tanto

transcripcional como traduccional.

Originalmente, para sobre-expresar a rsmA se planted
clonar al gen bajo el promotor fac del vector
PUMAKmTac (Fig. 38). En este Ve.ctor seria posible Fig 38 pUMA Km rtacrsmA.
inducir controladamente la expresion del gen al Region estructural de rsmA clonada

desreprimir al promotor con isopropil-B-D-tiogalactosido Pai© el promotor tac, para  una
sobre-expresién inducible.
(IPTG).

A la par que se realizaba esta parte del proyecto, en el laboratorio se estaba trabajando con
la expresion controlada de los pequefios RNAs de la familia Rsm a través del promotor fac.
Cuando se sobre-expresaron los pequefios RNAs no se observé efecto, y esto llevd a que
se verificara el funcionamiento del sistema de expresion. Para esto se puso bajo el promotor
tac al gen reportero gusA y estas fusiones se recombinaron en el cromosoma de A.
vinelandii. De esta manera, seria posible probar el funcionamiento del sistema de expresion
mediante la actividad enzimdtica al ser inducida por IPTG (Isidro Coxca, 2015).

En el experimento se miedio la actividad de la B-glucoronidasa de las fusiones tac-gusA sin
y con induccién de IPTG 500 uM y se realizé una comparacion con la cepa silvestre AEIV,
se observo que al inducir con IPTG el nivel mas alto de sobreexpresion alcanzado fue de 2
unidades de (-glucoronidasa (Isidro Coxca, 2015). De esta manera se probd que el sistema
funciona y permite expresar de manera controlada al gen reportero, sin embargo los niveles
de expresion que se observan son muy bajos (2 unidades especificas de B-glucuronidasa
como maximo) para los fines del estudio. Al analizar estos datos, se encontré que en A.
vinelandii, a pesar de no metabolizar la lactosa, se encuentran ocho proteinas pertenecientes
a la familia de reguladores transcripcionales Lacl, lo que nos hace suponer que esto podria
influir en el bajo desempefio que presenta el promotor fac (Isidro Coxca, 2015).

De forma independiente, en un estudio desarrollado por el grupo de la Dra. Cinthia Nufiez
(Ibt-UNAM) encontraron resultados similares a los nuestros. En este trabajo se utiliz6 el
promotor inducible lac teniendo como control de expresion al gen gusA. Al realizar las
cuantificaciones (0.2 a 1.4 unidades de b-glucoronidasas) se observé que el sistema de
expresion funciona (Quiroz, 2012).
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Sin embargo, coincidiendo con los resultados de Isidro Coxca (2015), los niveles de
inducciones son bajos, encontrdndose por debajo de 2 unidades sugiriendo una fuerte
actividad represora de Lacl o sus homoélogos funcionales en A. vinelandii.

7.2.2 Sobre-expresion constitutiva de rsmA

Ante este panorama, se opto por cambiar la estrategia para realizar la sobre-expresion de
rsmA. En lugar de sobre-expresar de manera controlada, la sobreexpresion seria
constitutiva usando el plasmido pMCY?2, construido previamente en el laboratorio y que
ademas ya ha sido probado en ensayos de sobre-expresion (Cocotl, 2007).

7.2.2.1 Plasmido pMCY2
El plasmido pMCY2 tiene a rsmA bajo el promotor constitutivo del gen que confiere
resistencia a Kanamicina (Cocotl, 2007).

pKT 230
119 Kb

Fig 39 Plasmido pKT 0.3 rsmA. Derivado del plasmido pKT 230, en que
la regidén estructural de rsmA se encuentra bajo la regién promotora de
Km. Tomado y modificado de (Cocotl, 2007)

7.2.2.2 Conjugacion del pMCY2 en las fusiones gusA (T/PT)-RRalgD en
A. vinelandii

Para lograr generar la sobre-expresion de rsmA, el plasmido pMCY?2 se transfirié por
conjugaciéon a las cepas que portan las fusiones cromosomales algD::gusAT-Gm 'y
algD::gusAPT-Gm. Se seleccionaron las posibles transconjugantes utilizando como
marcador de resistencia la estreptomicina. A la par del plasmido pMCY2 se conjugd como
control el plasmido vacio pKT230 con resistencia a estreptomicina y Kanamicina.
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Las transconjugantes recuperadas de los plasmidos pKT230 y pMCY2 (Fig. 40) se
crecieron en medio BS con el antibidtico estreptomicina. De igual manera, se estriaron las
cepas en una placa de BS adicionada con los antibidticos estreptomicina y kanamicina,
donde como se esperaba solo presentaron crecimiento las cepas con el pldsmido pKT230
(control).

Fig 40 Transconjugantes pMCY2 algD::gusA (T/PT)-Gm. a) En medio BS con estreptomicina y gentamicina se
estriaron como control negativo las fusiones algD::gusAT (1) y algD::gusAPT (2) sensibles a estreptomicina, las
transconjugantes control transcripcional (3) y traduccional (4), que portan el plasmido pKT230 resistentes a
gentamicina, estreptomicina y kanamicina y las transconjugantes transcripcional (5) y traduccional (6) pMCY2
resistentes a gentamicina y estreptomicina. Solo presentan crecimiento las cuatro transconjugantes. b) Las mismas
cepas se estriaron en una placa BS con estreptomicina, gentamicina y kanamicina, Unicamente crecieron las
transconjugantes control pKT 230.

Para comprobar la presencia del plasmido pMCY?2 en la fusién cromosomal transcripcional
y traduccional de A. vinelandii, asi como los controles pKT230 transcripcional y
traduccional, se llevé a cabo una conjugacién inversa transfiriendo los pldsmidos de las
cepas transconjugantes en Azotobacter ahora a la cepa XL1Blue (Tetraciclina resistente) de
E. coli. A estos pldsmidos se les denominé algD pKT230 transcripcional, algDpKT230
traduccional, algDpMCY?2 transcripcional y algDpMCY?2 traduccional; esto para reconocer
su procedencia. En la Fig. 41 se muestran las cepas de E. coli XL Blue que albergan los
plasmidos pKT230 y pMCY?2 seleccionadas en LB adicionada con estreptomicina.
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Fig 41 Conjugacion Inversa de los plasmidos algD pKT 230 y pKT 0.3 rsmA transcripcionales y
traduccionales. a) En medio LB con estreptomicina y tetraciclina se estriaron las cepas receptora de los plasmidos
previamente conjugados en A. vinelandii, como controles negativos la cepa receptora (1) XLBlue (resistencia a Tc),
las cepas originalmente donadoras que portan el pldsmido (2)pKT230 (resistente a Km y Sm) y (3 pMCY2
(resistente a Sm), asi como las transconjugantes XL Blue-algD-pKT230 transcripcional(4) y traduccional(6) , XL
Blue-algD-rsmA 0.3 transcripcional(5) y traduccional(7). b) De igual manera las mismas cepas se estriaron en una
placa con antibidticos a estreptomicina, kanaicina y tetraciclina donde solo presentaron crecimiento las
transconjugantes control algDpKT230 transcripcional(4) y traduccional(6).

Una vez que se seleccionaron con los antibidticos correspondientes las posibles portadoras
de los plasmidos pKT 230 y pMCY?2, se realizé una PCR utilizando un par de oligos que
amplifican el gen de resistencia a Estreptomicina. En caso de que las cuatro candidatas XL-
Blue pKT230 T, XL.-Blue-pKT230 pT, XL-Blue-pMCY2 T y XL-Blue-pMCY2 pT,
tuvieran el plasmido, deberian amplificar un fragmento de 1043 pb, como se muestra en la
Fig. 42.

1 MPM

2 plasmido rsmA 0.3 (control)
3 XL-Blue-pMCY2 T

4 XL-Blue-pMCY2 pT

5 XL-Blue-pKT230 T

6 XL.-Blue-pKT230 pT

<— 1043pb

Fig 42 Comprobacion por PCR de la Conjugacién Inversa (Oligos Sm) . El amplificado corresponde
a 1 043 pb perteneciente al gen de resistencia a Estreptomicina.
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7.3 Medicion de expresion de fusiones RRalgD-gusA
bajo la sobreexpresion de rsmA

Una vez que se tuvieron las transconjugantes se procedié a realizar el experimento de
medicién de la actividad del reportero en presencia y en ausencia de la sobre-expresion del
gen rsmA.

Para medir la actividad enzimatica, se utilizaron :
= Cepas derivadas de la cepa AEIV que portan las fusiones cromosomales
algD::gusAT-Gm y algD::gusAPT-Gm
= Transconjugantes de las cepas algD::gusAT-Gm y algD::gusAPT-Gm que albergan
los pldsmidos pKT230 y pMCY?2.

Las mediciones se realizaron por triplicado. Como se observa en el grafica (Fig. 43) la
sobre-expresion de rsmA en la fusion traduccional algD::gusAPT-Gm disminuye en un 70%
la actividad del reportero en comparacion con la cepa que no posee plasmidos y de la que
alberga al vector vacio. Sin embargo, el efecto de la sobre-expresion de rsmA sobre la
fusion transcripcional algD::gusAT-Gm presenta una disminucion del 56%de la actividad
del reportero respecto a la cepa que posee el plasmido vacio y del 65% respecto a la cepa
que no posee plasmido.
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Seriel 0.8717 0.7193 0.3052 0.8706 0.847 0.2865

Fig 43 Medicion de la Expresion de Actividad Enzimatica de las fusiones cromosomales algD::gusA (T/PT)-
Gm bajo la sobreexpresiéon de rsmA. Se muestra una comparacién de la actividad enzimética de las fusiones
transcripcionales y de las traduccionales. En ambos casos se presenta tanto la fusién cromosomal, la fusién
cromosomal que alberga el pldsmido vacio y la fusién cromosomal con la sobreexpresion de rsmA.
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VIII DISCUSION

En el presente trabajo nos planteamos evaluar el efecto de RsmA sobre la expresion del gen
algD mediante la ganancia de funcion, es decir, la sobreexpresion de rsmA; de tal manera
que el grado de expresion de algD se pudiera determinar a través de una fusion de la regioén
reguladora de algD con el gen reportero gusA. Debido a la dificultad e inestabilidad para
mantener plasmidos en A. vinelandii, se opté por generar recombinaciones en el
cromosoma, de acuerdo a lo reportado por Cocotl en 2007, acerca de la dificultad de
obtener mutantes nulas en el gen rsmA en un fondo productor de alginato y la posibilidad
de obtener mutantes nulas en un fondo que no produce este polimero (Morales, 2013),
optamos por realizar una fusion cromosomal utilizando como locus de recombinacion el
mismo gen algD. De esta manera evaluariamos la actividad de la regiéon promotora en su
region nativa, al mismo tiempo se generaria una cepa mutante no productora del alginato,
con la posibilidad de estudiar posteriormente también el efecto de RsmA sobre algD, a
través de la pérdida de funcion.

En este punto, es importante mencionar el trabajo realizado con anterioridad por Morales en
el 2013, donde la obtenciéon de mutantes nulas en rsmA solo se logrd exitosamente en una
cepa no productora de alginato. En un primer intento la mutacién en rsmA se realizé en una
cepa no productora de alginato llamada JGDE que tenia una mutacion por inserciéon de un
casete de Kanamicina entre el subdominio catalitico y el subdominio de pegado a sustrato
del gen algD; cuando se logré generar la mutacion de rsmA, el fenotipo de la cepa se
revirtid, produciendo de nuevo alginato. Esto se atribuyé de manera hipotética a que la
insercion del casete de Kanamicina podria dejar una proteina parcialmente funcional, que
en condiciones basales de expresion su actividad seria insuficiente para producir alginato.
Sin embargo al mutar a rsmA (regulador negativo de la expresion del gen algD) se
propiciaria una sobreexpresion de la proteina compensando su funcién defectiva y por lo
tanto posibilitando la produccién de alginato. Posteriormente en el trabajo de Morales se
opté por generar una segunda mutante en algD (JGDEP), en la que se removid
completamente el centro catalitico. En esta cepa, se logré la mutacién nula de rsmA y el
fenotipo no mucoide no mostré alteracidon lo cual apoyaba la validacion de la hipétesis
anterior.

Por lo anterior, en este trabajo se propuso generar una fusion cromosomal utilizando como
locus de recombinacion el gen algD propiciando al mismo tiempo su mutaciéon. Con el
antecedente de Morales (2013) cabria la posibilidad de que la proteina generada fuera
parcialmente funcional y que el fenotipo no mucoide se revierta al mutar a rsmA, tal como
sucedi6 en la cepa JGDE. Sin embargo, el tamafo del interposén (gusA-Gm) (2650 pb)
insertado en el gen algD disminuye notablemente la posibilidad de que la proteina generada
sea funcional.

45



Se generaron fusiones del gen reportero gusA, rio abajo de la region reguladora del gen
algD. Para fines de manipulacion, estas construcciones se clonaron en una cepa de E. coli,
gusA . En esta parte es importante destacar que el control de la actividad de genes se
manifiesta a diferentes niveles. El uso de fusiones especificas delimita la contribucion del
control transcripcional o bien, postrancripcional. Se optd por generar dos versiones de la
fusion del gen reportero con la region reguladora del gen algD, una transcripcional (Fig.
44) y una traduccional (Fig. 45). La diferencia entre estas dos radica en el gen reportero. En
la transcripcional el gen gusA conserva su propio sitio de union al ribosoma y del ATG,
mientras que la fusion traduccional carece de ambos elementos.

Start (0) EcoRI

GACCAGTACGTTTCGGTTCTGCATCTAGAGCGGCCGCGCGAATTCCGGACGAGTATTATTATCTTAATGAGGAGTCCCTTATGTTACGTCCTGTAGAAACCCCAACCCGT
1 ' ! ! ! ! ' ! ! ' ! !

I T T T T T T T T T T T
CTGGTCATGCAAAGCCAAGACGTAGATCTCGCCGGCGCGCTTAAGGCCTGCTCATAATAATAGAATTACTCCTCAGGGAATACAATGCAGGACATCTTTGGGGTTGGGCA
QUSAT

Inicio

=

Unién RsmA ATG

GAAATCAAAAAACTCGACGGCCTGTGGGCATTCAGTCTGGATCGCGAAAACTGTGGAATTGATCAGCGTTGGTGGGAAAGCGCGTTACAAGAAAGCCGGGCAATTGCTGT
1 ! 1 } 1 ' ! ! } ! '

+ 1 + t + 1 + t + t + 1 + t + T + T + T +
CTTTAGTTTTTTGAGCTGCCGGACACCCGTAAGTCAGACCTAGCGCTTTTGACACCTTAACTAGTCGCAACCACCCTTTCGCGCAATGTTCTTTCGGCCCGTTAACGACA
gusAT

GCCAGGCAGTTTTAACGATCAGTTCGCCGATGCAGATATTCGTAATTATGCGGGCAACGTCTGGTATCAGCGCGAAGTCTTTATACCGAAAGGTTGGGCAGGCCAGCGTA

CGGTCCGTCAAAATTGCTAGTCAAGCGGCTACGTCTATAAGCATTAATACGCCCGTTGCAGACCATAGTCGCGCTTCAGAAATATGGCTTTCCAACCCGTCCGGTCGCAT
QuSAT.

TCGTGCTGCGTTTCGATGCGGTCACTCATTACGGCAAAGTGTGGGTCAATAATCAGGAAGTGATGGAGCATCAGGGCGGCTATACGCCATTTGAAGCCGATGTCACGCCG
" ! ! 1 ! L 1 ! 1 ! N

t T T T T T T T T T T T
AGCACGACGCAAAGCTACGCCAGTGAGTAATGCCGTTTCACACCCAGTTATTAGTCCTTCACTACCTCGTAGTCCCGCCGATATGCGGTAAACTTCGGCTACAGTGCGGE
QuSAT.

Fig 44 Diagrama del gen gusA transcripcional. La secuencia del gen mantiene su propio sitio de unién
al ribosoma y su ATG. Esta secuencia del gen reportero se utilizé para realizar la fusion transcripcional.

EcoRI PstI

GTGACCAGTACGTTTCGGTTCTGCATCTAGAGCGGCCGCGCGAATTCCGGACCAGTATTATTATCTTAATGAGGAGTCCCTTATGTTACGTCCTGTACTGCAGCTGGATA
s ! s ! . ! N ! : ! s ! : ! : ! : ! : ! s !

t T T T T T t T t T t T T T T T t T t T t T
CACTGGTCATGCAAAGCCAAGACGTAGATCTCGCCGGCGCGCTTAAGGCCTGGTCATAATAATAGAATTACTCCTCAGGGAATACAATGCAGGACATGACGTCGACCTAT
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Fig 45 Diagrama del gen reportero gusA en su forma traduccional. En este caso la secuencia que
se utilizé para generar las fusiones no conserva su ATG ni su sitio de unién a ribosoma
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Las fusiones transcripcional y traduccional, mantenidas en la cepa de E. coli, se crecieron
en presencia del sustrato Xgluc (5-bromo-4-cloro-3-indolil-4cido b-D-glucurénico)
evidenciando la expresion del gen mediante la actividad enzimatica de la b-glucuronidasa
por un precipitado de coloracién azul indigo.

Sin embargo, unicamente la fusién transcripcional mostré actividad enzimadtica, mientras
que la traduccional no presentd la coloracion azul que indica la presencia de actividad
enzimatica. Esto lo atribuimos a la presencia del gen nativo csrA de E. coli.

Los sistemas de regulacion global Csr y su homélogo Rsm, se encuentran presentes en
varias especies bacterianas, controlando numerosos genes a nivel postranscripcional.
(Romero, 1998). El sistema Csr de E. coli estd involucrado en la represion de varios
procesos en fase estacionaria y la activaciones de algunas funciones en fase exponencial
(Romero, 1998). Los tres componentes en el sistema Csr de E. coli incluyen la proteina de
unién a RNA CsrA y dos RNAs no codificantes, CsrB y CsrC (Romero,1993; Yang,1996;
Wang, 2005).

Siendo CsrA el homélogo a RsmA en E. coli., la proteina CsrA reconoceria los motivos de
unién a RsmA presentes en la regiéon promotora del gen algD, impidiendo la unién del
ribosoma y por consiguiente su traduccion. El hecho de que sélo la fusion transcripcional y
no la traduccional mostrara actividad enzimadtica nos da idea de que la regulacién por parte
de CsrA/RsmA sobre el gen algD es a nivel postrancripcional.

Las fusiones cromosomales, transcripcional y traduccional transformadas en A. vinelandii
cepa E, presentan un fenotipo no mucoide debido a la mutacion generada en el gen algD
(Fig. 35), siendo este gen clave en la sintesis del alginato.

Se evalud la actividad enzimatica en presencia del sustrato Xgluc (Fig. 37). En ambos
casos, se observo la presencia de actividad enzimatica, visible por el precipitado color azul.
Esto lo atribuimos al hecho de que, por una parte el gen algD es nativo de A. vinelandii por
lo que su reconocimiento y regulacion por el sistema de regulacion Rsm en este fondo
genético es esperado, a diferencia de su presencia en un fondo genético diferente, el caso de
E. coli. Aunado a esto, en A. vinelandii, se ha determinado la presencia de 9 RNA’S
pequefios pertenecientes al sistema Rsm, contrarrestando la actividad de RsmA, (Manzo,
2011), contrario a E. coli que cuenta con dos RNA’s que antagonizan la actividad de CsrA.

Una vez obtenidas las fusiones cromosomales algD::gusAT-Gm y algD::gusAPT-Gm
generadas en A. vinelandii se prosiguié a conjugar el plasmido pMCY2, que nos permitid
sobre-expresar RsmA. Al actuar la proteina RsmA como un regulador negativo, bloquea el
sitio de unidén a ribosoma de genes blancos, y por consiguiente la expresion de estos se ve
disminuida. El gen algD es clave en la sintesis de alginato y su expresion se encuentra
regulada. Si el sistema Rsm forma parte de esta regulacién, y RsmA regula de manera
negativa al gen en cuestion como indicaban las evidencias previas a este trabajo, era de
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esperar que una sobreexpresion de RsmA propiciaria una disminucion en la expresion de
algD.

Para determinar que el efecto de RsmA sobre la produccion del polimero se atribuye a la
regulaciéon que se ejerce por la proteina sobre el gen algD, se determind la actividad
enzimatica de la b-glucoronidasa. Para tal fin se compar6 la expresion del gen algD en las
fusiones cromosomales contra las transconjugantes, a través de la actividad enzimatica del
gen reportero gusA en presencia del sustrato PNPG (p-Nitrofenil-f3-D-glucurénido). De este
ensayo, se esperaba que la sobreexpresion de RsmA propiciara una disminucién de la
expresion del gen algD. La disminucion en la expresion del gen se reflejaria en una
disminucién en la actividad enzimdtica. El comportamiento obtenido en el experimento
coincidi6 con las evidencias. En las fusiones traduccionales la actividad enzimadtica se vio
disminuida cuando se sobre-expresa rsmA en un 70% respecto a la fusiéon cromosomal sin
el plasmido conjugado, asi como a la fusién cromosomal traduccional que porta el
plasmido vacio. Esto nos indica que RsmA tiene efecto sobre la expresion del gen algD y
que este efecto es negativo. En el caso de las fusiones transcripcionales, se esperaba que no
hubiera efecto por parte de RsmA sobre la expresion del gen algD, es decir que la
actividad enzimdtica no mostraria alteracion. Esto debido a  que las fusiones
transcripcionales conservan el sitio de unién a ribosoma y el ATG propios del gen
reportero, permitiendo la expresion del gen sin ningin problema . Sin embargo, también
poseen el ATG y el sitio de union a ribosoma presentes en la region reguladora del gen
algD. Asi pues, cabia la probabilidad de que RsmA reconociera los motivos de unién
propios de algD y que por lo tanto la expresion del gen no se presentara. Al comparar los
resultados de las mediciones de actividad en las fusiones transcripcionales y las
transconjugantes de estas fusiones, observamos que la actividad enzimdtica se veia
afectada, disminuyendo en un 56% respecto a la fusion con el plasmido vacio. Estos
resultados los atribuimos a una situacion de probabilidad en la que cabe la posibilidad de
que RsmA reconozca los motivos de union del gen algD, propiciando la degradacion del
gen.
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IX CONCLUSION

RsmA ejerce un efecto regulador sobre la expresion del gen algD a nivel postrancripcional
y este efecto es negativo.

X PERSPECTIVAS

* Generar la mutacion de rsmA en las fusiones cromosomales, para evaluar el efecto
de pérdida de funcién de rsmA sobre la expresion del gen algD.

* Evaluar el efecto de la expresion de rsmA sobre la expresion del gen algD de
manera controlada, es decir, utilizar un promotor inducible que nos permita regular
el grado de expresion de rsmA.
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