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RESUMEN

Algunas especies del género Azotobacter spp. se caracterizan por su capacidad de fijar
nitrogeno y la produccion de dos polimeros de uso industrial: el poliéster polibeta
hidroxibutirato (PHB) y el alginato; el segundo es un polimero con uso principalmente en
la industria alimenticia, farmacéutica y médica. Actualmente el alginato es extraido de las
algas cafés, sin embargo, la calidad del polimero varia de acuerdo con la estacién del
afio en el que se cosechen las algas. Una alternativa a este problema es la produccion
de alginato bacteriano a través de fermentadores que permitan tener control en la
producciéon de un polimero de calidad. La biosintesis de alginato en A. vinelandii. se
encuentra bajo el control de un sistema de sefalizacion denominado sistema de doble
componente GacS/GacA, que a su vez esta vinculado a un sistema de regulaciéon
postranscripcional llamado Csr/Rsm, éste involucra a una proteina represora CsrA y
pequefios SRNAs no codificantes pertenecientes a dos familias, RsmZ y RsmY segun la
clasificacion realizada en las cepas de Pseudomonas spp., de los cuales A. vinelandii
posee siete alelos de RsmZ y uno de RsmY. La participacion de estos sRNAs en la
regulacion de la produccion de alginato es a través de su unién con la proteina represora
RsmA que actia como un regulador negativo de la expresion de los genes blancos que
controla, en este caso, la proteina RsmA se une al RNA mensajero del gen algD
provocando su desestabilizacion y consecuente degradacion.

El objetivo de este trabajo fue aislar cepas de A. vinelandii a través de la identificacién
fenotipica y genotipica; la primera etapa fue llevada a cabo utilizando medios de cultivos
selectivos y la segunda a través de la amplificacion de regiones altamente conservadas
de cuatro genes considerados como marcadores genéticos para el género Azotobacter
spp. ademas del gen 16S rDNA. Se obtuvo una alta identidad nucleotidica de cinco cepas
aisladas con la secuencia del gen 16S ADNr de A. vinelandii strain IAM 15004. Para el
caso de dos cepas se obtuvo una alta identidad con la especie de A. chroococcum strain
NBRC 102613. Se cuantificd la produccién de alginato para cada cepa; cuatro de las
cepas aisladas de A. vinelandii producen diez veces mayor cantidad de polimero que la
cepa tipo AEIV (E) de A. vinelandii. En el caso de las cepas de A. chroococcum su
produccién fue cuatro veces mayor en comparacion a la cepa control. En uno de los
aislados de A. vineladii nombrado S4T se sobreexpresaron los pequefios SRNAs, RsmZ1
y RsmZ6; donde se obtuvieron dos recombinantes: S4T_Z1 y S4T _Z6, a las cuales se
les cuantificé la produccion de alginato; donde se evidencié que la cepa recombinante
S4T_Z1 presentd una produccioén similar a la cepa aislada silvestre S4T. Por el contrario,
se observo una disminucion del 38.13 % en la produccion de alginato de la cepa
recombinante S4T_Z6 en comparacion a la cepa silvestre S4T.



l. INTRODUCCION

Generalidades del género Azotobacter

El género Azotobacter esta distribuido generalmente en distintos entornos ambientales
como suelo, agua, superficies de hojarascas y la rizosfera de las plantas (Mazinani y
Asgharzadeh 2014). Azotobacter es un género perteneciente al dominio de las y-
proteobacterias que estd emparentada filogenéticamente con el género de las
Pseudomonas. Dentro del género Azotobacter se encuentran clasificadas al menos siete
especies: Azotobacter chroococcum, Azotobacter armeniacus, Azotobacter beijerinckii,
Azotobacter nigricans, Azotobacter paspali, Azotobacter salinestris y Azotobacter
vinelandii (Kennedy et al., 2005). Algunas especies de este género han sido bien
documentadas por su capacidad de producir exopolisacarios (EPS) de interés comercial,
fijar nitrdgeno atmosférico con una tasa de respiracién alta y por la promocién general
del crecimiento de plantas (PGPR) (Gauri et al., 2012).

Las estrategias mas utilizadas para el aislamiento de bacterias del género de Azotobacter
spp. incluyen medios de cultivo libres de trazas de nitrégeno, con el uso de diferentes
fuentes de carbono y el estado fisico del medio (solido o liquido). Otro parametro
importante es el in6culo de las muestras de suelo como; granulos individuales, o
suspension de suelo (Hendrik, 2006). Para su identificacion preliminar se utilizan pruebas
a nivel fenotipicas como morfologia colonial, tincidbn de gram y pruebas bioquimicas
(Torres-Rubio et al., 2000). Sin embargo, estas pruebas no resultan tan eficientes para
la caracterizacion de Azotobacter a nivel especie, principalmente a sus similitudes
fenotipicas que presenta con la familia de las Pseudomonadaceae; por lo que se han
desarrollado métodos para su deteccion en base a andlisis moleculares como la
restricion del ADNr (ARDRA) (Aquilanti et al., 2004).



El primer reporte del género de Azotobacter spp. data en 1952 la cual fue nombrada
como Azotobacter agilis posteriormente fue designado como Azotobacter vinelandii y fue
aislada por primera vez de suelos en Vineland, Nueva Jersey (Noar y Arcena, 2018.) La
cepa de A. vinelandii O que posee un fenotipo viscoso y mucoide de color blanco, esta
cepa forma parte de la coleccidon bacteriana de la universidad de Winconsin, Madison.
Posteriormente Bush y colaboradores 1959 designdé a un aislamiento del género
Azotobacter spp. con fenotipo fluorescente y no mucoide como A. vinelandii OP. La cepa
OP tambien se ha llamado UW y CA. Por otro parte la cepa DJ de A. vinelandii es una
variante transformante de la cepa UW de A. vinelandii generada en 1984 a traves de
multiples rondas de transformaciones, utilizando ADN cromosémico de cepas con
resistencia antibidticos sensibles como la rifampicina. Existen poco genomas
secuenciados del género Azotobacter spp. Setubal et al.,, 2009 llevo acabo la
secuenciacion del genoma de la cepa DJ y se encuentra disponible en el banco la
American Type Culture Collection (ATCC) por sus siglas en inglés con numero ATCC
BAA-1303.

Caracteristicas principales de Azotobacter chroococcum

Dentro de las siete especies descritas de Azotobacter spp., A. chroococcum fue la
primera especie en aislarse en suelos de Holanda en 1901 (Mrkovacki y Miliv, 2001).
Entre los saprdfitos y las bacterias nodulares, A. chroococcum fue considerado como el
mas estudiado en aspectos relacionados con la nutricién de plantas, su contribucion a la
fertilidad de los suelos y su utilizacion en investigaciones como inoculante microbiano. A.
chroococcum varia en distintas formas morfolégicas como células pleomorfas ovoides
hasta células cocoides de 1.5 a 2.0 um de diametro, es una gram negativa (Wani et al.,
2016). Se ha documentado que A. chroococcum produce giberilinas, auxinas y
citoquininas (Mrkovacki y Miliv, 2001). Ademas, tiene la capacidad de producir un
pigmento color marron oscuro soluble en agua llamado melanina, que esta involucrado
en el metabolismo durante la fijacion del nitrdgeno, y se cree que la sintesis de este
metabolito protege el sistema de la nitrogenasa del oxigeno (Wani et al., 2016). Otro
metabolito secundario que produce A. chroococcum es el alginato (Khanafari y Sepahei,
2007).



Caracteristicas principales de Azotobacter vinelandii

La morfologia colonial que presenta son colonias opacas, convexas, para la mayoria de
las cepas son mucoides, brillantes y lisas. Su morfologia microscopica presenta un
estado pleomorfico variando desde formas bacilar hasta formas cocoides, las células
tienen un diametro que va de 1.6-2.5 x 3-5 um. Se les puede observar como bacilos

individuales, en pares o formando agregados irregulares (Kennedy et al., 2005).

Es una bacteria gram negativa que ha sido considerado un microorganismo modelo
diazotrofico, debido a su capacidad de fijacidon de nitrdgeno bajo condiciones de
aerobiosis mientras que protege su complejo de la nitrogenasa del dafio oxidativo
(Setubal et al., 2009). La fijacidn biologica del nitrogeno (FBN) se lleva a cabo por algunas
bacterias que contienen un sistema enzimatico llamado di-nitrogenasa y esta conformado
por dos proteinas; proteina-Fe, proteina-Mo-Fe (Espin, 2008). A. vinelandii posee tres
sistemas diferentes de di-nitrogenasas; una de las principales contiene molibdeno (Mo),
vanadio (V) y una tercera con hierro (Fe), la fijacion biol6gica de nitr6geno es un proceso
donde el N2 es reducido y luego fijado en la forma de iones amonio (NH4) o nitrato (NO3),
para que este elemento sea biodisponible para las plantas y microorganismos (Mayz-
Figueroa, 2004). Ademas, presenta similitudes con el género Pseudomonas, entre las
gue destacan su genoma y la produccion de alginato (Tavafi et al., 2017); Azotobacter
spp. se distingue de este género por poseer caracteristicas como su estilo de vida
aerdbico y la formacion de quistes (Adaya et al., 2018). La capacidad de producir quistes
como formas de resistencia metabdlica latentes cuando hay una disminucién de
nutrientes, proceso conocido como enquistamiento (Nosrati et al., 2014). El proceso de
enquistamiento se produce naturalmente en la fase estacionaria tardia o bajo la induccién
de células vegetativas con butanol, este proceso le confiere resistencia a la desecacion
y a diferentes adversidades ambientales, pudiendo sobrevivir durante mas de 10 afios
en suelo seco almacenado (Rodriguez-Salazar et al., 2017). Otra de las caracteristicas
gue posee A. vinelandii, son las multiples copias de su DNA cromosomal, se calcula que
pueden tener hasta ochenta copias de este DNA (Maldonado et al., 1994). La cepa de

A. vinelandii DJ presenta un genoma de tamano 5,365,318 pb (Setubal et al., 2009).



Descripcion de los alginatos

Generalidades, naturaleza bioquimicay funcion bioldgica del alginato

Existen diferentes organismos con la capacidad de producir alginato, estos pueden ser
vegetales, algas marinas y bacterias. Las bacterias del género Pseudomonas spp. y
Azotobacter spp. son las Unicas procariotas productoras de este polisacarido (Miranda
et al.,, 2008). Los alginatos son polisacéaridos lineales extracelulares que estan
compuestos por proporciones variables de acido f-D manuronico (M) y su epimero el
acido a-L-gulurénico (G) unidos por enlaces p1-4 (Hay et al., 2013) (Fig.1).

La distribucion de estos mondmeros consiste en bloques consecutivos de acido
manurénico (M) y bloques de acido gulurénico (G). Este polisacarido puede estar
acetilado y la cantidad relativa de residuos de G/M varia segun las condiciones de
crecimiento y el ambiente donde se desarrolla el organismo productor del alginato
(Urtuvia et al., 2017). Los alginatos presentan caracteristicas estructurales de gelificacion
y termorresistencia en donde se involucra la interacion de este polimero con cationes
divalentes, como el calcio, estos se unen entre los bloques del &cido a-L-gulurénico (G),
formando puentes intercelulares idnicos (asociacion cadena-cadena) conocido como

“Modelo caja de huevo” (Fig.2) (Braccini y Pérez, 2001).
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Fig. 1 Estructura quimica del alginato (Urtuvia et al., 2017).



El alginato en Pseudomonas spp. actiia como material extracelular para la formacién de
biopeliculas como mecanismo de proteccion celular, y para restringir la difusiéon de
antibidticos clinicos. En cambio Azotobacter spp. lo produce para formar una capsula
que le permite proteccion a sus di-nitrogenasas o como etapa de reposo para formar
quistes resistentes a la desecacion, difusion de oxigeno y metales pesados (Manzo et
al.,2011).

L
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O

Fig. 2 “Modelo de caja de huevo” tomado de Braccini,
l., y Pérez, S. 2001.

Aplicaciones biotecnoldgicas de los alginatos

Los alginatos son utilizados en diferentes industrias, en la alimenticia son empleados
como espesantes en salsas, jarabes y helados, en el area farmacéutica y médica se usa
para la elaboracion de impresiones dentales, produccién de apdsitos para heridas y en
el area de la biotecnologia se utiliza para la inmovilizacién de células. Los alginatos
producidos por algas marinas como Cyanophyceae (algas verdes azuladas) y
Chlorophyceae (algas verdes) presentan una calidad muy variable del polimero, ya que
la constitucion del polimero depende de las condiciones del medio ambiente en el que
crece el alga (Miranda et al., 2008). Por otra parte, el alginato de origen bacteriano
presenta un gran potencial industrial y biotecnolégico por sus caracteristicas
estructurales homogéneas, en consecuencia, los geles son mas estables y

termoresistentes (Hay et al., 2014).



Biosintesis del alginato bacteriano

La biosintesis de alginato se puede dividir en cuatro eventos: 1) la sintesis de
precursores, 2) la polimerizacion del acido GDP-manurénico y su transporte hacia la
membrana citoplasmatica, 3) transferencia hacia el sitio periplasmico y modificaciones
post-polimerizacion y 4) la exportacion a través de la membrana externa (Fig.3) (Hay et
al., 2010).

Las fuentes de carbono son metabolizadas por la via Entner-Doudoroff generando
gliceraldehido-3-fosfato y piruvato, siendo la ruta central para el catabolismo de la
fructosa-6-fosfato, el metabolito inicial de la biosintesis de alginato. El primer paso es
isomerizar a la fructosa-6-fosfato mediante la enzima fosfomanosa isomerasa (PMI-
GMP-algA) a manosa-6-fosfato que sera convertida en manosa-1-fosfato por la enzima
fosfomanomutasa (PMM-algC), el siguiente paso es catalizar la conversion de la
manosa-1-fosfato a GDP-manosa por la enzima fosfomanosa isomerasa (PMI-GMP-
algA), posteriormente se genera una reaccion para la formacion del acido GDP-
manurénico por la oxidacion de la enzima GDP-manosa deshidrogenasa (GMD-algD)
siendo el sustrato directo y el punto crucial de control cinético para la biosintesis del
alginato. La enzima glicosil-transferasa y c-di-GMP participan en la polimerizacion y
transporte del acido GDP-manurénico que es el sustrato que se polimeriza a nivel de
membrana interna para formar &cido polimanurénico. En ultimo lugar el acido
polimanurdnico sufre una serie de modificaciones post-polimerizacion por un complejo
de acetilasas que comprende Algl, AlgV, AlgF y los residuos de manuronato no
acetilados se epimerizan a guluronato por una epimerasa de manuronato AlgG o ME y
finalmente se exporta a través de la membrana externa por una proteina con actividad
de canal iénico AIgE, el polimero exportado es convertido finalmente a alginato por una
familia de siete epimerasas homologas AIgE1-7 (Fig.3)(Galindo et al., 2007).
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Fig. 3 Diagrama de la biosintesis del alginato tomado y modificado de Galindo et al., 2007.

Genes implicados en la biosintesis de alginato

En A. vinelandii los genes involucrados en la biosintesis del alginato son similares al
género Pseudomonas spp. La disposicion de los genes centrales de la biosintesis, estan
organizados en un operdn que esta constituido por, algD, alg8, alg44, algK, algE (llamado
algJ en A. vinelandii), algG, algX, algL, algl, algJ (denominado algV en A. vinelandii), algF

y algA (Fig.4) (Hay et al., 2014).

Fig. 4 Genes involucrados en la biosintesis de alginato. Tomado de Galindo et al., 2007.




Sistema de regulacion de doble componente

Las bacterias de vida libre se enfrentan a constantes cambios ambientales; para su
supervivencia, requieren de la adaptacion de su metabolismo a través de una regulacion
génica flexible (L6pez-Pliego et al., 2018). El sistema de regulacion de doble componente
ayuda a responder a estos cambios tanto abiéticas como biéticas (Krell et al., 2010). Este
sistema de transduccion de sefales permite regular la densidad poblacional a través de
un proceso de comunicacion celular denominado quorum-sensing (QS) (Castafieda et
al., 2001). Por otra parte, las sefiales abidticas como la temperatura, tensién de oxigeno
y pH son censadas por este sistema, permitiendo a la bacteria adaptarse a su ambiente.
Estas sefales desencadenan la activacion de factores de transcripcion que activan la
expresion de genes que permiten a la bacteria responder a diferentes cambios
ambientales (Krell et al., 2010).

Se han identificado mas de 200 sistemas de doble componente en diversos genomas
bacterianos (Gao et al. 2009). Los sistemas de doble componente estan conformados
por una cinasa sensora (CS) que posee un dominio transmisor que incluye un residuo de
histidina (His) conservado y un dominio de union de ATP conocido como caja G y un
regulador de respuesta (RR) (Barba-Ostria, 2014). EI dominio de entrada reconoce una
sefial especifica del ambiente, la cual da como resultado la activacion del dominio
transmisor y su autofosforilacién en el dominio de salida que incluye un residuo de His
conservado. El dominio de salida de la CS fosforilado interactia con el dominio RR,
catalizando la transferencia de un grupo fosfato a un residuo de aspartato conservado
dentro del dominio receptor. La fosforilacion del regulador respuesta activa su dominio
de salida, lo que resulta en cambios conformacionales en el RR ayudando a actuar en

actividades biolégicas especificas (fig.5) (Bretl et al., 2011).
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Fig.5 Sistema de doble componente, mecanismos de activacion de una cinasa
histidina clasica tomada de Gao y Stock, 2009.

GacS/ GacA

En A. vinelandii el sistema de transduccion de sefiales se llama GacS/GacA que regula
la expresion de distintos genes de diversas rutas metabdlicas (Castafieda et al., 2001).
El sensor quinasa Gacs, inicialmente se llam6 LemA descubierta por primera vez en
Pseudomonas syringae, y el regulador de respuesta GacA se descubrid en
Pseudomonas fluorescens. Se han estudiado sistemas de doble componente homadlogos
a GacS/GacA, en una gran variedad de bacterias gram negativas (Heeb y Haas, 2001).
Los componentes estructurales del sistema pertenecen a una clase de quinasas
sensoras de histidina poco ortodoxas, la estructura de esta cinasa esta constituida por
un transmisor de fosforilo, un receptor y un dominio intermediario en la transferencia
conocido como (Hpt). El segundo componente, el regulador respuesta GacA contiene un
motivo de hélice-giro-hélice involucrado en la unién del ADN. La via de transduccién de
sefiales inicia con la autosfosforilacion de GacS en el primer residuo de histidina, para
posteriormente, fosforilar a GacA en su aspartato conservado, actuando este regulador
de respuesta como un aceptor de fosforilo, GacA fosforilado activa o reprime la
transcripcion de elementos que a su vez controlan la expresion de genes diana (Heeb y
Haas, 2001) (Fig.6).
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Fig. 6 Modelo de la cascada de regulacién Gac-Rsm en A. vinelandii. Tomado y
modificado de Lapouge et al., 2008.

Sistema de regulacién postrancripcional Rsm

El sistema GacS/GacA esta ligado a un sistema postranscripcional llamado Csr/Rsm que
involucra a una proteina represora CsrA y pequefios SRNAs no codificantes (Castafieda
et al., 2016). El sistema Csr (denominado asi por sus siglas en inglés carbon storage
regulator) es un regulador global en el almacenamiento de carbono o Rsm (por sus siglas
en inglés repressor of stationary phase metabolites), este sistema se encarga de la
regulacion del metabolismo secundario en A. vinelandii Castafieda et al., 2016.

Este regulador maestro esta constituido por la proteina de union CsrA, la cual se encarga
de unirse a la secuencia Shine-Dalgarno (SD) localizada en el RNA mensajero
generando la represién de la traduccion, considerdndose un regulador negativo
postranscripcional (fig.6) (Romeo et al., 2012). Se han identificado muchos homologos a
CsrA (CsrB y CsrC) en E.coli., (RsmA) en Erwinia carotovora y en P. fluorescens (RsmA
y RsmE) (Romeo et al., 2012). El otro elemento regulador del sistema Rsm son los

pequefios sSRNAs no codificantes que interactian con CsrA ya que contienen multiples



sitios de union, estos secuestran y contrarrestan la actividad de represion de la proteina
CsrA (Lapouge et al., 2007). En Pseudomonas spp. estan presentes tres familias de
pequefios SRNA no codificantes RsmZ, RsmY y RsmX (Moll et al., 2010). Los pequefios
rRNAs tiene en su estructura secundaria secuencias altamente conservadas que
contiene motivos en forma de horquilla y de tallo que facilitan el reconocimiento de la
proteina CrsA (Dubey et al., 2005)

Asi mismo en A.vinelandii se ha demostrado la existencia de siete alelos SRNAs de la
familia RsmZ denominados RsmZ1, RsmZ2, RsmZ3, RsmZ4, RsmZ5, RsmZ6 y uno de
la familia RsmY (fig.7) (Manzo et al.,2012). Se ha demostrado que estos sSRNAs
participan en la regulacion de la sintesis de metabolitos secundarios como PHB,
alquiresorcinoles (AR) y el alginato. GacA actia como activador transcripcional de los
pequefios SRNAs del sistema Rsm (Hernandez-Eligio, 2012).
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Fig. 7 Estructura secundaria de los sSRNAs del sistema Rsm en A. vinelandii Castafieda et

al., 2016.




IIl. ANTECENDENTES

Genes con regiones altamente conservadas en el género Azotobacter spp.

A. vinelandii presenta similitudes bioquimicas con la familia de las Pseudomonadaceae;
sin embargo, se ha documentado que Azotobacter spp. posee caracteristicas fenotipicas
y genéticas muy particulares. Consideramos como marcadores genéticos a cuatro genes
gue se encuentran en el genoma de A. vinelandii DJ, debido a que dos genes son Unicos
en el genoma de Azotobacter y otros dos genes presentan diferencias con el género de
la Pseudomonas spp. Se realiz6 un andlisis Bioinformatico, tipo BLAST (The Basic Local
Alignment Search Tool) en la base de datos NCBI, se compararon estas secuencias de
nucleotidos con los genes del género de Pseudomonas spp. mostrando que estas
sencuencias efectivamente se encuentran conservadas en el género Azotobacter y no
en Pseudomonas spp. (Tablal).

El factor sigma (rpoS) que esta involucrado en el control de la sintesis de AR, se obtuvo
una mutante rpoS incapaz de sintetizar estos lipidos implicados en el proceso de
enquistamiento de A. vinelandii (Romero et al., 2016). Por otra parte, Cocotl-Yafez,
(2011) demostré que en A. vinelandii, rpoS activa uno de los tres promotores del gen
algD, involucrado en la biosintesis de alginato; este también activa el gen phbB
involucrado en la biosintesis de polihidroxibutiratos.

El gen oprF codifica una proteina multifuncional de la membrana externa del género
Pseudomonas spp., este gen presenta una secuencia altamente conservada (Bodilis y
Barray, 2006). Sin embargo, Rediers (2004) afirmé que en A. vinelandii, el gen oprF es
ortdlogo, ya que mostrd una alta identidad de aminoacidos con Pseudomona aeruginosa
PAOL1 (68% de homologia), mientras que en P. fuscovaginae y P. aeruginosa PAOL1 tan
sélo fue del 49%, ademas realizaron la construccion de un arbol filogenético basado en
estas secuencias, confirmando la estrecha relacion entre P. aeruginosa PAOl y A.
vinelandii.

Una caracteristica distintiva de esta proteina ortéloga de OprF en A.vinelandii es su
contenido de aminoacidos ubicado en un dominio central con cuatro residuos de cisteina
conservados, caracteristica que se encuentra ausente en la proteina OmpA homoéloga a

OprF de enterobacterias (Mot et al.,1994). Con lo antes expuesto se asume que el gen



oprF puede ser empleado como un marcador molecular para la identificacion de
microorganismos pertenecientes al género de Azotobacter spp.

El gen alyAl fue identificado en el genoma de A. vinelandii, en conjunto con dos enzimas
de alginato liasas AlyA2 y 3 (Gimmestad et al., 2009), que pertenecen a la familia PL7
(degradantes de polisacaridos), cuya actividad radica en la ruptura del enlace glucosidico
beta-1-4 entre el acido gulurénico y el acido manurénico, generando un residuo de acido
gulurénico. El gen alyAl codifica modulos de aminoacidos de pesos moleculares bajos,
gue forman parten de las alginato liasas, en este estudio se secuencio el gen alyAl-2 de
la cepa AEIV de A.vinelandii y se mostré una identidad del 99% con los genes de la cepa
DJ de A. vinelandii.

Por otra parte, Romero (2016) explic6 que durante la fase de enquistamiento de A.
vinelandii se induce la sintesis de los lipidos fenolicos alquiresorcinoles, estos forman
parte de la capa externa del quiste. El operén arsABCD codifica las enzimas que
sintetizan los alquilresorcinoles, una de las enzimas expresadas por este operon es la
proteina ArsB, que es una policétido sintasa de tipo lll, esta proteina es el producto de la
expresion del gen arsB. Por lo antes mencionando, este gen también se empleara como

marcador molecular para la identificacién de las cepas aisladas en este estudio.

Tabla 1. Andlisis tipo BLAST de los genes con regiones altamente conservadas en Azotobacter spp.

gene A. vinelandii CA, A. chroococcum NCIMB P. areuginosa PAO1
Complete genome 8003 complete genome
E Value P. identidad E P. identidad E Value P. identidad
Value
oprF 0.0 100% le-143 83.54%
rpoS 0.0 100% 0.0 92.43% 0.0 86.61%
arsB le-109 100% 3e-111 100%
alyAl 4e-11 100%




Sistema Rsm / sRNAs en A. vinelandii y la relacion en la produccién de alginato

Manzo y colaboradores, (2011) realizaron un estudio donde demuestraron la
dependencia de la proteina GacA para la expresion de los sSRNAs del sistema Rsm en
A.vinelandii y la participacion del sistema Rsm sobre la expresion del gen algD. Al
generar una mutacion de los genes rsmZ1 y rsmZ2, la produccion de alginato se ve
disminuida alrededor del 80%, siendo complementada al realizar la expresion de estas
moléculas de RNA en trans. Asimismo, se demuestra la participacion de la proteina
RsmA en la regulacion del gen blanco algD al realizar el ensayo de movilidad
electroforética (EMSA) y la sobreexpresion genética que dio por resultado la disminucion
del polimero en cuestion.

Adicionalmente Lopez-Pliego y colaboradores (2018), estudiaron el efecto diferencial en
la expresion de los genes; RsmZ1, RsmZ2, RsmZ3, RsmZ4, RsmZ5, RsmZ6, RsmZ7
utilizando diferentes fuentes de carbono y su relacién con la produccion de alginato. Sus
resultados indicaron que el tipo de fuente de carbono influye en la transcripcion de los
pequefios SRNA Rsm donde la expresién de rsmZ fue mayor en presencia de succinato;
también reportan que los genes rsm con mayor nivel de expresion fueron RsmZ2, RsmZ6
y RsmZ7 en contraste con la disminucion de la expresion de RsmZ1. Las cepas mutantes
con deleciones individuales de los RsmZ 1-7, se cultivaron en medio Burk con diferentes
fuentes de carbono y se cuantificé la produccién de alginato. La mutacion del gen RsmzZ1
y RsmZ4 inhibié casi por completo la produccién de alginato, mientras que la ausencia
de los sRNAs restantes redujo de 3 a 5 veces la produccion de alginato. En cambio,
cuando se utilizé succinato como fuente de carbono y la delecién de RsmZ1, y Rsmz4
disminuyo la produccién del polimero hasta un 80%, en el caso particular de RsmZ2 se
eliminé por completo la produccion de alginato. En contraste, la usencia de RsmZ3,
Rsmz5, RsmZ6 o RsmZ7 solo redujo la produccion del polimero en un 25%, bajo esta
condicion. Estos resultados mostraron que los sRNAs Z1, Z2 y Z4 tuvieron un efecto
positivo en la produccion de alginato independientemente de la fuente de carbono

(succinato, fructosa y glucosa) empleada para el crecimiento.



Efecto de la sobreexpresiéon de los sRNAs reguladores de la familia Rsm en A.
vinelandii

May Compaii, (2016), observo el efecto individual de cada uno de los SRNAs de la familia
Rsm. Se generaron mutantes en el gen gacA (regulador respuesta) de A. vinelandi, y en
esta cepa se sobreexpresaron los genes que codifican para los pequefios SRNAs bajo el
control de un promotor constitutivo, el promotor de la DNA girasa de A. vinelandii gyrA,
cuyos resultados demuestran que la expresion individual de los SRNAs son capaces de
restaurar el fenotipo de produccion de alginato en la mutante gacA carente de esta
capacidad. La recombinante de RsmZ1 causa una produccion similar a la cepa silvestre
AEIV como se habia reportado por estudios de Manzo y colaboradores (2011), por su
parte, la sobreexpresion de Rsmz6 y RsmY3 produce una menor cantidad de alginato
comparado con la cepa silvestre AEIV (Fig.8) con lo que concluye que RsmZ1, RsmZ6 y

RsmY participan en la regulacién positiva de la biosintesis de alginato.
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Fig.8 Produccién de alginato en mutantes gacA con sobreexpresion de
los sSRNAs de A. vinelandii AEIV. May Compaii, (2016).




1. HIPOTESIS

La sobreexpresion de los sSRNA reguladores RsmZ1 y RsmZ6 en cepas aisladas de A.

vinelandii generara un incremento en la produccion de alginato.

IV. JUSTIFICACION

En la actualidad se tienen estudios del papel que desempefian los SRNAs RsmZ1 y
RsmZ6 en la regulacion post-transcripcional de la biosintesis de alginato en las cepas
tipo de A. vinelandii E, DJ, ATCC; por lo que una estrategia para poder obtener una
mayor produccion de alginato podria ser expresar estos SRNAs en cepas aisladas de A.
vinelandii que tengan una alta produccion del polimero y posteriormente con aplicaciones

biotecnologicas en el sector industrial.



V. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Aislar y caracterizar molecularmente cepas de Azotobacter spp.

OBJETIVOS PARTICULARES
1. Aislar cepas de Azotobacter spp. a partir de muestras de suelo

2. Caracterizar molecularmente los aislados del género Azotobacter spp.

3. Cuantificar la produccion de alginato en cepas aisladas de Azotobacter spp.

4. Determinar el efecto de sobreexpresion de los genes RsmZ1 y RsmZ6 sobre la

produccion de alginato en los aislados de A. vinelandii
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VIl. MATERIAL Y METODOS

Cepas aisladas y pldsmidos utilizados

Tabla 2. Cepas y plasmidos aislados y utilizados en este trabajo.

ZONA DONDE DESCRIPCION
CEPAS FUE AISLADO FENOTIPICA REFERENCIA
Cepa silvestre
ABIV(E) también llamada  Cepa no mucoide Larsen and Houg
(1971).
cepa E.
American .
ATCC 9046 Type _ _ ATCC (American
Hipermucoides Type Culture
Culture ,
; Collection)
Collection
Muestreo  Tlaxcolpan, Estado
S35 del suelo de México Fluorescente Este trabajo.
3.5 Suelo de nopal
Muestreo Atlapulco, Fluorescente
S7.1(B) del suelo Xochimilco Hipermucoides, Este trabajo.
) 7.1zona B Suelo de Palma. blanquecinas
Muestreo Atlapulco, _ Colonias
del suelo Xochimilco irregulares, color Este trabaio
S7.2(C) 7.1zonaC blanquecinas, 10-
Suelo de Palma. . .
hipermucoides
B+B1 Zona 1l Suelo del Estado blanquecinas, .
. . . Este trabajo.
de México hipermucoides
Muestreo .
Colonias
del suelo . .
SM3 Mesquitera-cause irregulares, color .
de la ; K Este trabajo.
mesquitera del rio blanquecinas,
d hipermucoides
zona 3
Muestreo
S4T del suelo Tetecho-risosfera . Coloma; Este trabajo.
de tetecho hipermucoides
zona 4
Muestreo
S6R ddel_suelo Suelo-rio Cepa no mucoide Este trabajo.
e rio zona
6
PLASMIDOS
Vector integrativo
derivado del Mav Compafi
pUMAgryAKmrsmZzZ1 pUMAgyrAkm, que y pan,
. 2016.
tiene clonado al
SRNA RsmZ1.
Vector integrativo
derivado del -
pUMAgryAKmrsmZ6 pUMAgyrAkm, que Mayz%(irgpan,

tiene clonado al
SRNA RsmZ6.




Caracterizacion Fenotipica

- Aislamiento
Las cepas silvestres de Azotobacter spp. fueron aisladas a partir de los muestreos de la
Reserva de la Biosfera de Tehuacan-Cuicatlan y del Estado de México.
Se realizo la recoleccion de las muestras de suelo en diferentes zonas ambientales y su
posterior procesamiento mediante tamizados hasta obtener muestras de suelo con un
tamafo de particula de 4760 micrones (4.76 mm).
Para aislar cepas de Azotobacter vinelandii, a partir de muestras de suelo se utilizaron
dos técnicas de aislamiento. La primera técnica empleada fue el uso de medios de cultivo
liquidos como Burk-sacarosa (BS). Para ello se hizo un pre-cultivo colocando 1 gramo
de suelo en un matraz de Erlenmeyer con 20 mL de medio Burk-sacarosa liquido, se
incubd a 48 horas a 28°C y 180 rpm; posteriormente se realizd un sub-cultivo de 25 mL
de medio liquido BS, el cual se inocul6 con 2 mL del pre-cultivo, y se incubé durante 5
dias a 28°C y 180 rpm. Se realiz6 la inoculacion de 20ul de sub-cultivo en medio sélido
BS, incubando a 28°C por un periodo de 1 a 7 dias, dependiendo del crecimiento colonial
(Fig.9A). Se aislaron colonias que presentaban el fenotipo mucosas y color blanquecino
(Tejera et al., 2005).
La segunda técnica de aislamiento se fundament6 en colocar granos de suelo de un
tamafio de 4.76 mm en medio soélido de Ashby-Manitol, los granos de suelo se
mantuvieron a una distancia de un centimetro entre ellos, las condiciones de incubacién
fueron: 28°C por 3 a 7 dias. Se aislaron y purificaron cepas con fenotipo mucoide,

brillantes y con produccion de exopolisacéarido (Alquilanti et al., 2004).

- Medios de cultivos

Ashby (Ash)

Para el aislamiento de bacterias diazotréficas se formulé un medio minimo con fuente de
carbono manitol, adicionado con benzoato de sodio, en una concentracion de 5 g/L,
sulfato de monopotasio (KH2PO4 1 g/L), sulfato de magnesio (MgSOa4 0.2 g/L), sulfato de
hierro (FeSO4 0.005 g/L), cloruro de sodio (NaCl 0.2 g/L), cloruro de calcio (CaCl2 0.2



g/L) y finalmente se ajusta el pH 7.0, en el caso de ser medio solido se adiciona agar

bacteriolégico con una concentracion de 15 g/L (Tejera, et al., 2005).

Burk-Sacarosa (BS)

Es un medio de cultivo minimo y se utiliza para el crecimiento de bacterias del género
Azotobacter, previamente a la formulacion del medio se deben preparar el stock de cada
una de las sales y se esterilizan. Las sales se van adicionando en volumen final de 80%
de agua destilada previamente esterilizada o en caso de ser medio solido se utiliza agar
bacteriolégico con una concentracion de 15 g/L. Inicialmente se agrega sacarosa al 20%,
seguida de una solucion de buffer fosfatos (en un stock de K2HPO4 8 g/L y KH2PO4 2
g/L) esta solucion debe ajustarse previamente a pH 7 de la cual se les adicionara 100
ml/L, cluroro de calcio (CaClz2 en un stock 7 g/L) 100 ml/L, sulfato de sodio (Na2SOa4en
un stock 18 g/L) 10 mL/L, clururo de magnesio (MgCI2 en un stock 160 g/L) 1ml/L, sulfato
de hierro (FeSOa4 en un stock 5 g/L) 1ml/L, y finalmente se agrega molibdato de sodio
(Na2MnOas en un stock 0.2 g/L) 1ml/L.

Medio de Competencia (CM)

El medio CM presenta una composicion similar al medio Burk-Sacarosa, la diferencia
radica en la eliminacion de trazas de la fuente de nitrégeno en el medio CM, que se utiliza

para potenciar la competencia de las células de A. vinelandii.

Luria Bertani (LB)

Es un medio empleado para el crecimiento de E. coli, el cual contiene peptona de caseina
10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, cloruro de sodio 10 g/L, y en caso de ser medio sélido

se adiciona agar bacteriolégico con una concentracion de 15 g/L.



Metodologias para la caracterizacion genotipica
- Extraccion de DNA gendmico con el protocolo de silica

El crecimiento de Azotobacter spp. se realizé en medio BS sélido, se incubo por 2 dias
a 30°C, después se tomo el tapete celular y se por centrifuga a 13,000 rpm y se lavaron
con MgS0O4 10 mM hasta eliminar el alginato y se re suspendieron en 450ul de buffer TE
(TRIS /EDTA) 50/20, se homogeinizaron y se agregaron 50uL de lisozima (10mg/mL),
incubando a 37°C 30 min, se agregaron 30uL de proteasa (10 mg/mL), incubando a 37°C
30 min. Agregar 50uL de SDS 10% (dodecilsulfato sédico) incubar a 37°C 15 min o més
tiempo hasta que se observe una solucion turbia y viscosa. Agregamos 100uL de NacCl
5M, mezclar e incubar 65°C durante 10 min. Adicionar 80uL de solucion CTAB al 10%
(Bromuro de hexadeciltrimetil amonio) /NaCl 0.7M (previamente incubada a 65°C) e
incubamos a 65°C 15-20 min). Posteriormente se extrajo una vez con un volumen de
(600pL) de solucion cloroformo-alcohol isoamilico 24:1 agitar y centrifugar por 5 min. Se
recupero la fase de arriba (DNA) y se sigue con el protoloco por silica, se agrego6 10ul de
silica y dejar reposar por 5 min. Se centrifugo por 1 min, se decantd el sobrenadante.
Agregamos 500ul de solucion. de lavado y se resuspendié por homogenizaciéon. Se
realiz6 este procedimiento 3 veces. Dejamos secar la pastilla a 37°C o0 50°C. Ya seca se
resuspendié en 30ul de RNA diluida incubamos a 37°C por 1 horas finalmente se
centrifugo por 2 minutos a 13,000 rpm y tomamos el sobrenadante finalmente a un tubo

nuevo.

- Electroforesis en gel de agarosa

Se emple6 como fase sélida el gel de agarosa al 1%, y la fase liquida el buffer
amortiguador de Tris-acetatos, EDTA (TAE 1X), y acido acético. Se usé un buffer de
carga para las muestras y un marcador de peso molecular GeneRuler 1Kb (Thermo
Scienteific MR). Los productos fueron visualizados en un fotoducomentador marca UVP
multiDoc-it Digital Imaging System.



- Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Se llevé a cabo lo amplificacion de cuatro genes de mantenimiento que se emplearon
como marcadores moleculares, estos son especificos para la familia Pseudomadaceae,

(Tabla 3). Las condiciones de PCR depende de cada oligonucleotido (Tab.3).

-Disefio de marcadores geneticos

Se utilizaron cuatro genes que se consideraron como marcadores geneticos; el gen arsB
y alyAl que solo se encuentra en el genoma de azotobacter y por otro lado dos genes
rpoS y oprF con regiones altamente conservadas en el género de Azotobacter spp.
(Tab.3)

Tabla 3. Marcadores moleculares utilizados para caracterizar aislados ambientales de suelo de
A. vinelandii.

Genes Secuencia de oligonucledtidos 523" Tm  Tamafo del

°C  amplificado

arsB pks_Fw 62.4 217 pb
ACGGCCCACGGTTGAGGTTTTTC 62.9
pks_Rv
GTCCCGACGCCGTTCTTGATGC

alyAl Algly Fw 65.8 233 pb
GCTCGGTGCACGGCTGTGTGAACT 62.4
Algly_Rv

CATCGGCGTTGCGAACAAACCACTT

rpoS DrpoS ATCGCTCTCAATATAAAAGCAAA 50.7 740pb
RrpoS CGATCGTCGGTCAGCACG 58.7

oprF DoprF CAAGCACTGGTTCAGCGATGA 62 553 pb
RoprF GGGAGTATCCGGGCAGCG 60.9




- Amplificacién de gen DNAr 16s

Se realiz6 la amplificacion del gen ADNr 16S, ya que esta es una herramienta
estandarizada para la identificacion de organismos existentes en diversos ambientes,
utilizando los oligonucleétidos bacterianos universales fD1:
5CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3 y rD1: 5'-
CCCGGGATCCAAGCTTAAGGAGGTGATCCAGCC-3'. Las condiciones de PCR son
las siguientes; Temperatura de alineamiento (Tm) de 60°C, con un tiempo de extension

de 45 segundos y 30 ciclos.

- Purificacion de la banda de DNA a partir de gel de agarosa

Para verificar la integridad de las muestras de DNA, se realizd6 una electroforesis,
posteriormente el gel se visualizé en un transiluminador, se cortaron los fragmentos de
tamafio 1500 pb que corresponde al gen 16S rDNA, se agregaron tres volumenes yorudo
de sodio (Nal) 6M, y se incub6 a 15 min (55°C) hasta disolver la agarosa. Agregamos
10uL de silica, y se incub6 por 3 minutos a temperatura ambiente, se centrifugd 1 minuto
y posteriormente se decant6 el sobrenadante, luego se lavé la pastilla tres veces con
500ul de New Wash, se dejé secar la pastilla y re suspendié en H20 (15uL) y se
centrifugd 5 minutos para verificar que no contuviese silica, finalmente se tomaron 14uL

gue fueron transferidos a un tubo nuevo.

- Extraccion de DNA plasmidico mediante lisis alcalina Maxi-prep

Se cultivé la cepa en 50 mL de LB de 8-12 horas con el antibidtico de correspondiente a
37°C en agitacion, se lavaron las células en 10mL de MgSOa4 a una concentracion de
10mM vy se resuspendieron en 1.5mL de solucién de lisis alcalina | (glucosa [50mM];
EDTA [10 mM]; Tris HCI pH 8, [25mM]) y se incubaron por 3 minutos a temperatura
ambiente, se agregaron 3.5 mL de solucion Il (NaOH 0.2 N y SDS 1%) y se invirtio el
tubo lentamente de 2-3 veces, se incubd en frio a una tempratura de 4°C por 10 minutos.
Se afadieron 2.5 mL de solucién lll acetato de potasio (CH3COOK, 5M;) se agitd

fuertemente con la mano e incubo en frio por 15 minutos. Se centrifugd a 6,000 rpm por



10 min y se transfirid el sobrenadante en tubos coénicos de (poner volumen),
posterioremente se le agregd un volumen de isopropanol, y se mezclé6 para ser
centrifugado a 6000 rpm por 10 minutos. Se decanto el sobrenadante y se lavo la pastilla
2-3 veces con 2 mL de etanol al 70% para ser centrifugado 13,000 rpm por 2 min. Se
dej6 secar la pastilla y finalmente se resuspendié en 200uL de RNAasa diluida finalmente

se incub6 toda la noche a 37°C.

- Preparacion de células competentes de A. vinelandii

Se cultivd la cepa de interés en medio solido BS, posteriormente se resembré por el
método de estria cruzada en el medio CM el cual fue utilizado para potenciar la
competencia de las células de A. vinelandii , se incub6 a 30°C por 48 horas,
posteriormente de esa placa se resembro la colonia aislada de forma masiva y se incubo
a 30°C durante 24 horas, pasado ese tiempo se recogio el tapete celular y se coloco
en un eppendorf estéril, se lavaron con 1 mL de MgSO4 10mM a 13,000 rpm durante 3

min.

- Trasformacion de cepas aisladas de A. vinelandii con DNA plasmidico.

Se tomo6 200ul de células competentes de A. vinelandii y se mezclé con 1ug de DNA
plasmidico del vector integrativo en el cual se quiere recombinar, se utilizé un tubo de
eppendorf de 1.5 mL, y se colocé la mezcla en centro de las placas de CM, se incub6 a
30°C por 48 horas.

Se recolecto el tapete celular con 1mL de MgSOa4 a 10mM y se quité cualquier residuo
de alginato, se plaquearon con perlas de vidrio en placas de medio BS con antibidtico de
seleccion a 30°C por 48 horas. Finalmente se seleccionaron las candidatas y se
verificaron las células recombinantes con PCR utilizando los oligonucleotidos

correspondientes (Tabla. 4)



Tabla 4. Oligonucleétidos utilizados para verificar las células recombinantes

Secuencia de oligonucleétidos 5 >3 Tm por el
fabricante
CrsmB5’ 5'GTCGATGGAACGACGTCGGCTGAC3’ 72.29°C
(rsmZ1)
Ged (rsmZ6) 5CGTCGACGGTACCACGCAAGCCY 72.2°C
TacR 5’ CTCGAGAATAAGGGCGACACGGAAAT3’ 60°C
(PUMAgyrAKm)

Tabla 5. Pares de oligonucleétidos utilizados para verificar los SRNAs RsmZ1 y
RsmZz6 de transformantes de A. vinelandii

PARES DE Tamanfo del amplificado
PRIMERS
rsmB5’- 744 pb
TacR
Ged -TacR 795 pb

- Cuantificacion de alginato por el método de carbazol

Para la cuantificacion se inoculd 25 mL de medio BS sin antibiético con células de
Azotobacter spp. , la inoculacién se realiz6 por triplicado y se incub6 a 30°C por 48 horas.
Posteriormente se centrifugd el cultivo y se colect6 el sobrenadante en tubos de 15 mL,
se lavaron las células con una solucién de EDTA al 0.01M y se volvio a recolectar el
sobrenadante. Después se separ0 y se guardd las células para posteriormente
determinar la proteina por el método de Lowry. Una porcion del sobrenadante se precipitd
con dos volumenes de isopropanol y se observé un precipitado blanco el cual se
centrifugo a 13,000 Rpm por 10 Min. El precipitado formado se dejo secar toda la noche,
posteriormente se resuspendidé en un volumen adecuado de una solucion de NaCl al
0.85%. Una vez obtenido el precipitado de alginato, se procedié a medir por la reaccién
de alginato-carbazol. La prueba consistié en lo siguiente: en tubos de ensaye sumergidos
previamente en hielo, se agregaron 3 mL de una solucion acido sulfurico-boratos, y se

agregaron 300 uL de la solucion problema de alginato. Asimismo, se realizé una curva



estandar de alginato con concentraciones conocidas, la cual se realizé con 100uL de una
solucién de carbazol al 0.1%, las muestras se incubaron en un bafio de agua a 50°C por
30 minutos. La prueba es una reaccion colorimétrica y se desarrolla un color violeta-
bugambilia y brillante. Se dej6 que los tubos tomen T° Ambiente (la reaccién es estable
de 1-2 horas), finalmente se midio la absorbancia a 530 nm. En caso de que el alginato

esté contaminado el color es café.

Paralelmante a la cuantificacion de alginato de las muestras se corre una curva estandar
de alginato con las concentraciones: 0.5, 0.4, 0.3, 0.2, 0.1, 0.05 y 0.025 mg alginato en
un mL de solucién, se afiade 100uL de carbazol al 0.1% (1 gr de carbazol en 100 mL de
etanol) se agita suavemente. Se colocé esté reaccion en un bafio de agua a 50°C por 30
minutos. Se desarrollo un color violeta-bugambilia. Retirar los tubos del bafio y dejar que
tomen la temperatura ambiente, el color es estable de 1-2 horas. Se cuantificd la
absorbancia a 530 nm y se interpolaron las lecturas en base la curva de calibracion
(Tabla 6).

Tabla 6. Curva de calibracion de alginato

Tubo alginato / pL de pL de H20 Concentracion

sol. Stock mg/mL

0 175 0

1 175 - 0.5

2 140 35 0.4

3 105 70 0.3

4 70 105 0.2

5 35 140 0.1

6 17.5 157.5 0.05

7 8.75 166.25 0.025




- Cuantificacion de proteinas por el método de Lowry

Se tomd 1 mL del cultivo de celulas de Azotobacter spp. y se centrifugd hasta obtener el
paquete celular, posteriormente se lavo las celulas con MgSO4 a 10mM, se resuspendid
en 1mL de la misma solucién. Para procesar las muestras se tomaron 10uL de muestra
de celulas y se afiadieron con 190uL de MgSO4 a 10mM, se agreg6é 1mL de solucion
reactiva recién preparada (A: NA2COs 2% en NaOH 0.1N, B: Tartrato de Na y K 2%, C:
CuSO4 1%) y se dejo reposar por 10 minuntos con el fin de lisar las células y que el
contenido celular se liberé. Se afiadio 100ul de reactivo de Folin diluido 1:2 en agua, se
dej6 reposar por 30 minutos. Finalmente se leyé la absorbancia a 625 nm. Paralelamente
se corrio una curva de calibracion usando albumina con las siguientes concentraciones
conocidas 0, 2, 4, 8, 16, 32 ug/mL.



VIl RESULTADOS
Identificacion fenotipica de cepas presuntivas del género Azotobacter spp.

Para la identificacion morfoldégica de bacterias diazotréficas se hizo un aislamiento
secundario en medio de cultivo Ashby, este medio selectivo permite el crecimiento de
bacterias fijadoras de nitrégeno ya que es libre de trazas de nitrogeno. Se obtuvieron un
total de siete cepas aisladas que presentaron la morfologia caracteristica del género
Azotobacter spp. como son: colonias color blanquecinas con bordes irregulares y de

aspecto mucoide (Fig.9).

A) B)

Fig. 9 A) Aislamiento primario. Siembra de granulos de tierra en medio sélido
Ashby-Manitol. B) Se observa crecimiento de hongos después de la
incubacion.
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Fig. 10 Fenotipo de los aislados ambientales evidenciando la morfologia caracteristica del
género Azotobacter spp. Se obervan colonias aisladas, de cepas hipermucoides, segundo
aislamiento crecimiento en medio de cultivo Ashby (ash).




Identificacion Molecular de cepas presuntivas del género Azotobacter spp.

Para la primera identificacibn molecular de las siete cepas caracterizadas
fenotipicamente (S4T, S7.2 (C), S7.1, 3.5, B+B1, SM3, S6R), se realizé la amplificacion
de los cuatro genes propuestos como marcadores genéticos para el género Azotobacter
spp. Estos marcadores genéticos que codifican para; policétido sintasa tipo Ill (arsB), es
un factor sigma y modulador maestro en la regulacion de la fase estacionaria (rpoS),
alginato liasa en involucrada en la biosintesis de alginato en A. vinelandii (alyAl), y un
gen que codifica para proteina principal membrana externa (OmpA). Se ocupé como
control para todos los marcadores los genes la cepa tipo AEIV E de A. vinelandii .

Para todas las cepas aisladas se amplificaron los cuatro marcadores moleculares
(Fig.11); sin embargo, para el caso de la cepa SM3 no se logro obtener la amplificacion

de los genes oprf, y alkyR (Tabla 7).

Tabla 7. Caracterizaciébn molecular con marcadores moleculares y descripcion
de la morfologia colonial de cada cepa

AISLADOS Genotipo Fenotipo

S7.1(B) oprf, rpoS, arsB, alyAl Colonias irregulares,
color blangquecinas,
hipermucosas,
S7.2(C) oprf, rpoS, arsB alyAl Colonias irregulares,
color blanquecinas,
hipermucosas,
S3.5 oprf, rpoS, arsB alyAl Colonias no mucoides

B+B1 oprf, rpoS, arsB alyAl Colonias irregulares,
color blanquecinas,

hipermucosas,
SAT oprf, rpoS, arsB, alyAl Colonias irregulares,
color blanquecinas,

hipermucosas,
SM3 oprf, rpoS Colonias irregulares,
color blanquecinas,

hipermucosas,
S6R oprf, rpoS, arsB, alyAl Colonias irregulares
Color blanquecinas

hipermucosas
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Fig. 11 Electroforesis en gel de agarosa (1%) de Amplificaciones de regiones altamente concervadas de

genes en Azotobacter spp. a) gen oprF b) gen arsB c) gen rpoS d) gen alyAl. En el carril MPM )Se muestra
el Marcador de peso molecular GeneRuler (Thermo Fisher scientific®) de 1kb, 1) La cepa control E,
2)S7.1(B), 3)S7.2(C), 4)S3.5, 5) S4T, 6) SM3, 7)S6R. 8)B+B1.




Analisis de secuencias

Para la segunda caracterizacion molecular, se amplificé el gen ADNr 16S, utilizando los
oligonucledtidos fD1 y rD1, cuyo amplificado es un fragmento de 1500 pb,
correspondientes al gen ADNr 16S (Fig.12).

Una vez obtenidos los amplificados de cada cepa aislada, se realizé la sencuenciacion y
la comparacion con secuencias ya reportadas en la base de datos del NCBI, se realiz
un andlisis tipo BLAST, obteniendo una alta identidad nucleotidica entre los aislados
S7.1(B), S7.2(C), S3.5, B+B1, S4T, con la secuencia del gen ADNr 16S de A. vinelandii
(>96%) (Tabla 8). Para el caso de los aislados SM3 y S6R se obtuvo una alta indentidad
con la especie de A. chroococcum (>97%) lo cual se sugiere que estos aislados se

corresponden al género de Azotobacter spp.

1500pb

250

Fig.12 Electroforesis en gel de agarosa (1%) de los amplificados del gen DNAr 16S
de los aislamientos. En el carrii MPM )Se muestra el Marcador de peso molecular
GeneRuler (Thermo Fisher scientific®) de 1kb, 1) La cepa control E, 2)S7.1(B), 3)S7.2(C),
4)S3.5, 5) S4T, 6) SM3, 7)S6R. 8)B+B1.



Tabla 8. Correspondecia de los aislados segun el analisis tipo BLAST reportados en la base de
datos del 16S ribosomal RNA sequences (Bacteria and Archacea) del NCBI.

AISLADOS Alineamiento = Identidad Base de

value nucleotidica (%) Datos

S7.1(B) Azotobacter 0.0 97.87 16S ribosomal
vinelandii strain RNA
IAM 15004 sequences
(Bacteria and
Archaea)
S7.2(C) Azotobacter 0.0 98.42 16S ribosomal
vinelandii strain RNA
IAM 15004 sequences
(Bacteria and
Archaea)
S3.5 Azotobacter 0.0 96.30 16S ribosomal
vinelandii strain RNA
IAM 15004 sequences
(Bacteria and
Archaea)
B+B1 Azotobacter 0.0 96.25 16S ribosomal
vinelandii strain RNA
NBRC 102612 sequences
(Bacteria and
Archaea)
S4T Azotobacter 0.0 97.57 16S ribosomal
vinelandii strain RNA
NBRC 102612 sequences
(Bacteria and
Archaea)
SM3 Azotobacter 0.0 98.24 16S ribosomal
chroococcum RNA
strain NBRC sequences
102613 (Bacteria and
Archaea)
S6R Azotobacter 0.0 97.36 RNA
chroococcum sequences
strain NBRC (Bacteria and
102613 Archaea




Produccion de alginato en aislados de Azotobacter spp.

A las cinco cepas aisladas de A. vinelandii y las dos cepas de A. chroococcum se les

evalué la produccién de alginato por triplicado con el método del carbazol.

Los resultados obtenidos de las cuatro cepas alsladas de vinelandii, mostraron que éstas
producen una cantidad superior del polimero en comparacién a la cepa tipo de A.
vinelandii AEIV (2.5 + 0.30 de SD mg alginato por mg proteina). La produccion de cepa
S7.2(C) es 19 veces mayor (20.78 + 0.87 de SD mg alginato por mg proteina), el aislado
S7.1(B) produjo 15 veces mas (16.97 + 1.25 de SD mg alginato por mg proteina) (Fig.14).
La cepa B+B1 sintetizé 9 veces mas (10.61 mg alginato/mg proteina) (Fig.15a), y el
aislado S4T super6 a la cepa control 9 veces (10.41 + 1.70 de SD mg alginato por mg
proteina) (Fig.15b). En contraste la cepa S3.5 produjo (1.37 + 0.16 de SD mg alginato

por mg proteina) menor cantidad de alginato que la cepa control AEIV.
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Fig. 14 Cuantificacién en la produccién del alginato de cepas aisladas de A. vinelandii,
A vin_3.5, A vin_7.2, A vin_7.1 utilizando a AEIV E como control (Medio BS sélido, 48 hrs
a 30°).
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Fig.15 Cuantificacion en la produccion del alginato de cepas aisladas de A.
vinelandii, A) A_vin_B+B1, B) A_vin_SA4T utilizando a AEIV E como control
(Medio BS sdélido, 48 hrs a 30°).




La cuantificacién de alginato en las cepas aisladas de A. chroococcum mostraron una
produccién del polimero de 3 veces superior al aislado de SM3 (4.5 1.71 de SD mg
alginato por mg proteina) en comparacion a la cepa control AEIV (1.64 + 0.38 de SD mg
alginato por mg proteina) (Fig.16).

En contraste, la cepa aislada S6R presentd una produccion similar a la cepa control AEIV
(2.34 £ 0.97 de SD mg alginato por mg proteina y 1.63 mg + 0.38 de SD alginato por mg

proteina, respectivamente).
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Fig. 16 Cuantificacion en la produccién del alginato de cepas aisladas de A. chroccocum,
A_ch_SM3, A_ch_S6R utilizando a AEIV E como control (Medio BS sdlido, 48 hrs a 30°).




Sobreexpresion de los genes RsmZ1y RsmZ6 en clonas de A. vinelandii

Se seleccionaron las cepas aisladas S4T, S7.2(C) y S7.1(B) de A. vinelandii para llevar
a cabo la sobreexpresion de los genes smZ1 y smZ6, el criterio de seleccion de estas

cepas fue su alta capacidad productora de alginato.

Para transformar los aislados, se empleo el vector pUMAgyrAkm y se obtuvieron solo
dos recombinantes de la cepa S4T donde se evidencio la sobreexpresion de RsmZzZ1
Fig.17 y RsmZ6 Fig 18. Las dos recombinantes se verificaron mediante PCR utilizando
los oligonucleotidos CrsmB5”-TacR para corroborar la transformaciéon de RsmZ1, y se
obtuvo un amplificado de 744-pb (Fig.17 y Fig 18). Para el caso del RsmZ6 se usaron los
oligonucleotidos GeD-TacR obteniendo un amplificado de 796 pb Fig 19. El fenotipo de
las dos recombinantes obtenidas fue mucoide, al igual que la cepa aislada silvestre

(Fig.18).
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Fig.17 Vector integrativo derivado del pUMgyrAkm que tiene clonado al SRNA RsmZ1
May Compaii, 2016.
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—May Compaii, 2016.
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Fig.19 Electroforesis en gel de agarosa (1%). A) Se observa en el 1) primer carril el MPM, 2)
amplicacion del plasmido integrativo , 3) recombinante S4T_Z1. B). En primer carril MPM, 2)
amplificacion del plasmido integrativo, 4) recombinante S4T_Z6.




Produccidon de alginato de las recombinantes de A. vinelandii

A las recombinantes se les cuantificd la produccion de alginato por triplicado con el
método del carbazol, se emple6 como control positivo la cepa ATCC 9046 altamente
mucoide (productora de alginato) y la cepa AEIV de A. vinelandii como control negativo.

En la recombinante S4TZ6 se observo una disminucion significativa del 38.13 % en la
produccion de alginato (6.44 + 1.41 de SD mg alginato por mg proteina) en comparacion

con la cepa ATTC 9046 (10.59 + 4.6 de SD mg alginato por mg proteina) (Fig.22). Para

el caso de la recombinante S4TZ1 la produccion de alginato fue similar a la cepa silvestre

SA4T (11.34 + 1.48 de SD mg alginato/mg proteina) (Fig.20).

Fig. 19 A) Se observa la morfologia colonial de cepa silvestre S4T hipermucoide. B) Morfologia
colonial de la recombinante S4T_Z6, (Medio BS/KM solido, 48 hrs a 30°).
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Fig. 20 Cuantificacion en la produccién del alginato de recombinante S4T_Z1,
A _vin_S4T utilizando a AEIV E como control (Medio BS sélido, 48 hrs a 30°C).
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Fig. 21 A) Se observa la morfologia colonial de cepa silvestre S4T hipermucoide. B)
Morfologia colonial de la recombinante S4T_Z1, (Medio BS/KM sélido, 48 hrs a 30°).
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Fig. 22 Cuantificacion en la produccién del alginato de recombinante S4T_Z6,
A _vin_SAT utilizando a AEIV E como control (Medio BS sélido, 48 hrs a 30°C).




IX DISCUSION

De cinco aislados de Azotobacter spp. se obtuvo una alta identidad nucleotidica con la
secuencia del gen 16S ADNr de A. vinelandii y dos cepas con la especie de A.
chroococcum lo que se sugiere que estas cepas corresponde al género Azotobacter. De
las cuales cuatro cepas aisladas fueron hiperproductoras de alginato, comparada con
la cepa tipo AEIV (E) de A. vinelandii. En el estudio de Tejera, 2006, se tomaron
muestras de la rizosfera de dos especies de plantas y observaron que las especies
bacterianas Beijerinckia spp. y Azotobacter spp, presentaron mejor asociacion con la raiz
en lugar de la superficie de las hojas de las plantas, esta caracteristica le proporciona la
ventaja de incrementar la posibilidad de explotar diversos sustratos de carbono
proporcionado por la planta (Tejera et al., 2006).

En este trabajo de tesis, empleamos el medio de cultivo Ashby con distintas fuentes de
carbono para realizar el aislamiento primario y condiciones diazotréficas, esto nos
permitié observar la morfologia colonial caracteristica de este género y la produccion de
melanina (pigmentacion de color café-negra) en colonias de A. vinelandii. El fenotipo
encontrado en nuestras cepas se ha reportado cuando el medio de cultivo es adicionado
como fuente de carbono benzoato de sodio (Hendrik, 2006).

En este trabajo realizamos dos técnicas de aislamiento descritas por Alquilanti, 2004,
gue son adecuadas para el aislamiento de cepas presuntivas de Azotobacter spp. Esta
técnica se fundamenta en la siembra directa de granos de suelos en medio Ashby con
manitol-benzoato como fuente de carbono, lo que nos permitié el aislamiento y la
identificacion de A. chroococcum, estas bacterias con el envejecimiento del cultivo se
modifican presentando un mayor tamafo y la presencia de un pigmento negro en las
colonias. En la segunda técnica se emplearon medios de cultivos solidos Burk libre de
nitrégeno y subcultivos solidos descrito por Tejera, 2005.

Nuestros resultados del aislamiento bacteriano concuerdan con lo reportado en los
caldos de cultivos selectivos modificados Ashby-benzoato de sodio que permitieron una
rapida identificacién de cepas Azotobacter spp. A pesar de que en el suelo de la rizésfera
de cultivos de zanahoria predominan otros géneros bacterianos(Gaviria et al., 2017)
como Pseudomonas spp. Agrobacterium spp., Pantoea spp., Klebsiella spp.,
Achromobacter spp., Gluconacetobacter spp. Enterobacter spp.; estos géneros



bacterianos han sido descritas como bacterias solubilizadoras de fosfatos y fijadoras de
nitrogeno. Con este estudio se confirma la presencia de bacterias de la familia
Pseudomonadaceae en la rizosfera de las plantas en la cuales se incluyen los géneros
Azotobacter spp. y Pseudomonas spp.

Con las metodologias de aislamiento que se realizaron, se evaluo la morfologia colonial
y celular que presentaron las siete cepas aisladas, estas caracteristicas concordaron con
el fenotipo descrito para el género Azotobacter spp.

A. vinelandii comparte algunas caracteristicas bioguimicas con el género Pseudomonas
spp, sin embargo, Azotobacter spp. se caracteriza por su estilo de vida aerébico, y la
formacion de quistes. De acuerdo con Ozen y Ussery (2012), se afirma que la diversidad
en algunas de sus caracteristicas fenotipicas podria ser el resultado de sus propiedades
de adaptacion de los dos géneros, a pesar que comparten algunos genes de
mantenimiento, como caso del gen rpoS.

En este trabajo se realiz6 la amplificacion de los genes: algy, arsB, rpoS y oprF, (de las
regiones altamente conservadas para el género Azotobacter de los ultimos dos genes)
en las cepas aisladas que presentaron el fenotipo caracteristico de Azotobacter sp., estos
genes ayudaron a confirmar el género de los aislados presuntivos. Con estos resultados
podemos sugerir que los genes: oprF, algy, rpoS y arsB pueden ser empleados como
marcadores moleculares para la identificacion del género Azotobacter sp.

Por otra parte, Valenzuela-Gonzalez y colaboradores (2015), describen que el gen 16S
ADNr es un poderoso marcador presente en todos los microorganismos conocidos,
ademas de su uso para reconstruir las relaciones filogenéticas entre las diversas
especies bacterianas. El tamafio del gen, de aproximadamente 1500 nucleétidos, que
minimiza los cambios y presenta regiones altamente conservadas en las diversas
especies. Existe una controversia en donde se afirmaba que A. vinelandii es una
Pseudomonas disfrazada, ya que Rediers (2004), demostro que el analisis de secuencias
del gen 16S rRNA de A. vinelandii, ubic6 a esta bacteria en el clado de P. Aeruginosa
compartiendo el 96% de identidad, sugiriendo que este género en realidad era una
Pseudomonas spp.

Por otra parte, Ozen y Ussery (2012), analizaron las relaciones evolutivas del género de

las Pseudomonas spp. con A. vinelandii, discutiendo la clasificacion de A. vinelandii,



usando diferentes métodos gendmicos comparativos como el analisis filogenético del gen
16S rDNA. Se realizo el andlisis de los genomas y el analisis de las proteinas mediante
el algoritmo Blast, permitiendo dilucidar la filogenia de estos dos géneros. Con los
genomas de Acinetobacter spp., Psychrobacter spp., Cellvibrio spp. Pseudomonas spp.
y Azotobacter spp., se encontr6 que todos son integrantes del orden de la
Pseudomonales, en cambio Pseudomonas spp., Azotobacter spp. y Cellvibrio spp.
pertenecen a la familia Pseudomonadaceae, y efectivamente Pseudomonas vy
Azotobacter son dos géneros independientes que pertenecen a la misma familia. Lo
anterior concuerda con los analisis realizados a los aislados de A. vinelandii de este
trabajo.

Campos y colaboradores (1995), cuantificaron la produccion de alginato en diferentes
cepas tipo de A. vinelandii; ATCC 9046 considerada una cepa hipermucoide la cual
produce 4.47 mg de alginato por mg de proteina; sin embargo, la cepa no mucoide
UW136 produce 0.73 mg de alginato por mg de proteina. En cambio, la cepa AEIV (E)
mucoide produce 1.74 mg de alginato por mg de proteina.

Por otra parte, Manzo y colaboradores (2012), cuantificaron la produccion de alginato en
esta misma cepa tipo AEIV (E) reportando que produjo 1.147 pg alginato por mg proteina;
mientras que en las cepas aisladas y caracterizadas de este trabajo de Azotobacter spp.:
S7.2(C), S7.1(B), B+Bly S4T, se observo una produccion del polimero de 10 veces
mayor cantidad en comparacion a la cepatipo AEIV (>10.41 mg alginato por mg proteina)
es por esto que se consideraron cepas hiperproductoras de alginato.

Para mejorar la produccién de alginato se han disefiado estrategias genéticas para la
construccion de mutantes de A. vinelandii (Galindo et al.,2007); mediante el aumento de
la transcripcién del gen algD; gen clave que codifica para una enzima (GDP-manosa
deshidrogenasa), clave para biosintesis de alginato y el cual esta bajo el control del
sistema GacS/GacA y los pequeiios sRNAs. En este estudio se demuestra que el gen
algD de A. vinelandii esta involucrado con la produccién de alginato, se obtuvieron
mutates mucA y mucABCD, en estas se observé un aumento de dos y cuatro veces mas
la transcripcion del gen algD, cuando esta mutacion se transfieré a la cepa AEIV, las

mutaciones aumentaron los niveles de produccion de alginato hasta seis veces.



Por otra parte, Manzo y colaboradores (2011) hallaron mediante un experimento de
Northern que GacA activa directamente la expresion de rsmZ1y rsmZ2 en la cepa AEIV.
En este estudio se generaron mutantes simples en rsmZ1, rsmZ2 y una mutante doble.
Y se observé que en estas mutantes la produccién de alginato es reducida hasta un 80%,
sugiriendo que GacA y Rsm son parte de la cascada de sefiales para la sintesis de
alginato.

En este trabajo exploramos la sobreexpresion de los pequefios SRNA RsmZ1 y RsmZ6
en las cepas aisladas hiperproductoras de alginato S4T, S7.2(C) S7.1(B) Todos los
aislados fueron transformados con los dos sRNAs; sin embargo, se obtuvieron
unicamente cepas recombinantes del aislado S4T. La recombinante S4T_Z1 presento
una produccién del polimero analoga en comparacion al aislado silvestre S4T, esta
tendencia fue similar a lo reportado por May Compar (2016), donde se sobreexpres6
rsmZ1 en la cepa mutante A. vinelandii EgacA, esta mutante presentd una produccién
de alginato de 689.26 g alginato / mg proteina, analogo a lo obtenido en la cepa silvestre
AEIV 641.89 pg alginato por mg proteina.

En contraste, la cepa recombinante S4T_Z6 disminuyé un 38.13% la produccion del
polimero en comparacion a la cepa aislada silvestre S4T, tendencia semejante a lo
reportado por May Compaf (2016), en la cepa mutante A. vinelandii E Z6gacA. Con los
resultados generados por May Compai (2016) se corrobora que RsmZl y RsmZ6
presentaron un efecto positivo en la produccién de alginato en la cepa E de A. vinelandii.
Con los resultados generados en este trabajo de tesis sobre la produccién de alginato de
las cepas transformantes S4T_Z1y S4T_Z6, sugerimos que los pequeios SRNA RsmZ1
y RsmZ6 estan implicados en la regulacién de la biosintesis de alginato en la cepa aislada
hiperproductora S4T. En la hipétesis planteada al inicio de este trabajo, esperabamos
que al incrementar la expresion de los genes rsmz1l y rsmz2, se bloqueara de forma
enérgica a la proteina represora RsmA, en consecuencia, se incrementaria la biosintesis
del polimero.

Por otra parte, se ha documentado en Pseudomonas fluorescens, una interaccion
altamente especifica entre todos los pequefios sRNAs (Duss et al., 2014) formando un

multicomplejo entre estos, llamado efecto esponja, para proteger a los SRNAs de la



degradacion de la enzima RNAasaE y mantener la funcion reguladora del sistema RsmZ,
probablemente este proceso también ocurra en Azotobacter sppS4T Z6.

Para corroborar o declinar lo antes sugerido se requiere realizar diversos estudios
moleculares donde se compruebe este primer acercamiento de la regulacion de sintesis
de alginato en esta cepa aislada S4T de Azotobacter vinelandii.

Como lo reportado por Lépez-Pliego y colaboradores 2018, donde documentan que la
sintesis de alginato esta bajo la regulacion de los pequefios SRNA: RsmZ1, RsmZ2 y
Rsmz4, demuestran que estos SRNA ejercen un control positivo en la biosintesis de este
polimero independientemente de la fuente de carbono utilizada (succinato, fructosa,
glucosa). También documentaron la existencia de factores adicionales involucrados en
la regulacién del sistema RsmZ y su impacto en la produccién de alginato (L6pez-Pliego
et al., 2018).



X CONCLUSIONES

. El medio de cultivo selectivo fueron eficientes para el aislamiento de Azotobacter
spp.

. Los marcadores géneticos fueron efectivos para la identificacion preliminar.
. Las cepas aisladas de Azotobacter spp. son sobreproductoras de alginato.

. La sobreexpresion de los sSRNAS; RsmZ1 y RsmZ6 no afecta la produccion de
alginato en esas condiciones.

XI PERSPECTIVAS

. Conocer el efecto de la sobreexpresion de los cinco pequefios sRNAs no
explorados en este trabajo (RsmZ2, RsmZ3, RsmZ4, RsmZ5, Rsm7)
pertenecientes al sistema de regulacién post-transcripcional Rsm sobre la
produccién de alginato y PHB.

. Generar una mutante en el gen gacA de la cepa aislada S4T.

. Conocer la regulacion post-transcripcional RsmZ en otros metabolitos
secundarios como alquirorsinoles.

. Realizar estudios en A. chroococcum sobre la produccion del pigmento melanina
y su papel durante la fijacion del nitrégeno.
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XII ANEXOS

Genes que se encuentran en genoma de A. vinelandii DJ

arsB (Policétido sintasa tipo 1l

GTCCCGACGCCGTTCTTGATGCAGTAGGCGCGGGCGAAGGCATAGGCGGACAGCTCCAGGGTCAG
CGCCTGGGGAACGGGTTTGGCCAGTTGCACGGGTGTGAAGCCGGTGAGAACTGCGTTGTGGGGAC
TGCTCATGATGTTTCCTCCTTGATGAGCGGTTGCCTCTACAGCGATCCCGCGCGCACCGGCGCGGG
AAAAACCTCAACCGTGGGCCGT

AlyAl (Familia 7 de Polisacarido liasa)

CATCGGCGTTGCGAACAAACCACTTCGACTCATATGTTTGAAGTTGTCTGGTCTGAATGATCATGGC
CCCAACGGGTATAGTGAGATTCCACTGTGAAAGATCGATCACTTCACGACTCCTGAGTACGACAGGT
TTTCATGATGGCATTTTTATACTAAAAAGCCATCAATTAGCCACTATCCATCCATGAAGTAATGAAGCC
GATCAGCAGTTCACACAGCCGTGCACCGAGC

RpoS ( Factor sigma de RNA polimersa)

CGATCGTCGGTCAGCACGTCGAGCAGGGTCTTGTCCGAATCCGGACCCAGCGAGACATCGACCGA
GGTGACCCGCTCGTTGAGTCCGAGCATGCGCTTGACCTCGGCGACCGGTTTTTCCAGCAGGTTGGC
GATCTCTTCCGCCGAAGGCTCGTGATCGAGCTTCTGGGTCAGTTCACGCGCCGCCCGTAGATAGAC
ATTGAGCTCCTTGACCACATGGATCGGCAGACGAATGGTGCGGGTCTGGTTCATGATGGCCCGCTC
GATGGTCTGGCGAATCCACCAGGTGGCGTAGGTCGAGAAACGGAAGCCGCGTTCCGGATCGAACTT
CTCCACTGCCCGGATCAGGCCTAGATTCCCCTCCTCGATCAGATCGAGCAGCGACAGGCCCCGGTT
GACATAGCGGCGGGCGATCTTGACCACCAGTCGCAGGTTGCTTTCGATCATCCGCTTGCGGCCAGC
CGGGTCTCCCCGCTGCGCCAGCCGCGCGAAATGCACTTCCTCCGCTGGTGTCAGCAGCGGCGAGA
AGCCGATTTCGTTGAGGTAGAGCTGGGTCGCATCCAGCGCCCTAGTGTAGTCGATGTACTTGTGCT
GCTTCAGGTTCGCCTGCCTGGACTTCGCGACGGGGAGGTCCGGCTCATCGTCCAGGACATCCTCCA
GCACGATGTCGGCGTCCATCAGGAGCACATCATCGTCTACATCAAACTCCGGCGCTTCTTTTGCTTT
TATATTGAGAGCCAT

Oprf (Familia de proteinas principal membrana externa OmpA)

CAAGCACTGGTTCAGCGATGAGAGTTCGCGCGACTTCGAAAACGATGAAGCCGAACTCTATGGTGC
ATCGATCGGTTATTTTTTGACCGATGATGTGGAGCTGGTCTTGTCGCATGGCGTTTACAGGGACGTC
ACTACCGATGAGCCGATTGGCGACGGCGGGCACAAGGACATCAAGGGTGAACTGACCTCCATCGAT
GCCCTCTATCACTTCGGCGAGCCCGGCGCAGGCCTTCGTCCCTACGTTTCCGGCGGCTTCGCCCAC
CAGAGCATCGGCCAGGCCCGTGGCGGCCGTAACAACAGCACCCTGGCCAACGTCGGLCGLCCGGTCT
GAAGTACTACTTCACCGACATGCTTTACGCCCGGGCCGGTCTCGAAGGCATGTACAACTTCGACGAT
GATCAGACCGACTGGCAGGCTGGCGTGGGTATCGGTCTGAACTTCGGTGGCAGCGGCGGGAAGCA
GCAACCCGTTGCGGAGCCGGTTGCCGAGGTCTGTGCCGACGTCGACAACGATGGCGTCTGCGACA
ATGTCGACCGCTGCCCGGATACTCCC



