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RESUMEN

La produccion de los polimeros poli-B-hidroxibutirato y alginatos en A.vinelandii se
encuentra controlado por el TCS (sistema de doble componente) GacS/GacA. Es
ya conocido que en A. vinelandii dicho sistema forma parte de sistema de
multicinasas (MKN), dentro del cual podrian existir ramas accesorias capaces de
interactuar con la via principal de la red de multicinasas constituida por GacS/GacA.

Una de estas ramas es la llamada “rama HptB”, sobre la cual se enfoc6 este trabajo.

Previamente dentro del grupo de trabajo se inici0 la caracterizacion de la rama
GacS/A-HptB estudiando a la cinasa SagS (anteriormente nombrada como GacS2
por su similitud parcial con GacS). Se encontré que en A. vinelandii sagS podia
actuar como un regulador negativo de la sintesis de alginatos, ademas de que en
esta regulacién podria estar implicado el regulador HptB, del que también se

encontro interactla con Sags.

En este trabajo se determind que los niveles de aireacion del cultivo afectan la
sintesis de alginato en las diferentes cepas estudiadas. Tanto SagS y HptB parecen
ser sensibles a O2. La mutacién de sagS parece no tener efecto cuando el cultivo
tiene una mayor disponibilidad de oxigeno. De igual forma, cuando existen
condiciones de mayor oxigenacion, el efecto de la sobreexpresion de hptB es mayor
(produciendo cerca de tres veces mas cantidad de alginato en comparacién con la
cepa silvestre, lo cual coincide con lo previamente reportado). De forma interesante
el efecto de sobreexpresion de HptB se pierde cuando se muta sagsS, lo que sugiere

gue SagsS tiene una mayor jerarquia genética que HptB.



1 INTRODUCCION

1.1 Generalidades de Azotobacter vinelandii

Azotobacter es un género perteneciente al filo Proteobacteria, clase
Gammaproteobacteria, orden Pseudomonadales, familia Pseudomonadaceae;

junto con Azomonas y Pseudomonas. (Kennedy, C., et al, 2015)

El género estd compuesto por siete especies que, morfolégicamente van desde una
forma bacilar, pasando por bacilos con extremos redondeados, hasta una forma
cocoide dependiendo de las condiciones de cultivo; con un tamafo alrededor de
2um de diametro y hasta 4 um de longitud. Hay especies maviles (A. vinelandii) por
medio de flagelos peritricos o polares (Frioni, L, 2005), e inmaviles (A. beijerinckii y
A. nigricans). (Kennedy, C., et al, 2015). Todas forman estructuras de resistencia,
llamadas quistes, que son menos resistentes que las endoesporas bacterianas.
(Frioni, L, 2005)

La forma mas frecuente en la que se presentan es en pares y son Gram-negativas,
aungue es posible que aparezcan como Gram-variable, son aerobios estrictos, sin
embargo, pueden crecer y fijar N2 bajo presion reducida de Oz, catalasa positiva y
de vida libre. (Frioni, L, 2005; Jnawali, A.D., et al 2015)

Azotobacter vinelandii fue descubierta en 1903 en Vineland, New Jersey (Kennedy,
C., et al, 2015) (Noar, J y Bruno-Béarcena, J.M., 2018), es una bacteria aerobia
obligada con una velocidad de respiracion de las mas altas en comparacioén con
otras bacterias (Castillo, T et al., 2020; Noar, J y Bruno-Barcena, J.M., 2018), con
un tiempo de generacion de 2.5 -3 horas en medio Burk (Sadoff, H, 1975), mévil
(flagelos peritricos), pleomorfica dependiendo de su estado fisiologico y de las
condiciones ambientales (Noar, J y Bruno-Béarcena, J.M., 2018), puede tener un
tamafio aproximado de 1.6-2.5 x 3-5 um (Kennedy, C., et al, 2015); forma quistes
como medio de resistencia en cultivos viejos o cuando se adiciona butanol (Kennedy,
C., et al, 2015), para lo cual es capaz producir diferentes compuestos (PHAs -
polihidroxialcanoatos-, alginatos), es una bacteria diazotropica (es decir, fijadora de

nitrdgeno) (Plunkett, M et al, 2020) que posee tres diferentes versiones de la enzima



nitrogenasa (Mo, V, Fe). La nitrogenasa particular es activada dependiendo de las
condiciones de crecimiento; dentro de las aplicaciones en la agricultura, se ha
encontrado que A. vinelandii es capaz de producir acido indol acético (IAA),
hormona que promueve el crecimiento de las plantas. Este microorganismo ha sido
también utilizado como agente de control antifungico (Noar, J y Bruno-Bércena, J.M.,
2018).

A. vinelandii puede usar una gran variedad de compuestos como fuente de carbono
(Noar, Jy Bruno-Béarcena, J.M., 2018) pero el uso de ramnosa y fenol son distintivos

de la especie (Kennedy, C., et al, 2015).

A. vinelandii tiene un genoma con un tamafo de 4.6 Mb (Kennedy, C., et al, 2015),
es una bacteria poliploide con alrededor de 80 copias del genoma/célula en la fase
estacionaria. (Nagpal, P, et al, 1989; Noar, J y Bruno-Barcena, J.M., 2018)

Por medio de microscopia electrénica se ha podido reconocer dos capas que forman
al quiste, la intina y la exina; la intina (capa interna) estd compuesta por
carbohidratos, lipidos y proteinas, ademas de Ca*?. Por su parte la exina (capa
externa) estd compuesta por un complejo lipidico de lipoproteinas vy
lipopolisacéaridos, siendo el Ca*? el principal mineral; la composicién es similar a la
de la pared celular de los gram-negativos. (Frioni, L. 2005; Sadoff, H, 1975; Page,
W. et al, 1975). Durante el proceso de enquistamiento se produce un cuerpo central
compuesto mayoritariamente de PHB; los quistes representan alrededor de la mitad
del tamafio de la célula en estado vegetativo. (Sadoff, H, 1975)

El estudio de A. vinelandii se ha centrado en su potencial biotecnolégico relacionado
con caracteristicas como la produccion de hidrégeno, la fijacion de nitrégeno, asi
como la produccion de polimeros naturales (polihidroxialcanoatos- PHA's- y
alginatos) que son biodegradables y que pueden ser usados dentro de la industria
de dispositivos médicos al ser biocompatibles. (Noar, J y Bruno-Béarcena, J.M.,
2018; Castillo, T et al., 2020; (Ahumada-Manuel, C.L., et al, 2020)



1.2 Alginatos

Los alginatos son polisacéridos lineales (Ahumada-Manuel, C.L., et al, 2020) de
elevado peso molecular (Franklin, M., 2011) compuestos por dos unidades de
carbohidratos acidos en cantidades variables: (Noar, J y Bruno-Béarcena, J.M., 2018;
Galindo, E., 2007) (1-4)-B-D-acido marurénico, denominado M y su epimero a-L-
acido gulurénico, denominado G, dicha epimerizacidbn es importante para
determinar la estructura del polimero y, por ende, sus propiedades. (Urtuvia, V. et
al, 2017; Clementi, F., 1997), cabe resaltar que no todas las cepas de A. vinelandii

son capaces de producir alginatos (Noar, J y Bruno-Béarcena, J.M., 2018)
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Figura 1. Estructura quimica del alginato. M: 4cido marurénico, G: &cido gulurénico. Tomado
de Urtuvia, V. et al, 2017

A. vinelandii es de especial interés biotecnoldgico por su produccion de alginatos
(Galindo, E.et al, 2007; Urtuvia, V et al. 2017); los alginatos sirven como un agente
viscosante y gelificante (Castillo, T et al., 2020) en la industria alimenticia,
farmacéutica, médica, cosmética, agroquimica, ambiental, entre otras (Noar, J y
Bruno-Béarcena, J.M., 2018; Herndndez-Carmona, G. et al, 2012). El alginato es
sintetizado durante la fase de crecimiento y en el proceso de enquistamiento (cepas
gue no producen alginatos tampoco son capaces de formar quistes) (Clementi, F,
1997; Noar, J y Bruno-Barcena, J.M., 2018). Este polimero es utilizado como un
mecanismo de resistencia a la desecacion producida por factores ambientales con
la finalidad de mantener la célula lo suficientemente hidratada e incluso funciona
como barrera contra la toxicidad inducida por metales pesados, asi como contra

exceso de O2 (Urtuvia, V. et al, 2017). Representa cerca del 32% del peso seco en



la capa interna (intina) y 13% en la capa externa (exina) de los quistes maduros.
(Page, W. et al, 1975)

A. vinelandii es capaz de producir diferentes tipos de alginatos en cuanto a
composicidén y caracteristicas (distribucion G/M, pesos moleculares y grados de
acetilacion) (Ponce, B. et al, 2021). La principal fuente de obtencion de alginatos es
a partir de las algas marinas pardas (feoficeas), en las cuales, tiene la funcion de
dar fuerza y flexibilidad al alga (Hernandez-Carmona, G., et al, 2012); sin embargo,
los alginatos de algas son mezclas de polimeros que tienen diferentes masas
moleculares y composicion debidas a que no es posible controlar las condiciones
ambientales puesto que son cosechadas del mar lo que hace que su uso sea muy
limitado. (Galindo, E., et al, 2007)

1.2.1 Sintesis de alginatos

La biosintesis de alginatos se da de forma similar en P. aeruginosa como en A.
vinelandii (Castillo, T., 2013); la mayoria de los genes biosintéticos se encuentran
agrupados en el cluster algD-8-44-K-J-X-L-I-V-F-A y sélo algC se encuentra en un

locus separado (Nufiez C, et. al., 2022)

—M-algp | algs - algss - algk - aigy -+ algG - algX - algl -~ algl .~ algV - algF -+ algA

|| algc —
— alge6 - algE4 — algE1 — algE2 — algE3 — algeE6 -~ — alge7 -
— alyA1 - — alyA2 - — alyA3 - — alyB

Figura 2. Genes involucrados en la biosintesis de alginato en A. vinelandii. Modificado de
Nufiez C, et. al., 2022.

La biosintesis de alginato puede dividirse de forma general en tres pasos: i)
formacion del precursor del acido GDP-manurodnico, ii) la polimerizacion vy iii)
modificacion, transporte y secrecién. (Franklin, M., et al, 2011; Galindo, et al, 2007)

Se requiere de carbohidratos previamente activados con enlaces de alta energia



que, en el caso de alginatos es GDP (Franklin, M., et al, 2011) por lo que comienza
a partir de fructosa-6-fosfato (F6P) que es convertido a manosa-6-fosfato (M6P)
catalizado por AlgA (fosfomanosa isomerasa); M6P es después convertido a
manosa-1-fosfato (M1P) por medio de AlgC (fosfomanomutasa) seguido por la
conversion a GDP-manosa por medio de AlgA (GDP-manosa pirofosforilasa) que es
oxidado por AlgD (GDP-manosa deshidrogenasa) a GDP-acido manuronico (paso
irreversible de la primera fase de la via), todo esto ocurre en el citosol (Franklin, M.,
et al, 2011, Urtuvia, V. et al, 2017; Galindo, E. et al, 2007).

El segundo paso, la polimerizacion, es llevada a cabo por las proteinas Alg8 y Alg44
(enzimas localizadas en la membrana interna y que forman parte del complejo de la
polimerasa) (Urtuvia, V, et al, 2017; Ponce, B, et al, 2021), la primera enzima tiene
una actividad manuronato polimerasa (Galindo, E. et al, 2007) y consta de cuatro
dominios transmembrana y un dominio citoplasmatico, mientras que Alg44 sélo
posee un dominio citoplasmatico en el que el segundo mensajero c-di-GMP puede
unirse (dominio PilZ). Sin embargo, la forma en la que dichas proteinas interactian
para lograr la polimerizacién no se conoce con precision (Franklin, M., et al., 2011),
pero se sugiere que el dominio PilZ puede tener un papel regulador. (Galindo, E. et
al, 2007). Alg44 puede interaccionar con AlgK (localizada en la membrana externa)
para estabilizar el complejo de la polimerasa y ayudar en la localizacién de la

proteina AlgJ (porina) (Urtuvia, V. et al., 2017)

En el tercer paso de la biosintesis de alginatos ocurre la modificacion del
polimanuronato; este paso sucede en el periplasma y comprende la modificacion
del acido polimanurénico al polimero de alginato por una serie de enzimas que
incluyen al complejo de acetilacion y que esta conformado por las proteinas Algl,
AlgV, AlgF y AlgX (Algl, AlgJ y AlgF en P. aeruginosa) y la epimerasa
polimanurdnica (AlgG) (Galindo, E., et al, 2007; Urtuvia, V. et al, 2017)

Algl es la proteina encargada de transportar grupos acetil-CoA desde el citoplasma
hacia el espacio periplasmico donde AlgF, AlgX y AlgV se encargan de acetilar las

subunidades M, las subunidades M que no se acetilan sufren una epimerizacion que
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da lugar a las subunidades G por lo que dicha epimerizacién esta influenciada por
el grado de acetilacion (Clementi, F., 1997; Urtuvia, V. et al, 2017)

Para la translocacion y secrecion del polimero se requiere de AlgK (en P.
aeruginosa), el cual, tiene una estructura en la cual una porcion lipidica ancla la
proteina a la membrana externa; AlgJ (AIgE en P. aeruginosa) es una proteina de
la membrana externa capaz de formar un canal aniénico especifico para que el
polimero pueda ser secretado. (Franklin, M., et al., 2011; Galindo, E., et al, 2007).
En el caso de A. vinelandii, una vez que el polimero ha sido secretado es convertido
a la molécula final de alginato por una familia proteica compuesta por siete
epimerasas manuronicas extracelulares denominadas AIgE1-7 que pueden
modificar las subunidades M que no se encuentren acetiladas y las cuales son
vitales para la formacion de quistes maduros y que no se encuentran presentes en
P. aeruginosa (Galindo, E., et al, 2007; Urtuvia V. et al, 2017).

Azotobacter vinelandii Pseudomonas aeruginosa
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Figura 3. Comparacion de la sintesis de alginatos entre A. vinelandii y P. aeruginosa.

Tomado de Urtuvia, V. et al, 2017.
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1.3 Sistema de doble componente.

Tanto en eucariontes inferiores como en procariotas existen cascadas de
sefalizacion que actian mediante fosforilaciones consecutivas de proteinas en
residuos especificos y que han sido denominadas como sistemas de doble
componente TCSs (por sus siglas en inglés, two-component systems). Dichos
sistemas son capaces de percibir de forma directa o indirecta (Stock, A., Robinson,
V., Goudreau, P., 2000) sefiales (tanto fisicas como quimicas) del medio ambiente
y traducir dicha sefial en una respuesta celular (Jacob-Dubuisson, F. et al., 2018)
con la finalidad de adaptarse a las nuevas condiciones de una forma rapida (Jean-
Pierre, 2017). Esos sistemas estdn compuestos por una proteina sensora
transmembrana (denominada HK -histidine kinase) que puede “sensar”’ las
condiciones ambientales y puede actuar como receptor celular y otra proteina
reguladora citoplasmatica (denominada RR -response regulator) que es capaz de
activar o reprimir la transcripcion de genes blanco o modificar los niveles de
segundos mensajeros (Galicia-Jiménez, M, et al, 2017, Jacob-Dubuisson, F, 2018)
después de ser fosforilado por el sensor. La fosforilacion se realiza en residuos de
histidina y aspartato respectivamente. (Barba-Ostria, C, 2013; Francis, V, et al,
2019; Castaiieda, M., et al, 2000; Castaiieda, M., et al, 2001)

La HK tiene la propiedad de alternar entre la funcion de cinasa (al ser capaz de
autofosforilarse en un residuo de His y efectuar la transferencia a un residuo de Asp
dentro del dominio de salida -REC-) y la de fosfatasa (al desfosforilar el dominio
REC, no todas las HK tienen esta propiedad) (Jacob-Dubuisson, F. et al., 2018).
Estas proteinas pueden dividirse de forma general en cinasas ortodoxas e hibridas;
las HK hibridas realizan el fosforelevo en varios pasos (Stock, A., Robinson, V.,
Goudreau, P., 2000). Otra forma de clasificarlas es de acuerdo a la topologia que
presentan y se tienen tres grandes grupos: 1) las HK clasicas que poseen dominio
sensor extracitoplasmatico donde la sefal es trasladada a través de la membrana;
2) en este grupo se clasifican a las HK’s que poseen entre 2-20 hélices

transmembranales sin poseer un dominio extracelular y 3) poseen un dominio
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sensor citoplasmatico por el cual pueden percibir estimulos internos (Gao, R., Stock,
A., 2009)
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Figura 4. HK's ortodoxas (izquierda) e hibridas (derecha). Modificado de Francis, V (2019)

El RR consta de dos dominios, un dominio receptor conservado (denominado REC)
localizado en el extremo N-terminal y que contiene el residuo de Asp que participa
en la transferencia del grupo fosforilo desde el residuo de His del dominio transmisor
de la HK, asi como actividad de auto desfosforilacién (Gao, R., Stock, A., 2009) y;
un dominio efector variable o de salida, localizado en el extremo C-terminal que
puede actuar como un factor de transcripcion. (Galicia-Jiménez, M, 2017; Barba-
Ostria, C, 2014). Se ha sefalado que RR es capaz de realizar fosfotransferencia de
forma independiente al estado de fosforilacion de la proteina HK a través de otras
moléculas fosfodonadoras, sin embargo, es una cantidad minima si se compara con
la actividad de una HK (Stock, A., Robinson, V., Goudreau, P., 2000; Gao, R., Stock,
A., 2009)

Existen dos tipos de TCSs: los sistemas simples, los cuales estan limitados tanto
por la respuesta producida como por el corto rango de ligandos que lo pueden
activar y los sistemas o redes multicinasas (MKN) que tienen varias HK's
relacionadas entre si por fosfosefializacidbn que permiten a la célula detectar y
responder a diferentes estimulos. Por ejemplo, la esporulacion (B. subtilis), el

quorum sensing (Vibrio spp.), la virulencia (P. aeruginosa), control de la respiracion
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por nitratos/nitritos (E. coli), estrés celular (B. anthracis), rotacion flagelar (E. coli),

entre muchos otros (Francis, V, et al, 2019).

Slgnal 1 Slgnal p d Slgnal 1 Slgnal 2 Signal 3 e Signal 1 Signal 2 Signal 3

Periplasm
Cytoplasm
e D e ) Z*ZUZU{
H,0 N / \@,,)/ @-H-P)
2D’ ) )
RR@ DP R@—D—P
}

OUTDUT Ouipui Qutput

I

=

Figura 5. Diferentes tipos de MKN’s. De izquierda a derecha: TCS simple (interaccion entre una

Unica SK y un RR); MKN conformada por tres SK’s hibridas que comparten una proteina Hpt y el

RR; MKN conformada por tres SK’s hibridas, pero con sélo una capaz de fosforilar a Hpt mientras
gue las dos restantes actlian sobre esta ultima regulando los niveles de fosforilacion de forma

positiva (flecha verde) y negativa (flecha roja). Modificado de Francis, V (2019)

1.3.1 Sistema de doble componente GacS/GacA.

Fue en 1994 cuando Rich et. al proporcionaron la primera evidencia de que GacS y
GacA formaban un sistema de doble componente; GacS fue descrita por primera
vez en Pseudomonas syringae pv. syringae como un regulador de patogenicidad
(Hrabak, E.M, Willis, D.K.,1992), mientras que GacA fue descrita en Pseudomonas
fluorescens CHAO como un regulador de metabolitos antifangicos (Laville, et al.,
1992) y, hasta los 2000s pudo establecerse una conexion entre el TCS GacS/GacA
y el regulador postranscripcional RsmA/CsrA con sRNAs en P. fluorescens
(Lapouge, K. et al. 2007).

P. aeruginosa tiene un TCS denominado GacsS, el cual tiene una regulacién por
medio de interacciones entre HK-HK. El sistema esta compuesto por GacS (HK) y

su RR (GacA), el cual regula la expresion de dos RNAs reguladores denominados
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RsmY y RsmZ, estos RNAs secuestran a dos reguladores postranscripcionales
denominados RsmA y RsmN, provocando un cambio en la expresion genética que,
en P. aeruginosa promueve una sobrerregulacién de las caracteristicas que inducen
la virulencia croénica; sin embargo, también se puede expresar la forma aguda,
resultado de la unién de RsmAy RsmN a mRNA’s. (Francis, V, et al, 2019; Lapouge,
K., 2008).

GacS actua como regulador positivo en la biosintesis de alginatos y regula la
acumulacion de PHB en A. vinelandii, (Castafieda, M., et al, 2000; Castafieda, M.,

et al, 2001)

Core GacS Network HptB Branch SagS/Bfis Branch
Kin-cell
Calclum lysis
Periplasm PAIE11
Cytoplasm
-H-P> H-P> -H-P >—. -H-P
-D-P D-P -D-P

L
L) -2e

HTH

Rsm‘g/ \R;mv |P_P,2_C» HsbR t Biiﬁlm l
\’ / \ §I'T1r: 1 Biofilm

chrunlc/ \hcute _S—P _l._l

RsmZ

1 B_ioﬁlm,Ti_mS.and_ t Motility and T3S
c-di-GMP (via SadC) | Biofilm, T6S, and Motility
| Motilityand T35 c-di-GMP c-di-GMP | Swarming
! Swimming
t Biofilm

Figura 6. MKN GacS/GacA en P. aeruginosa. Tomado de Francis, V (2019)
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2 ANTECEDENTES

Dingemans, L en 2019 demostré en P. aeruginosa que mutantes de SagS presentan
afectacion en la formacién de biofilm y presentan una disminucion en la tolerancia
a antimicrobianos por diferentes mecanismos, lo que sugiere que en dicho modelo

podria ser una diana terapéutica prometedora.

En P. aeruginosa, SagS estd conformado por tres dominios: un dominio de
deteccion periplasmico N-terminal (HmsP) que esta flanqueado por dos hélices
transmembranales; un dominio histidin cinasa (HisKA) y, un dominio fosforeceptor
C-terminal (Rec) (Dingemans, J, 2019)

Se ha demostrado que en P. aeruginosa, SagS puede regular tanto a RsmY como
a RsmZ por separado, siendo dependiente de HptB la regulacion transcripcional
sobre RsmY e independiente de HptB la regulacion postranscripcional de RsmZ;
Jean-Pierre, F et al en 2017 demostraron que dicha regulacion diferencial depende

de las condiciones de crecimiento

HptB es una proteina que consta de un uUnico dominio Hpt y que es capaz de
transmitir un grupo fosfato a PA3346-PA3347 (HsbR-HsbA); es fosforilada por ErcS”,
SagSyPA1611y, ya fosforilado puede fosforilar a RetS. Parece ser que HptB regula
solamente la expresion de rsmY (Petrova, O, et al, 2011; Francis, V, et al, 2019). Se
ha descrito que hptB esta relacionado con genes involucrados en la virulencia,
formacion de biofilm, movilidad (twitching, swimming y swarming), quimiotaxis y
sintesis de alginatos mediante la accion sobre la expresion de genes flagelares y
mediante la interaccion con la via Gac/Rsm. (Bhuwan, M et al., 2012; Valentini, M
et al., 2016)

En A. vinelandii, Hernandez-Campos (2019) describio la presencia de un homélogo
de la HK Sags, el cual, esta codificado por el gen Avin_15460, al que originalmente
se le llamo6 GacS2, por su parecido en su dominio transmisor con GacS. Se cre6
una mutante de gacS2(sagS) y se observo que existia una disminucién en la
produccion de alginato. En este estudio se planted la hipotesis que SagS podria

estar relacionada con la rama en la que interviene HptB.
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En este trabajo, aunque la complementacién de la mutante restaurd el fenotipo
mucoide no se cuantificd la produccion de alginato. También se pudo establecer
que el blanco de regulacién de sagS (nombrado previamente como gacS2) es el
gen que codifica para el pequefio RNA regulador RsmY. Por otra parte, Meneses-
Carbajal realizo6 el estudio de HptB como intermediario en la regulacion de la
biosintesis de alginato generando una mutante hptB, encontrando que la mutacion
producia una disminucion en la sintesis de alginatos. Ademas, se realiz6 un
experimento de sobreexpresion del gen hptB, lo que resulto en un aumento en la
produccion de alginatos. De forma similar a lo encontrado para SagS, se reporté un
efecto regulador de HptB sobre RsmY, sugiriendo una interaccion de las vias de
regulacion de SagS y HptB, lo cual se probd estructuralmente mediante ensayos

cualitativos de doble hibrido.
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3 JUSTIFICACION

En A. vinelandii, solo se conoce parcialmente de la funcion de SagS y HptB en la
biosintesis de alginatos. No se conoce a cabalidad a) la interaccion entre ellas y, b)
como se relacionan con el sistema de doble componente GacS/GacA conformando

el sistema de multicinasas encabezado por GacsS.
4 HIPOTESIS

SagS actua sobre HptB estableciendo la rama HptB del sistema de multicinasas

GacS que en A. vinelandii controla la biosintesis de alginatos.

5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

- Estudiar la histidin-cinasa SagsS involucrada en la sintesis de alginato en
A. vinelandii.

5.2 Objetivos especificos
- Complementar genéticamante a la mutante EsagS
- Determinar el efecto de la sobre-expresion de sagS en la cepa silvestre E
- Confirmar cuantitativamente la interaccion entre SagS y HptB

- Establecer la jerarquia genética entre SagS y HptB
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Material bioldgico

E. coli DH5a

E. coli S17

Azotobacter
vinelandii AEIV (E)
AEIVsagS::Gm

AEIVsagS::Gm
melA::sagS

AEIVsagS::Gm
pBBR1MCS-2-sagS

AEIVsagS*

AEIVhptB*

AEIVsagS::Gm/hptB*

SupE44, AlacU169, hsdR17,
resAl

thi, pro, hsdR, hsdM", recA RP4
2-Tc::Mu-Km::Tn7(TpR /SmR ) A-
pir

Cepa tipo

Nal®

Derivada de la cepa AEIV la cual
tiene una insercion en el gen
sagsS de un casete de resistencia
a gentamicina.
Derivada de la mutante
AEIVsagS::Gm donde se integré
el vector pUMATcsags.

Cepa complementada en cis.
Derivada de la mutante
AEIVsagS::Gm

incorporé el vector pBBR1IMCS-

donde se

2-sagsS.

Cepa complementada en trans.
Derivada de la cepa AEIV donde
se incorporé el vector
pBBR1MCS-2-sagS.

Cepa sobreexpresada del gen
sagS.

Derivada de la cepa AEIV. Cepa
sobreexpresada del gen hptB.
Derivada de la cepa AEIVhptB+
donde se incorporé el plasmido

mutagénico pGEMsagS::Gm
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Wilson et al,
1995

Larsen y Haugh
(1971)

Hernandez-
Campos, 2019

Este trabajo.
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Este trabajo.

Meneses-
Carbajal, 2019.

Este trabajo.

LB/ 37°C

LB/37°C/ Sm?°

BS /30°C / Nal*°

BS / 30°C / Nal*,

GmO.SI

BS / 30°C / Nal*,

GmO.S TC4O.

BS / 30°C / Nal*,

Gm®5, Km?2.

BS / 30°C / Nal*,

Km?.

BS / 30°C / Nal*°,
Km?.
BS / 30°C / Nal*°,

Gm®5, Km?2.



PLASMIDO CARACTERISTICAS REFERENCIA

pJET Vector de clonacion, AmpR ThermoFisher Scientific

pUMATC Vector integrativo que permite Cocotl-Yanez (2014)
recombinar material genético en el
locus neutro melA de A. vinelandii.
Derivado del pUMA. TcR

pBBR1MCS-2 Vector de expresion, con multiples Kovach et al. 1995
sitios de clonacion y amplio rango de

hospedero. KmR

pRK2013 Para movilizacion de plasmidos no Ditta, Stanfield, Corbin, &

transmisibles por si solos. KmR Helinski, 1980

OLIGONUCLEOTIDO SECUENCIA SORSHES
(pb)
gacS2com Fw 5- CCAGGGTGCGGCTCCAGTCG -3 20
gacS2D 5-TCGCCCTCGTCCTGCTGGTGGTGT -3 24
GmFw_140 5- GTGCAAGCAGATTACGGTGA -3 20
GmRv_308 5- GCATCATTCGCACATGTAGG -3 20
gacS2R 5- TCGAGGGCGGCGGGCTGAGG -3 20
gacS2 Th Rv 5- GAGCTCTCATGTGGCATTCGCCCC -3 24
gacS2 Th Fw 5- GGATCCCGGATGCTGACCCGGCCG -3 24
gacS2com Rv 5- GGGAGGGCCGGGTGGTCA -3 18
M13F 5-GTTTTCCCAGTCACGAC -3 17
M13F23 5- CCCAGTCACGACGTTGTAAAA -3 21
Tc Rv 5- GCTAGCAGCACGCCATAGTGA -3 21




6.2 Medios de cultivo

6.2.1Medio Luria-Bertani (LB)

Reactivo Cantidad (g/L)
Extracto de levadura 5.0
Peptona de caseina 10.0
Agar (para medio sélido) 15.0

6.2.2Medio Burk-Sacarosa (BS)

Reactivo Cantidad (g/L)

K2HPO4 8.0

KH2PO4 2.0

Sacarosa 200.0

CaClz . 2H20 7.3

Na2S04 18.3

MgClz. 6H20 16.0

FeSOa4 . 7TH20 5.0

NaMoOs . 2H20 0.2

Agar (para medio sélido) 15.0

6.2.3Medio de competencia (CM)

Reactivo Cantidad (g/L)
K2HPO4 8.0
KH2PO4 2.0
Sacarosa 200.0
CaClz . 2H20 7.3




Na2S04 18.3
MgClz. 6H20 16.0
Agar (para medio solido) 15.0

6.2.4Medio para conjugacion (BSLB)

Reactivo Volumen (ml)
BS sélido preparado 125.0
LB solido 35.0
Glucosa 20% 1.6
Acetato de amonio 1.5M 1.6

6.2.5Solucién de acido sulfurico- boratos.

H2S04 975 mi
Solucién de Boratos (para 100ml) 25.0 ml
- Acido borico 24.79
- KOH 10.09¢g

6.2.6 Solucién de carbazol 0.1%

Carbazol 0.1g
Etanol 100ml




6.3 Metodologias

6.3.1Preparacion de células competentes de E.coli

Transferir una colonia de una placa fresca crecida 16-20 hrs a 37°C a 5
ml de LB contenido en un tubo e incubar toda la noche (12-18 horas) con
agitacion.

Inocular 50 ml de medio LB contenido en un matraz de 125 ml con 0.5 ml
del cultivo.

Incubar aproximadamente 3 horas a 37°C hasta que la DOssonm Sea de
0.4-0-5.

NOTA: siempre mantener en hielo las células. Nunca vortexear las células, para
resuspender se debe hacer suavemente con la punta de la misma micropipeta,
succionando repetidas veces.

Transferir el cultivo a tubos de polipropileno, enfriar en hielo durante 10
min.

Recuperar las células por centrifugacion, 4000 rpm/10 min.
Resuspender el cultivo en 15 ml de CaClz 0.1M frio y reposar en hielo 15
min.

Centrifugar a 4000 rpm 10 min a 4°C.

Resuspender la pastilla en 1.5 ml de CaCl2 0.1M 14% de glicerol frio por
cada 25 ml de cultivo original*

Alicuotar 0.2 ml y almacenar a -70°C.

6.3.2Preparacion de células competentes de A. vinelandii

A partir de una placa fresca de la cepa, inocular una placa de medio CM
e incubar 48 horas a 30°C (primer pase).

Realizar segundo pase masivo en placa de CM e incubar a 30°C por 48
horas.

Recuperar las células y realizar lavado con MgSO4 10 mM a 13000rpm

por 10 minutos.

6.3.3Extraccion de plasmido por lisis alcalina

Inocular 3 ml de medio LB (con el antibidtico necesario) con la cepa de
interés e incubar overnight a 37°C y 200 rpm.
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- Centrifugar el cultivo y lavar la pastilla celular con 1 ml de MgSO4 10 mM.

- Adicionar 100 pl de solucion | (Glucosa 50 mM, EDTA 10 Mm, 25 pl TRIS
a pH8).

- Adicionar 200 ul de solucion Il preparada al momento (80% H20, 10%
NaOH 2N, 10% SDS) y mezclar suavemente por inversion, dejar reposar
en hielo por 10 minutos.

- Adicionar 150 pl de solucion 11l (40 ml de CH3COOK 3 M, ajustar a pH 4.8
con acido acético glacial), dejar reposar por 10 minutos y centrifugar 15
minutos a 13000 rpm.

- En un tubo nuevo recuperar el sobrenadante y adicionar 10 pl de silica.

- Reposar 10 minutos y centrifugar 2 minutos a 13000 rpm.

- Lavar el pellet con 500 pl de New Wash (tres veces).

- Secar y resuspender en 30 pl de RNAsa diluida, incubar 1 hora a 37°C.

6.3.4 Extraccion de plasmido por perclorato

Centrifugar 3 ml de cultivo. Resuspender en 1 ml de MgSO4 10 mM,
centrifugar y decantar.

- Resuspender completamente en 175 ul de TES.

- Agregar 25 ul de lisozima.

- Mantener 20 minutos en hielo.

- Adicionar 400 ul de agua helada.

- Incubar 15 minutos a 73°C.

- Centrifugar 15 minutos a 12000 rpm. Mantener en hielo por 5 minutos.
- Transferir el sobrenadante a un tubo nuevo.

- Adicionar 60 pl de NaClO4 5 My 600 pul de isopropanol; mezclar.

- Centrifugar 15 minutos a 12000 rpm. Mantener en hielo por 5 minutos.
- Lavar el pellet con etanol al 70%, completar 3 lavados.

- Secar y resuspender en 30 pl de RNAsa diluida e incubar 1 hora a 37°C.
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6.3.5Extraccion de plasmido por MAXIPREP

- Partir de un cultivo de 40 ml con el antibiotico de seleccion.

- Centrifugar y lavar con MgSO4 10 mM. Resuspender en 1.5 ml de solucion
I, agregar 3.5 ml de solucion Il y mezclar por inversion.

- Dejar reposar durante 10 minutos en bafio de hielo, posteriormente
adicionar 2.5 ml de solucion Ill. Mezclar suavemente.

- Reposar 10 minutos en hielo y centrifugar por 10 minutos a 6000 rpm.

- Transferir el sobrenadante a tubos limpios y adicionar 5 ml de isopropanol,
mantener 10 minutos en hielo y centrifugar a 6000 rpm.

- Decantar el sobrenadante y lavar la pastilla con etanol al 70% (tres veces)

- Dejar secar la pastilla y adicionar 200 yl de RNAsa diluida e incubar

overnight a 37°C.

6.3.6 Transformacion de A. vinelandii

- Mezclar 200 ul de células competentes con una cantidad adecuada de
ADN plasmidico.

- Verter el volumen en una placa de CM, dejar secar e incubar 48 horas a
30°C.

- Recuperar el tapete celular y realizar lavados con MgSO4 10 mM hasta
retirar el alginato.

- Resuspender la pastilla celular en MgSO4 10 mM o en medio BS liquido.

- Plaguear con ayuda de perlas en cajas de BS con el antibidtico de
seleccion, dejar secar e incubar 48 horas a 30°C.

- Seleccionar posibles recombinantes.

6.3.7 Transformacion de E. coli
- Mezclar 200 pl de células competentes con un volumen adecuado de
ADN.
- Dejar reposar 30 minutos en hielo.
- Dar un choque de calor de 2 minutos a 42°C.

- Adicionar 1 ml de LB e incubar 1 hora a 37°C con agitacion.

25



- Plaquear en medio de seleccion.

6.3.8 Extraccion de ADN gendmico (total) de A.vinelandii

- A partir de una placa fresca, cosechar las células y lavar con MgSO4 10
mM hasta retirar el alginato.

- Resuspender la pastilla en 450 yl de TES 50/20 (TRIS EDTA), adicionar
50 pl de lisozima e incubar 30 minutos a 37°C.

- Adicionar 30 pul de proteasa e incubar 30 minutos a 37°C.

- Adicionar 50 pyl de SDS al 10% e incubar 15 minutos a 37°C.

- Adicionar 100 pl de NaCl 5 M e incubar 10 minutos a 65°C, sin retirar
adicionar 80 yl de CTAB (previamente incubada a 65°C) e incubar durante
20 minutos.

- Extraer con un volumen de cloroformo: alcohol isoamilico 24:1 y
vortexear; centrifugar durante 5 minutos a 13000 rpm.

- Recuperar el sobrenadante y adicionar 10 ul de silica, dejar reposar
durante 10 minutos y centrifugar 2 minutos a 13000 rpm.

- Lavar el pellet con 500 pl de New Wash (tres veces).

- Secar y resuspender en 30 pl de RNAsa diluida, incubar 1 hora a 37°C.

6.3.9 Extraccion de banda de gel de electroforesis.

- Correr en gel de electroforesis la muestra y tefiirlo con BET.

- Visualizar el gel en el transiluminador a baja potencia y cortar la banda
deseada.

- Colocar la banda en un tubo eppendorf previamente pesado y pesar la
banda.

- Adicionar 3 volumenes del peso de la banda de Nal 6M e incubar a 50°C
hasta que la banda se haya disuelto completamente.

- Adicionar 10 pl de silica e incubar por 10 minutos a temperatura ambiente
(invertir 2-3 veces cada 2 minutos).

- Centrifugar 1 minuto a 13000rpm.
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Decantar el sobrenadante y agregar 500 ul de New Wash y resuspender

suavemente. Repetir hasta completar 3 lavados.

En el dltimo centrifugado quitar el exceso de solucion.

Dejar secar la pastilla y resuspender en un volumen adecuado.

6.3.10
Dia 1:

©)

Dia 2:

Dia 3:

o

Conjugacion A. vinelandii — E. coli

Realizar un pre-inéculo de la cepa receptora de A. vinelandii en 25
ml de BS adicionado con el antibiético adecuado. Crecer el cultivo
de 18-24 horas, 30°C y 200 rpm.

Inocular la cepa receptora de A. vinelandii en un matraz con 25 mi
de BS sin antibiético tomando 500ul del pre-in6culo del dia
anterior.

Preparar un pre-indculo de las cepas donadora y helper de E. coli

en 5 ml de LB con antibiético.

Inocular la cepa donadora y helper en 3 ml de LB sin antibiético +
500 pl del pre-in6culo, incubar a 37°C con agitacion durante 3
horas.
Lavar las células de la cepa receptora de A. vinelandii con MgSOa4
10 mM estéril hasta retirar el alginato.
Preparar la siguiente mezcla:

= Cepa receptora 300 pl

= Cepa donadora 100 pl

= Cepa helper* 100 pl
Verter la mezcla en medio de conjugacion BSLB, incubar a 30°C
de 24-48 horas.

Cosechar el tapete celular con 1 ml de BS o MgSO4 10 mM estéril.

Realizar diluciones e inocular en medio BS selectivo.
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*para conjugacion triparental se utiliza el plasmido helper pRK2013; para

biparental se omite el uso de la cepa helper.

6.3.11 Cuantificacion de alginato por el método de carbazol.
Inocular 25 ml de medio BS adicionado con el antibi6tico correspondiente
con cultivo fresco de A. vinelandii e incubar por 24 horas/30°C/200 rpm.
A partir del pre-cultivo inocular 25 ml de medio sin antibiético por
triplicado. Incubar 48 horas/30°C/200 rpm.

Centrifugar 3 ml del cultivo (depende de la cantidad de paquete celular
gue se obtenga) y colectar el sobrenadante; las células lavar con 1 ml de
EDTA 0.01M, vortexear y centrifugar a 4000 rpm/10 min; colectar el
sobrenadante con lo obtenido anteriormente.

Las células usarlas para la determinacién de proteina por el método de
Lowry.

Precipitar el sobrenadante con 2 volimenes de isopropanol, centrifugar
4000 rpm/10 minutos.

Dejar secar el precipitado y resuspender en un volumen adecuado de
agua PISA.

Colocar 1.5 ml de solucién de &cido sulfurico-boratos en tubos de ensaye
de vidrio (previamente sumergido en hielo)

Anadir cuidadosamente 175 pl de la solucion problema. -Correr al mismo
tiempo una curva estandar de alginato con las concentraciones 50, 100,
200, 400, 600, 800 y 1000 pg de alginato/ml-.

Adicionar 50 pl de carbazol 0.1% y vortexear suavemente.

Colocar los tubos en un bafio Maria a 50°C por 30 minutos. (debe
desarrollarse un color violeta; si el color es café, el alginato esta
contaminado y se debe repetir la determinacién).

Calibrar el espectrofotometro con el blanco a 530 nm. Leer la absorbancia
para cada una de las muestras problema, asi como de la curva estandar.

Reportar en mg de alginato/mg de proteina.
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6.3.12 Cuantificacion de proteina por el método de Lowry.

- Lavar el paquete celular con MgSO4 10 mM y resuspender en 1 ml de la
misma solucion.

- Tomar un volumen adecuado de la solucion problema y llevarlo a un
volumen total de 200 pl con MgSO4 10 mM. Al mismo tiempo correr una
curva de calibracion con BSA a las concentraciones de 50, 100, 200 y 400
pg/ml.

- Adicionar 1 ml de solucion reactiva recién preparada y dejar reposar por
10 minutos.

- Adicionar 100 ul de reactivo de Folin (dilucién 1:2 con agua) y reposar 30

minutos.

- Leer la absorbancia a 625 nm de cada muestra.

6.3.13 Condiciones de amplificacion de PCR.

e e e e
'ADNmolde =~ 05yl  ADNmolde ~ 05p

Buffer 2.5 ul Buffer GC 5.0 ul

dNTP’s 1.25 mM 4.0 pl dNTP’s 1.25mM 4.0 pl

Oligo Fw 0.5 ul Oligo Fw 0.5 ul

Oligo Rv 0.5 ul Oligo Rv 0.5 ul

H20 18 ul H20 15 ul

Dream TagPol 0.2 ul Phusion 0.2 ul

- Por 25 ciclos.
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7 RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS
7.1 Construcciéon del plasmido integrativo pUMATcsagS para la

complementacién en cis.

Se amplifico el gen sagS y su regién reguladora a partir de la cepa E (Fig. 7) usando

las siguientes condiciones:

Oligonucleo6tidos Tm Tiempo de Fragmento
extensién esperado

gacS2com Fw
56°C 1.5 minutos 2536 pb

gacS2Th Rv

NOTA: Se uso las condiciones para la enzima Phusion y la reaccién fue adicionada con un 5% de DMSO

gacS2com Fw gacS2Th
| | 3006

: 2006

2536pb

Figura 7. Amplificacion del gen sagS junto a su regiéon reguladora. Izquierda: esquema del gen
sagS (verde) y de su region reguladora (azul). Derecha: MPM, marcador de peso molecular de 1 kb,

carril 1-3: amplificacién del gen sagS y su regién reguladora a partir de la cepa E, carril 4: control

positivo.
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Después de la purificacion de la banda, el amplicén se clon6 en el vector de
mantenimiento pJET y la construccién se comprobé mediante mapeo de restriccion
con Pstl.(Fig. 8)

3000

pJETsags.dna

Pstl

1. 20432 bp

2. 1134 bp

1 B 3. 733bp

1600 AR 4, 594 bp
0

Figura 8. Patron de restriccion del pldsmido pJETsagS con la enzima de restriccién Pstl.
Izquierda: MPM, marcador de peso molecular de 1kb; carril 1- 2: pJETsagS. Derecha: Mapa de

restriccién de pJETsagS cortado con Pstl.

Posteriormente se realizd un corte con la enzima Bglll para extraer el gen sagS junto
a su region reguladora y subclonarlo en el plasmido integrativo pUMATC
(previamente desfosforilado), generando el plasmido pUMATcsagS, comprobado
mediante restriccion con Stul. En la Fig. 9 se observan los fragmentos

correspondientes al corte con Stul (3996 y 3523 pb).
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4000
3000

pUMATcsagS.dna
Stul

1. 3996 bp
2. 3523 bp

Figura 9. Verificacién de la construccion pUMATcsagS mediante mapeo de restriccion con
Stul. Izquierda: MPM: marcado de peso molecular de 1kb. Carril 9 y 10: cepas candidatas
pUMATCcsagsS con los fragmentos esperados. Derecha: Mapa de restriccion de pUMATcsagS cortado

con Stul.

7.2 Obtencidon y comprobacién de la cepa complementada en cis.

Se realizé la transformacién del pldsmido integrativo pUMATcsagS en células
competentes de EsagS::Gm; se recuperaron transformantes en las que pudo
establecerse recombinacion del gen sagS en el locus neutro melA de la cepa
EsagS::Gm; se comprob6 mediante analisis por PCR con un par de oligonucleétidos
gue hibridan con el gen sagS y con el casete de resistencia a tetraciclina (Fig. 10) y
con otro par de oligonucleétidos que reconocen al gen sagS (Fig. 11) bajo las

siguientes condiciones:

Oligonucled6tidos Tm Tiempo de Fragmento
extension esperado
gacS2 Fw
60°C 3.5 minutos 2830 pb
Tc Rv
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Created with Gene™
gacS2 Fuw
- gacS2oomPFw

L gacszh
= gacS2ThiFw

pUMATcsags
7E19 hp

\ gacSZRy
Te R gacs2 th Ry

Figura 10. Comprobaciéon por PCR de la complementacién en cis de la mutante EsagS con

oligonucleétidos que reconocen parte del casete de resistencia de tetraciclinay del gen sagsS.

Izquierda: MPM, marcador de peso molecular de 1 kb; carril 1-3: amplificacion del fragmento entre

los oligos gacS2Fw y Tc Ryv; carril4: control negativo de la amplificacion; carril 5: control positivo de

la amplificacién (plasmido pUMATcsagS). Derecha: esquema del fragmento obtenido con las

condiciones mencionadas anteriormente (fragmento resaltado en color negro).
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3000
2000

Oligonucleodtidos Tm Tiempo de Fragmento
extensidn esperado

gacS2 Fw
69°C 3 minutos 2127 pb

gacS2 Rv

PUMATcsagSs

7519 bp

Figura 11. Comprobaciéon por PCR de la complementacién en cis de la mutante EsagS con
oligonucleétidos que se aparean con el gen sagS. lzquierda: MPM, marcador de peso molecular
de 1 kb, carril 1-3: amplificacién del gen sagS (2127pb), carril 4: control positivo de la amplificacion.
Derecha: esquema del fragmento obtenido con las condiciones de amplificacion mencionadas

(fragmento resaltado en color negro y azul).

Se realizaron cultivos liquidos para poder determinar el fenotipo comparando el de

la cepa silvestre con la mutante (Fig. 12).
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Esag$ EsagS::Gm melA:sagS WT

Figura 12. Fenotipo de produccidon de alginato. De izquierda a derecha: cepa silvestre, E, cepa

mutante EsagS vy, tres cepas complementadas en cis, EsagS::Gm melA::sagS.

La cuantificacién de alginato se efectué bajo dos condiciones de cultivo: con tapén
de algodon, que promueve una mayor transferencia de oxigeno (Fig. 13), y tapon
de aluminio donde el nivel de oxigenacion es menor (Fig. 14). Se observo que la
mutacion en sagS no tiene efecto alguno cuando se realiza el cultivo con tapon de
algodon (con una mayor transferencia de oxigeno), mientras que el efecto contrario
se puede observar cuando el cultivo tiene una baja transferencia de oxigeno (tapon
de aluminio). Esta observacion se establece como una perspectiva de interés para
futuros trabajos donde se pudiera explicar este hecho. Por otro lado, la mutante
complementada en cis no restaurd el fenotipo bajo ninguna condicion, se tendria

que revisar que el gen esté expresandose o que no tenga alguna mutacion.
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Figura 13. Cuantificacion de alginato por el método de carbazol. Cepa silvestre, E, la cepa
mutante, EsagS y la cepa complementada en cis, EsagS melA::sagS con tapén de algodon.

MG ALGINATO/MG PROTEINA

Figura 14. Cuantificacion de alginato por el método de carbazol. Cepa silvestre, E, la cepa

mutante, EsagS y la cepa complementada en cis, EsagS melA::sagS con tapén de aluminio.
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7.3 Construccién del plasmido integrativo pBBR1MCS-2sagS para la

complementacién en trans.

El gen sagS junto con su region reguladora se cloné en el vector pBBR1MCS-2, la
transformacioén se llevo a cabo en E.coli DH5a y se comprobd mediante mapeo de
restriccién con Kpnl (Fig. 16). Al momento de realizar la ligacion pudieron obtenerse
las dos orientaciones clonacién de sagS (Fig. 15); la orientacion no fue relevante

puesto que sagS podia expresarse a partir de su promotor nativo o a partir del

promotor del propio vector.

000Z

pBBRIMCS-25ags
7724 bp

PEBR1 Rep

Figura 15. Mapas de las dos posibles orientaciones del gen sagS en el vector pPBR1IMCS-2.
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60004

3000 A

1000 A

Figura 16. Comprobacién de la construccion
pBBRIMCS-2sagS mediante restriccion con Kpnl.
Izquierda: MPM, marcador de peso molecular de 1
kb, carril 1 y 2: cepas con ambas orientaciones del
gen sagsS en el vector pPBBR1MCS-2-sagS. Derecha:
Mapa de restriccion de pBBR1MCS-2-sagS (con

sagS en ambas orientaciones) cortados con Kpnl.

7.4 Obtencion y comprobacion de la cepa complementada en trans.

El plasmido pBBRIMCS-2sagS se transformdé en E. coli S17.1 y se realiz6 una
conjugacion biparental con la mutante EsagS, las transconjugantes candidatas se

f = pBBERIMC

Kpnl
1. 7335 bp
2. 389 bp

\

. \ ."‘.‘
5-2sagS(alternativo) | Y

¢ PBBRIMCS-2sag5.dna
-_ Kpnl

1. 5405 bp

2. 2319 bp

o
w2
W3

probaron mediante PCR (Fig. 15) con las siguientes condiciones:

Oligonucledtidos Tm
gacS2 Fw
55°C
gacS2 Rv
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Tiempo de

extension

2 minutos

esperado

1925 pb

Fragmento




2500
1000

pBBR1MCS-2sagS(alternativo)

7724 bp

Figura 17. Comprobacion por PCR de la complementacion en trans de la mutante EsagS con
oligonucleétidos que reconocen parte del gen sagS. lzquierda: MPM, marcador de peso
molecular de 1 kb; carril 1-3: amplificacion del gen sagS (1925 pb), amplificando sélo en el carril 2;
carril 4: control positivo de la amplificacién, carril5: control negativo de la amplificacion. Derecha:
esquema del fragmento a amplificar con dicho par de oligonucleétidos (fragmento resaltado en negro

y azul).

Posteriormente de la verificacion genética, se realizaron cultivos liquidos para poder
determinar el fenotipo y compararlo con los de las cepa silvestre y mutante (Fig. 18).
Como puede verse en la figura 18 en la cepa complementada solo se ve una
produccion minima de alginato. Es importante aclarar que los cultivos para este

experimento se realizaron con tapones de aluminio.
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EsagS EsagS/pBBsags

Figura 18. Fenotipo de produccién de alginato. De izquierda a derecha: cepa silvestre, E, cepa

mutante, EsagS y de la cepa complementada en trans, EsagS/pBBRIMCS-2sagsS.

La cuantificacion de alginato en las cepas anteriores se efectu6 en las dos
condiciones previamente descritas (tapon de algodon, Fig. 19, y tapdn de aluminio,
Fig. 20). Se observé que el plasmido complementa de forma parcial en cultivos con
tapon de alumnio (Fig 20), una de las posibles razones de este resultado es la poca
estabilidad de los plasmidos en A. vinelandii. Al realizar el experimento en cultivos
con tapon de algoddn volvimos a observar que la mutacion en sagS no tiene efectos,
ademas que la presencia del alelo sagS en el plasmido tiene un efecto marginal en

el aumento de la produccion de alginato (Fig. 19).
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Figura 19. Cuantificacién de alginato por el método de carbazol. Cepa silvestre, E, la cepa

mutante, EsagS y la cepa complementada en trans, EsagS/pBBR1MCS-sagS con tapén de algodon.

MG ALGINATO/MG PROTEINA

TAPON DE ALUMINIO

[mE \ 2.46

[m Esags 083

‘VIEsagS/pB ‘ 15

Figura 20. Cuantificacion de alginato por el método de carbazol. Cepa silvestre, E, la cepa

mutante, EsagS y la cepa complementada en trans, EsagS/pBBR!MCS-sagS con tapén de aluminio.
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7.5 Obtencidn y verificacion de la cepa en la que se sobreexpresa sagS
(EsagS")

Teniendo la construccion pBBR1MCS-2sagS se decidi6 realizar la sobreexpresion
en la cepa E (EsagS*) mediante conjugacion biparental y las candidatas se

comprobaron mediante PCR (Fig. 21) con las siguientes condiciones:

Oligonucleo6tidos Tm Tiempo de Fragmento
extensién esperado
M13F23
55°C 2.5 minutos 2272 pb
gacS2R

2500

1000

Figura 21. Comprobacion por PCR de la cepa EsagS* usando oligonucle6tidos que reconocen
parte del vector y al gen sagS. Izquierda: MPM, marcador de peso molecular de 1 kb, carril 1y 2:
amplificacion del fragmento generado (2272 pb), carril 3: control positivo de la amplificacién, carril 4:
control negativo de la amplificacion. Derecha: esquema de la amplificacién con los oligonucle6tidos
anteriormente mencionados, sdlo se tiene una las dos orientaciones disponibles (fragmento marcado

en color negro).
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Se determiné cuantitativamente la produccién de alginato. En los cultivos con tapén
de aluminio (baja concentraciones de oxigenacion) parece ser que la dosis génica
proporcionada por el plasmido pBBR1MCS-2-sagS no fue suficiente para establecer
un efecto de sobreexpresion (sagS*) en la cepa silvestre (Fig. 23). De igual forma,
con una mayor presencia de oxigeno (tapon de algodon) no se observa el efecto de
la sobreexpresion de sagS (Fig. 24). Como en caso anterior, esto puede ser
consecuencia de la inestabilidad del plasmido, por problemas de expresion o por

ambas.

7.6 Obtencidon y verificacion de la cepa EhptB*/sagS

Recordando que la rama HptB en P. aeruginosay en A. vinelandii parecen solo estar
conformadas por SagS y a HptB, y teniendo en cuenta los experimentos realizados
por Meneses-Carbajal (2019), en los que la sobreexpresion de hptB se aumenta
considerablemente de la produccién de alginato, se habia planteado la hipétesis de
que una mutacion en sagS disminuiria el efecto de sobreexpresion de hptB, ya que

no habria fosforilacion de HptB.

Para probar la hipbtesis anterior, se generé una mutacion de sagS en la cepa que
sobreexpresa a hptB. Se obtuvieron células competentes de la cepa donde se
sobreexpresa hptB (EhptB*) y se realiz6 su transformacion con el plasmido
mutagénico pGEMsagS::Gm; la mutacion se comprob6 mediante PCR (Fig. 22) con

las siguientes condiciones:

Oligonucleo6tidos Tm Tiempo de Fragmento
extension esperado
gacS2comFw
67°C 2 minutos 1938 pb
Gm308
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gacS2combPw gacsS2comRy
gacszD gacSzZR
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locus sag5_Gm
3836 bp

2000

1500

Figura 22. Comprobacion por PCR de la mutacion del gen sagS en la cepa EhptB* con
oligonucleotidos que reconocen parte del casete de resistencia a Gm y del gen sagS.
MPM: marcador de peso molecular de 1 kb, carril 1: amplificaciéon del fragmento entre sagS y el
oligo que reconoce parte del casete de Gm (1938pb); carril 2: amplificado que no tiene el tamafio

esperado para el par de oligonucleétidos utilizados; carril 3: control positivo de la amplificacion.

La mutacién de sagS en la recombinante donde se sobreexpresa hptB no mostro
efecto en cultivos con tapon de aluminio (Fig. 23). Aun mas, no se observo efecto
positivo de la sobreexpresion de hptB en estas condiciones de cultivo. Los datos
mostrados en la figura 23 evidencian un efecto negativo de la sobreexpresion de

hptB en la produccion de alginatos.
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Figura 23. Cuantificacion del alginato por el método de carbazol de la cepa silvestre, E,
cepa mutante, EsagS, cepa sobreexpresada de sagS y hptB, EsagS* y EhptB*

respectivamente y, la cepa EhptB*/sagS con tapon de aluminio.

Con una mayor transferencia de oxigeno (tapon de algodon) si se puede ver
claramente el efecto de la sobreexpresion de hptB (Fig. 24) al aumentar cerca de
tres veces la produccion de alginato (lo que coincide con lo que previamente se
habia descrito) e indicando que la regulacion de hptB es susceptible a las
condiciones de oxigenacion del cultivo; ademas de que la mutacion de sagsS revierte
el efecto de la sobreexpresion de hptB, lo anterior sugiere que SagS es necesario
(bajo estas condiciones de cultivo) para que HptB lleve a cabo sus funciones
reguladoras sobre la sintesis de alginato, lo cual coincide con la hip6tesis que se
habia planteado en este trabajo de que SagS tiene una mayor jerarquia genética

que HptB.
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Figura 24. Cuantificacién del alginato por el método de carbazol de la cepa silvestre, E,
cepa mutante, EsagS, cepa sobreexpresada de sagS y hptB, EsagS* y EhptB*
respectivamentey, lacepa EhptB*/sagS; los matraces se cubrieron con tapén de algodoén

7.7 Ensayos de doble hibrido cuantitativo de SagS y HptB.

La interaccion entre SagS y HptB se comprobd cuantificando la actividad del
reportero lacZ del sistema de doble hibrido LexA, dicha proteina consta de dos
dominios, uno que reconoce y se une a un sitio operador especifico en el ADN y
otro que funciona como un dominio de dimerizacién, este ultimo puede eliminarse y
reemplazarse con otra proteina o fragmento de proteina que puedan interactuar.
Debido a que el represor esta activo solo como un dimero, la dimerizacion de las
proteinas probadas permitira que el LexA quimérico se una a su sitio de operador y
reprima la transcripcion del gen reportero lacZ. La interaccion se evidenciéo mediante

la cuantificacion de la actividad - galactosidasa.

En la figura 25 puede observarse que existe una interaccion entre SagS y HptB,
siendo la actividad semejante a la del control positivo, lo que concuerda con lo que
Meneses-Carbajal en 2019 observo de forma cualitativa.
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actividad B-galactosidasa
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0.32
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Figura 25. Cuantificacién de la actividad B— galactosidasa del sistemade doble hibrido usando
SagS y HptB para establecer si existe interaccion entre ellas. Se observa que la actividad de
HptB-SagS (HS) es semejante a la del control positivo (interaccion entre GacS-RetS).
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8 CONCLUSION

- Tanto SagS como HptB son sensibles en su actividad reguladora a la
concentracion de Oz.

- SagsS tiene mayor jerarquia genética que HptB.

- Existe una interaccion entre SagS y HptB.

9 PERSPECTIVAS

- Evaluar la funciéon de SagS bajo diferentes concentraciones de oxigeno

en los cultivos con condiciones controladas.
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