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RESUMEN

Azotobacter vinelandii es una bacteria gram negativa, de vida libre, encontrada
principalmente en los suelos, ha sido ampliamente estudiada, debido a su capacidad
de fijar nitrdgeno en presencia de oxigeno, por su produccion de polimeros de
interés industrial, su alta tasa de respiracion, entre otras (Noar, J & Barcena, B.
2018) La produccion de metabolitos secundarios como los alginatos y el poli-B-
hidroxibutirato (PHB) han sido estudiadas desde un punto de vista biotecnologico,
ya que estos polimeros pueden servir como emulsificantes y viscosificantes, los
primeros y los segundos como sustitutos alternativos a los polimeros derivados del
petréleo. Se han realizado diversos esfuerzos para poder obtener cepas
hiperproductoras de polimeros para que la produccion sea rentable. Diversos
estudios genéticos se han realizado al respecto y se ha demostrado que el sistema
de regulacion GacS/GacA/Rsm esta regulando la produccion de los polimeros en A.

vinelandii.

El sistema Rsm consta de dos elementos: un grupo de pequefios RNAs (snc-RNA)
los cuales tienen la funcion de contrarrestar el efecto de una proteina regulador
negativo de la expresion génica a nivel post-transcripcional, RsSmA, se une una
region cercana a la secuencia Shine Dalgarno de los RNA mensajeros blancos de
regulacion. Los snc-RNA regulan a esta proteina gracias a un sitio de union de
mayor afinidad el cual posee una estructura de tallo y asa, secuestrando a la
proteina RsmA liberando el RNAm y permitiendo que se lleve a cabo a la traduccién

de los metabolitos secundarios.

En el presente estudio se realizé un analisis bioinformético de un transcriptoma de
la cepa DJ de A. vinelandii, establecido bajo 2 condiciones, en un medio Burk
sacarosa (Bs) y en un medio Burk sacarosa adicionado con amonio (Bs-NH4 10
mM) (Barney et. al. 2017). Se realizé un analisis de expresién diferencial en el cual
se observo el comportamiento de la expresién de los snc-RNA del sistema Rsm y
de la proteina RsmA; asi como los genes nifHDK, que se sabe son reprimidos en

presencia de amonio, sirviendo como grupo control del analisis de datos. Como



resultado podemos observar que la presencia de amonio abate la expresion de los
snc-RNA del sistema Rsm de la familia RsmZ, mientras que hubo un ligero aumento
de la expresion de RsmY. Asi mismo, la proteina RsSmA se ve expresada en
presencia de amonio lo que quiere decir que la presencia o ausencia de amonio
influye mucho en la expresion de los genes reguladores rsm, ya que al haber amonio
en el medio la bacteria ya no necesita entrar a un estado de fijacion de nitrogeno

por ende se ve reducida esta expresion.

Por ultimo, se realiz6 la cuantificacion de amonio, de una cepa de A. vinelandii
realizada la cual tenia una mutacion en el gen nifL (mutaciones polar y no
polar)(victoria; 2019), para comprobar si estas mutantes en comparacion con la
cepa A. vinelandii AEIV, en presencia de amonio en el medio seguian fijando y
produciendo amonio. Observamos que no existia una gran diferencia en la
produccién de amonio extracelular en las mutantes con respecto a su cepa parental
AIEV , esto podria deberse a la mutacién es diferente en comparacion a las de
Barney et. al. 2017 en la cual su mutante sigue produciendo amonio en un medio

adicionado con amonio.

Palabras clave:

AZBB163: cepa mutante en el gen nifL de A. vinelandi.
Gm: Gentamicina

Nal: &cido nalidixico.

nifA: activador transcripcional nitrogenasa.

nifL: represor transcripcional nitrogenasa.

PCA: andlisis de componentes principales

PHB: poli-B-hidroxibutirato

rsmA: Proteina reguladora.

snc-RNA: pequeiios RNAs no codificantes,



1.-Introduccién

1.1 Azotobacter vinelandii

A. vinelandii es una bacteria de vida libre, una y-proteobacteria
perteneciente a la familia de las Pseudomonadaceae, es gram
negativa, poliploide, 1,5 a 2 yum de didmetro, su forma es
pleomoérfica ya que se puede observar en forma de cocos a
bacilos. Respecto al ciclo de vida, esta bacteria presenta dos
fases, una fase vegetativa y una fase de vida de latencia. Al
comienzo del proceso de diferenciacion, las células pierden sus

flagelos y finalmente tienen una division celular que produce dos

células esféricas. La cual consta de dos capas, llamadas pared

interior y la otra llamada pared exterior, compuestas por 13% y

] ) _ Figura 1. Azotobacter vinelandii
32% de alginato respectivamente, asi como de lipoproteinas (INVDES 2018)

(Lin et. al.1969). Una vez formadas estas capas, se forman los

quistes maduros los cuales consisten en una matriz central que contiene Poli- (3 -
hidroxibutirato (PHB) como fuente de carbono de reserva, mientras que tiene un
ciclo de vida vegetativo cuando las condiciones de vida son favorables para el
organismo (Hitchins & Sadoff.1970).

A. vinelandii produce al menos dos polimeros de interés industrial, los alginatos y el
PHB. EI PHB es un polimero perteneciente a la familia de poliésteres
polihidroxialcanoatos (PHAS), este se produce en la bacteria gracias a un
desbalance de carbono y nitrégeno, las bacterias lo producen en la etapa tardia de
crecimiento, en la fase exponencial. EI PHB puede llegar a acumularse hasta el 79%
en una cepa silvestre, dependiendo de sus condiciones de crecimiento. Este
polimero es de importancia biotecnolégica ya que se tiene la perspectiva de ser
utilizado como reemplazo a plasticos derivados del petréleo (Mufioz et. al. 2019;
Noar & Barcena, 2018; Suaza & Coy, 2014).



Por otra parte, el alginato es un polimero de interés en el area alimenticia,
farmacéutica y dental, teniendo una demanda alta para estas industrias; es un
polisacéarido lineal conformado por acido manuronico y el acido gulurénico unidos
por enlaces B1-4, que le confieren propiedades viscosificantes y gelificantes
importantes a nivel industrial. A. vinelandii produce estos polimeros tanto en la fase
vegetativa y en la fase de enquistamiento. En la primera tienen la funcidén de servir
como un polimero de proteccion a la nitrogenasa y generar condiciones
microaerofilicas dentro de la bacteria; durante la fase de enquistamiento, este
polimero es parte de una capa externa importante del quiste llamada exina (Flores
et. al. 2013, Wu et. al. 2019).

Ademas de la produccién de polimeros de interés industrial, ha sido ampliamente
estudiado como modelo en el proceso de fijacién de nitrégeno; ya que es capaz de
fijar nitrégeno en presencia de oxigeno, particularidad que es muy conveniente en
estudios funcionales para definir el proceso. Posee tres complejos de nitrogenasas,
una dependiente de cofactores Fe- Fe (hierro- hierro), otra de Fe-Mo (hierro-
molibdeno) y la ultima de Fe-Va (hierro-vanadio), que se expresan dependiendo de
la disponibilidad de los cofactores presentes en el medio (Dixon 1972). La
nitrogenasa es una proteina altamente sensible al oxigeno; sin embargo, A.
vinelandii posee varios mecanismos relacionados para su proteccién como son: una
respiracion controlada por la tasa carbono/nitrégeno (C/N), ligado al uso del Oz y la
reduccion de H2 gracias a la actividad hidrogenasa, o como cambios
conformacionales en la propia enzima para que no pierda actividad, asi como la
produccion de alginato, que actia como una barrera fisica que impide la difusién del
02, hacia la enzima y del substrato (N2) al sitio activo del complejo enziméatico.
(Sadoff, 1975). Este microorganismo produce metabolitos secundarios como
fitohormonas (reguladores del crecimiento vegetal), y sideréforos (importantes para

la interaccion que establece con plantas y microorganismos) (Narula et. al. 2000).



1.2 Fijacion de Nitrégeno.

La fijacion de nitrégeno es el proceso mediante el cual el nitrégeno gaseoso (N2)
del aire se convierte en formas biodisponibles, como compuestos de nitrégeno en
el suelo y las plantas. El nitrégeno es un elemento esencial para la vida, pero la
mayoria de los organismos no pueden usar el nitrégeno atmosférico directamente
debido a sus triples enlaces moleculares. En la naturaleza, la fijacion de nitrogeno
la llevan a cabo principalmente en microorganismos llamados bacterias fijadoras de
nitrégeno y las cianobacterias (Howard & Rees, 1996). Estos microorganismos
pueden convertir el nitrdgeno gaseoso en amonio (NH4), una forma que las plantas
pueden asimilar y metabolizar. Algunas bacterias fijadoras de nitrégeno viven en
simbiosis en nodulos en las raices de las plantas donde se lleva a cabo la fijacién
de nitr6geno. Otras bacterias fijadoras de nitrogeno estan libres en el suelo y

también realizan la fijacion de nitrégeno (Cheng, 2008; Ribbe, 2011).

El equipo bioquimico necesario para el proceso de biofijacion de nitrégeno es
proporcionado por un sistema enzimatico llamado nitrogenasa. Las nitrogenasas
son metaloenzimas complejas las cuales son inestables en presencia de Oxigeno.
Este complejo estd formado por dos elementos: el primero, un dimero llamada
diazotasa reductasa, también llamada ferritina, actia como donante de electrones
dependiente de ATP; el otro es un heterodimero llamado ferroproteina de molibdeno
o diazotasa para abreviar; contiene el sitio catalitico de la enzima (centro catalitico
P y cofactor FeMo (Dixon & Kahn, 2004; Ribbe, 2011).

La unidad transcripcional que codifica para los genes necesarios para crear este
complejo enzimatico se llama nifHDK . Este complejo trabaja en conjunto para
reducir el nitrbgeno en amonio a través de la siguiente reaccion: N2 + 8e— +
16MgATP + 8H+ — 2NH3 + H2 + 16MgADP + 16Pi (Hamilton et. al. 2011, Dixon &
Kahn, 2004). En cuanto a la regulacion de la genética, NifA es una proteina la cual
tiene un papel de activador transcripcional del operon nifHDK de la nitrogenasa, NifL
es un regulador negativo de la proteina NifA. ya que el activador del operén NifA se

encuentra unido a NifL impidiendo su funcién (Ribbe, 2011).



1.3 Sistema de doble componente,

Los sistemas de dos componentes (SDC) se encuentran ampliamente distribuidos
en bacterias, arqueas y algunos organismos eucariotas (Appleby et. al. 1996). Son
proteinas que les permiten a las bacterias monitorear el medio ambiente y generar
respuestas en consecuencia de los estimulos percibidos. Un SDC esta formado por
dos proteinas: Una proteina histidina cinasa (HK) se encuentra generalmente en la
membrana citoplasmética, que se encarga de detectar el estimulo y transmitirlo al
dominio receptor del regulador de respuesta (RR) el cual media una respuesta
adaptativa. Una de las clasificaciones utilizadas para explicar la naturaleza de la
transmision de la sefial, se basa en el dominio citoplasmatico; en donde las cinasas
son clasificadas como clasicas, hibridas y heterodoxas (Jung et. al. 2012). En las
clasicas el dominio transmisor tiene un dominio de entrada y un dominio el cual
transmite la sefial, este Ultimo se divide en dos regiones: la region DHp/HisKA (de
dimerizacion y fosforilacién), conteniendo un residuo de histidina que sera
fosforilado y la region catalitica (CA/HATPasa) que es el responsable de la unién de
ATP y de fosforilar la His del DHp. Las HKs hibridas contienen dominios adicionales
REC encargados de recibir la sefial de fosforilacion y llevar a cabo el efecto de
respuesta. Por ultimo, las HKs heterodoxas aparte del dominio REC poseen un
dominio histidina fosfotranferasa (Hpt) (Appleby et. al.1996; R & M, 2000; Wolanin,
et. al. 2002; Gao & Stock. 2009).
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Fig.2 Sistema de doble componente, caracteristicas y su estructura (Alvarez 2016).
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1.4 Sistema GacS/GacA.

El sistema de dos componentes GacS/GacA se encuentran ampliamente
distribuidas entre un gran nimero de bacterias gram negativas, Pseudonomas,
Salmonella, Legionella y Vibrio, entre otras (Lapouge et. al. 2008, Huihui et. al.
2023). Su nombre deriva de “for global antibiotic and cyanide control” ya que la
mutacion GacS regula la sintesis de acido cianhidrico en Pseudomonas. El TCS
GacS/A esta constituido por la HK no ortodoxa GacS y su RR GacA. GacS fue
originalmente descrito en Pseudomonas syringae pv. syringae como un regulador
clave de los factores de virulencia (Hrabak & Willis, 1992). Actualmente se sabe que
el sistema tiene influencia sobre la patogenicidad y virulencia de diversos
patbgenos. GacA fue descrito inicialmente como un regulador maestro de
metabolitos antifGngicos en Pseudomonas protegens (antes Pseudomonas
fluorescens CHAO (Laville et. al. 1992). La funcion de este sistema es la activacion
de la expresion de pequefios RNAs reguladores los cuales antagonizan la funcion
de la proteina RsmA la cual regula positiva y negativamente la expresion de
diferentes RNA mensajeros blanco a nivel post-transcripcional (Lapouge et. al.
2007).

En estudios gendmicos y protedmicos se ha demostrado que existen diversas vias
reguladas por GacA, como la produccién de moléculas sefial de N-homoserin
lactonas y metabolitos secundarios, participando en la infecciébn aguda o croénica,
en. P. aeruginosa, regula a través de la activaciéon de GacS/GacA que regula la
produccion de ncRNAs RsmY y RsmZ que a su vez interactian con la proteina
rsmA inhibiéndola de su funcion, podemos observar que esta via regula fenotipos
como: la formacion de biofilm, movilidad y resistencia a antibiéticos, entre otros mas.
Es destacable que en esta bacteria se demostro la interaccion de otras cinasas con
GacS/GacA formando un sistema de multicomponentes. En P. aeruginosa se
descubrié que la cinasa RetS bloquea la autofosforilacién de GacS formando un
heterodimero inhibiendo esta via, en cambio la cinasa LadS se propone controla la

expresion de los genes de rsmY y rsmZ interactuando con el sistema GacS/GacA
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esto lo hace mediante un mecanismo de fosforelevo donde LadS utiliza los dominios
H1-2 y D1 de GacS formando asi un sistema de traduccion de sefales de

multicomponente (Chambonnier G et. al. 2016; Huihui et. al 2023).

@nn—?— Kji @Dﬂ— D_é::DGm:I?H

Genes =) Genesblanco mmmmmh RESPUESTA
reguladores

Fig.3 Cuadro Modelo de la via de transduccion de sefiales mediado por el sistema de doble
componente GacS/GacA (Adaptado de Heeb & Hass, 2001).

En la bacteria E. coli existe un homologo del sistema GacS/A ampliamente
estudiado, BarA/UvrY la cual se encuentra regulando el cambio en el metabolismo
central, asi mismo el metabolismo secundario en la produccién de factores de
virulencia, movilidad, formacion de biofilm, quorum sensing y la resistencia al estrés
oxidativo. La proteina UvrY activa la expresién de los ncRNAs CsrB y CsrC
antagonizando la funcién de la proteina CsrA homéloga de RsmA. Ambos RNAS no
codificantes son blancos de CsrD, responsable de activar la degradacion
dependiente de RNAsa-E (Morin et. al. 2017). Este sistema estd ampliamente
conservado en diferentes gama-protobacterias como son BarA/SirA (Salmonella),
VarS/VarA (Vibrio), EXpS/ExpA (Pectobacterium) y LetS/LetA (Legionella
pneumophila), en los cuales principalmente regulan metabolismo del carbono,
formacion de biopeliculas, fenotipos asociados a patogenicidad, resistencia al

estrés y algunos factores de virulencia (Camacho et. al. 2016).
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Tabla 1. Estudio sobre GacS/GacA y sus TCS homoélogos, incluidos los miembros del
sistema Csr/Rsm regulados aguas abajo y los principales fenotipos reguladores.

Especie Homélogos de Proteinasde ARNs Principales fenotipos
GacS/GacA uni6n al regulados  reguladores
ARN
Pseudomonas GacS/GacA RsmA, RsmF RsmY,RsmZ AHLS, virulencia, biofilm,
aeruginosa motilidad, metabolismo,
T3SS, TGSS
Pseudomonas GacS/GacA RsmA, RsmE RsmX, Metabolismo, proteasa,
fluorescens RsmY,RsmZ fosfolipasa, RpoS,
motilidad
Pseudomonas Gacs RsmA1-5 RsmX1-5, Crecimiento,
syringae (LemA)/GacA RsmY, RsmZ siringomicina, motilidad,

alginato, virulencia,
metabolismo, QS

Escherichia coll BarA/UvrY CsrA CsrB,CsrC Metabolismo, motilidad,
biofilm, resistencia al
estrés, virulencia, QS

Legionella LetS/LetA CsrA RsmY,RsmZ Citotoxicidad, virulencia,

pneumophila motilidad, morfologfa
celular, respuesta al estrés,
T45S

Vibrio cholerae VarS/VarA CsrA CsrB, CsrC,  QS, biopelicula, virulencia,

CsrD forma de célula

Salmonelia enterica  BarA/SirA CsrA CsrB, CsrC  Virulencia, motilidad,
metabolismo,
supervivencia al estrés,
biofilm

Pectobacterium ExpS/ExpA RsmA RsmB Enzimas extracelulares,

wasablae (Erwinia virulencia, flagelos,

carotovora) arpiNgc, T2SS, TGSS,
PCWDE

Azotobacter GacS/GacA RsmA RsmZ1-7,  Alginato, PHB, ARs,

vinelandi{ RsmY flagelos

Fig.4 tabla de los sistemas doble componente gacS/GacA y sus homologos en otras bacterias, asi
como su sistema de regulacion y sus fenotipos (recuperado de Huihui et. al 2023).
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1.5 Sistema postranscripcional Rsm.

El sistema Rsm regula el metabolismo secundario, refiriéndose al acrénimo
“‘Repressor of secondary metabolites” porque RsmA se asocia como inhibidor global
de metabolitos secundarios (Cui et. al. 1995). Otros autores lo definen como
“‘Regulator of secondary metabolism” por su capacidad de regular el metabolismo
secundario de diversas bacterias Esto es incluyendo snc-RNA y RsmA. Esta ultima
es una proteina que normalmente actia como un inhibidor sobre la expresién de los
RNA mensajeros (MRNA) diana regulados. RsmA bloquea su traduccion al unirse

al sitio de union del ribosoma.

El sistema Csr/Rsm (regulador/represor de almacenamiento de carbono de
metabolitos secundarios) es un sistema regulador global multicomponente que esta
bien conservado en bacterias y controla la expresion genética de muchas funciones
celulares importantes. El sistema Csr inhibe el metabolismo de la glucosa hepética,
la gluconeogénesis, la formacion de biopeliculas y la deteccion de quérum mientras
activa la glucadlisis, la motilidad celular, la virulencia y la patogénesis en especies
como Escherichia coli, Salmonella, Erwinia, Pseudomonas o Vibrio, como se
muestra en las gamma proteobacterias (Esquerré et. al. 2016). Los primeros
estudios de la union del homélogo de la proteina RsmA se realizaron en CsrA de E.
coli en los cuales se observd que su unidn promueve la desestabilizacion del RNA
mensajero blanco, ya que CsrA se une a la secuencia Shine-Dalgarno y con ello
bloguea la secuencia de unién al ribosoma y por ende la traduccion del RNAmM
(Soberano & Valverde, 2020).

Los snc-RNA tienen una estructura muy parecida a la que reconoce la proteina
RsmA ,cuentan con multiples motivos GGA que se encuentran expuestos en las
asas de las estructuras secundarias de tallo y asa, estos motivos se han identificado
como sitios de union a la proteina RsmA, lo que les da la capacidad de secuestrar
a la proteina permitiendo la traduccion de los RNAs mensajeros blanco de

regulacion (Valverde et. al. 2003; Valverde et. al. 2004).
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Fig. 4. Esquema de la funcién de la proteina RsmA y represion por Parte de ncRsm. En en el
apartado A) se puede observar a la proteina rsmA representada con la figura de color amarillo
unida a la secuencia Shine-Dalgarno del RNAm impidiendo al unié del ribosoma representado con
la figura de color verde y por ende impidiendo la traduccion, B) se puede ver a los snc-RNA
secuestrando a la proteina rsmA liberando el sitio de union del ribosoma y permitiendo llevar a
cabo la traduccién (Lapouge et. al. 2008).

Dentro de la familia Pseudomonadaceae, estas moléculas de RNA se han
clasificado en cinco familias segun su secuencia y estructura secundaria: RsmV,
RsmW, RsmX, RsmY y RsmZ. Dicha clasificacién se realiz6 primero en P. protegens
CHADO, de las cuales se clasificaron las tres ultimas (Molls et. al. 2010), mientras que
las dos primeras moléculas (RsvmV y RsmW) se describieron posteriormente en P.
aeruginosa. RsmV y RsmW fueron los Unicos nc-RNA en este sistema con
regulacion no relacionada al sistema de dos componentes GacS/GacA por lo que

se ha sugerido un origen evolutivo diferente (CL et. al. 2016; Janssen et. al. 2018).

La comparacion entre bacterias entéricas y otras especies relacionadas, mostraron
gue el namero de los snc-RNA varia, pero generalmente se ha observado que la
mayoria de las bacterias poseen un numero pequefio de snc-RNA de entre 2 a 4,
exceptuando a A. vinelandii la cual posee el mayor nimero de snc-RNA actualmente
descritos teniendo ocho snc-RNA de la familia RsmZ y uno de la familia RsmY
(Esquerré et. al. 2016; Manzo et. al. 2011; Pliego et. al 2019).

1.6 Produccién y Funciones bioldgicas de los Biopolimeros de interés
biotecnélogico.
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A. vinelandii a lo largo de los afios ha sido una de las bacterias més estudiadas a
nivel genético, ya que participa en muchos procesos biolégicos importantes como
son: cinética enzimatica, el estudio de las vias metabdlicas, la regulacién genética,
la fijacion de nitrégeno, absorcion de hidrogeno, entre otras mas. En los ultimos
anos el estudio de esta bacteria tiene su importancia debido a su capacidad en la
produccion de polimeros de interés industrial como son alginatos, poli-B-
hidroxibutirato (PHB) y alquilresolsinoles. El primero por sus propiedades como
estabilizante, emulsificante, gelificante, principalmente en el &area médica,
farmacéutica, dental y alimentaria; el segundo por su potencial de generar plasticos
biodegradables provenientes de una fuente renovable y el Ultimo, por sus
propiedades biologicas tales como antifungicas, antibacterial, citotdxica,
antioxidante y como biomarcadores (Mufioz et. al. 2019; Noar & Barcena, 2018;
Suaza & Coy, 2014).

Los alginatos son polimeros compuestos de acido manurénico y su epimero el acido
gulurénico provenientes de la fructosa 6-fosfato. En A. vinelandii los alginatos son
sintetizados principalmente en la fase vegetativa y actian como barrera para la
difusién de oxigeno que es una de sus funciones principales. Durante la fase de
enquistamiento los alginatos son el componente principal de las capas exina e intina
de los quistes, y son esenciales para la formacion de quistes maduros (Moser et.
al., 2021; Muhammadi & Ahmed, 2007).

A. vinelandii es una de las bacterias ampliamente estudiadas en cuanto a la
regulacion de la produccién de estos polimeros, el sistema de doble componente
GacS/GacA, es uno de los mas estudiados, debido a su correlacion con el sistema
Rsm y al funcionar como antagonistas de la funcién de la proteina RsmA, actla
regulando a nivel postranscripcional la expresién de genes clave para la expresion
de dichos polimeros. El sistema GacS/Rsm regula 1) la produccion de PHB a traves
de la regulacion de phbR que codifica para el operon biosintético, phbBAC
encargados de la produccién de este polimero, 2) regula la sintesis del alginato
mediante, la regulacion post-transcripcional del gen algD, clave en la sintesis de

alginato (Castafieda et. al. 2001; Hernandez et. al. 2012).
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1.7 Sistema de multicomponente A. vinelandii.

En A. vinelandii, se explord la posibilidad de que
GacS/GacS Lo . o L.

existiera como en P. aeruginosa, la participacion

de un sistema de multicomponente, donde el

estado de fosforilacion de la proteina GacS pudiera

C D ser influenciado por alguna otra cinasa.
DEDG . N . L
C ) En A. vinelandii mediante estudios in sillico se
H
@?ﬂ@ reconocieron 39 cinasas histidinicas, de las cuales
X . — 27 son consideradas como clasicas, 4 no

l > rsmZ l
B ortodoxas, 7 como hibridas y una clasificada como

Fig. 5. Sistema de GacS/GacA

en A.vinelandii. CheA (datos no publicados).

Se encontré una proteina homadloga a la proteina
RetS del multicomponente descrito en P. aeruginosa, sin embargo, en vez de tener
una participacion como un represor transcripcional, se observé que funciona como
regulador positivo del sistema Rsm en condiciones de fijacion de nitrdgeno,

regulando de manera positiva la produccion de alginato (Rosales et. al. 2024).

Pliego et. al. 2022 por medio de un andlisis de BlastP encontraron una proteina con
una identidad muy parecida a LadS codificada por HrgS (Avin_34990), la prediccién
de los dominios contenidos en la proteina demostré una arquitectura caracteristica
de los homdlogos de LadS. Ademas de que demostraron la participacion de HrgS
en la via de regulacion del sistema Rsm, esto se comprobé por medio de fusiones
transcripcionales de gusA en rsmZl1, rsmZ2 y rsmY observando un aumento
significativo en la transcripcién de estos, gracias a la mutacién en HrgS. Asi mismo,
se observé que esta histidina cinasa no interactia con GacS y HptB, por ultimo, no
posee un dominio Hpt; sin embargo, participa en la regulacion de la produccion de
alginato a través de la regulacion de la expresion de los snc-RNA (Lépez et. al.
2022).
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1.8 Sistema Rsm de A. vinelandii.

La regulacion a nivel post-transcripcional controla la expresion del RNA mensajero
hacia la produccién de una proteina. Este paso puede ser controlado de diversas
formas, a través de la unién de proteinas de union a RNA, RNAs de interferencia,
riboswitches, entre otros. El sistema Rsm y su homdélogo Csr en E. coli, es un
sistema de control post-transcripcional que funciona a través de la union de la
proteina reguladora RsmA a sus RNA mensajeros blanco con la finalidad de
desestabilizar a la molécula y promover su degradacion. Por su parte los SRNAs
son moléculas pequefias de RNA gue mimetizan la unién de la proteina y por lo

tanto promueven la expresion de los blancos de regulacion (Vakulskas et. al. 2015)

A. vinelandii presenta ocho snc-RNA, 7 de la familia Z (rsmZ1-Z7) y uno de la familia
Y (rsmY) (Manzo et. al. 2011; Pliego et. al. 2019). Esto refleja la complejidad de la
regulacién en este nivel. La union de RsmA a los RNA mensajeros blancos,
promueve su degradacion al adherirse cerca del sitio de union del ribosoma,
previniendo su traduccion y promoviendo la degradacién por complejos de RNasa
E (Romero et. al. 1998; Hernandez et. al. 2012; Manzo et. al. 2011). Por su parte,
los sSRNA de A. vinelandii, han mostrado tener una expresion diferencial en medio
minimo Burk-sacarosa, teniendo una expresion minima rsmZ1, rsmZ3 y rsmZ5;
mientras que rsmZ2, rsmZ4, rsmZ6y rsmZ7, rsmZ1 presentan un nivel de expresion
minimo en comparacion con rsmZ2 que presenta la maxima expresion a lo largo de

la curva de crecimiento Fig. 6.

Las diferencias en los niveles de expresion de los alelos rsmZ pueden ser debido a
las diferencias en las regiones reguladoras; asi que fueron agrupadas en aquellas
con regiones reguladoras grandes (presentes en rsmZ1 y Z2) y las que presentan
regiones reguladoras pequefias (rsmZ3-7). Otra diferencia es la posicion del sitio al

activador transcripcional GacA (Pliego et. al. 2018).
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Fig. 6. Perfiles de expresiéon de los genes rsmZ1-7 sRNA en A. vinelandii. (A). Cinética de
crecimiento de las cepas que llevan rsmZ1-7-. B y C) Fusiones transcripcionales de gusA (EZ1T-
EZ7T). Actividad promotora de la rsmZ1 (Z1), rsmZ3 (Z3) y rsmZ5 (Z5) (B) o rsmZ2 (Z2), rsmZ4 (Z4),
genes rsmZ6 (Z6) y rsmZ7 (Z7) medidos a lo largo de la curva de crecimiento, usando las fusiones
transcripcionales rsmz1-7-gusA. Células se cultivaron en medio de sacarosa de Burk. Barras de
desviacion estandar de tres experimentos independientes (repeticiones bioldgicas).

Pliego et. al. 2019, realizaron un estudio en el cual se aporté evidencia genética de
que rsmY1yrsmY2 constituyen una sola unidad transcripcional gracias este estudio
solo se tomaria en cuenta un solo rsmY . Los estudios transcripcionales mostraron
gue rsmY tiene su mayor expresion durante la fase de crecimiento estacionario, y
en ausencia de RsmZ1, rsmY aumenta su transcripcion, ademas, se encontré que
GacA regula positivamente la transcripcion de rsmY, estos resultados se obtuvieron
a partir de una fusién transcripcional de la region reguladora de rsmY con el gen

reportero gusA.
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Fig. 7. Estudio transcripcional de rsmY. actividad de la B-glucuronidasa (a) y Crecimiento (b) en el
medio de Burk complementado con 2% sacarosa se muestran para las cepas EPrsmY-gusA (linea
continua con cuadrado), EPrsmY-gusA rsmZ1 (linea continua con tridngulo invertido), EPrsmZ1-
gusA (linea continua con circulo) y EPrsmZ1-gusAAY1Y2.

2.- Antecedentes

Diversos estudios han revelado que una interrupcién en el gen nifL genera la
activacion del activador transcripcional nifA y como consecuencia la expresion de
los genes nif que codifican para la nitrogenasa de A. vinelandii. NifL actia como un
represor de la actividad de NifA que es un activador transcripcional dependiente del
factor sigma 54 responsable de transcribir los genes del operén nifHDK que
codifican para la nitrogenasa dependiente de molibdeno. En consecuencia, se
genero la mutacion en el gen que codifica para el regulador NifL y se observé que
la desregulacién de la expresion de la nitrogenasa permite la acumulacién de
amonio en el medio extracelular hasta de 30mM durante la fase estacionaria de

crecimiento (Barney et. al. 2017).

En el estudio de Barney et. al. 2017, se generd una cepa mutante en el gen nifL
llamada AZBB163. El estudio realizado proporciona una representacion grafica de
los valores de FPKM (Fragments per kilo base per million mapped reads) obtenidos

en el analisis de RNA-Seq. Se selecciond este método para proporcionar una vision
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de los cambios transcripcionales entre diferentes cepas y condiciones, asi mismo
para mostrar las cantidades relativas de transcripciones encontradas para genes
individuales, los resultados representan los promedios y las desviaciones estandar
de los valores de FPKM para todos los puntos temporales de muestreo. En el
estudio se analizo la cepa A. vinelandi DJ en diferentes condiciones: en un medio
con ausencia de amonio y en medio adicionado con amonio, comparado con la cepa
mutante AZBB163 y la cepa silvestre DJ; demostrando que los niveles de
produccion de amonio, asi como de la expresion de las nitrogenasas era mayor en

la cepa mutante que en la DJ en las distintas condiciones (Barney et. al. 2017).

Los datos obtenidos por Barney, se utilizaron para realizar el presente estudio con
el nimero GEO GSE97402 para analizar los cambios en la expresion de los nc
RNAs del sistema Rsm en condiciones de fijacidén y no fijacién de nitrégeno, a través
de un analisis de expresion diferencial. Utilizamos los datos para realizar un estudio
bioinformético para obtener la expresion diferencial del sistema Rsm, asi como los
datos de los genes de biosintesis de la nitrogenasa (nifHDKH) utilizados como
control de estudio, puesto que se sabe que la presencia de amonio reprime la

fijacion de nitrogeno (Barney et. al 2017).

2.1 Estudio del efecto del amonio en la expresion de los snc-RNA no
codificantes del sistema Rsm A. vinelandii.

En el laboratorio de genética molecular microbiana se realizé un estudio en el cual
se generd una cepa mutante en el gen nifL, (represor de la expresiéon de los genes
necesarios en la sintesis de la nitrogenasa). Se ha propuesto que mutaciones en el
gen nifL genera cepas con la capacidad de fijar nitrdgeno aln en presencia de
amonio, asi como exportarlo al medio de cultivo. La mutacion del gen nifL se realizd
por insercion de un casete de resistencia a gentamicina utilizando la enzima Sall.en
las cepas que contienen las fusiones transcripcionales de los sRNAs rsmZzZ1-7

generando una mutacién polar y otra no polar (Juarez, 2019; Bali et. al. 1992).

En este estudio analizaron la expresion de los snc-RNA del sistema Rsm en estas

condiciones con el objetivo de saber si la presencia de Amonio disminuye la
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expresion de los snc-RNA o si la condicion fisiolégica de fijacion o no fijacion
intervenia en esta expresion como una sefial a tomar en cuenta. El andlisis se
realizd mediante la medicion de la expresion de los snc-RNA en las fusiones
transcripcionales con la mutacion en nifL; a través de la cuantificacion de la actividad
B-glucuronidasa en medio minimo BS, esto para poder observar la diferencia en la
expresion entre la cepa silvestre AEIV y el efecto causado por la mutacién. Segun
la grafica 1 podemos observar un efecto negativo en la expresion de los snc-RNA
del 2-7 en cambio para rsm Z1 un ligero aumento Los resultados de expresion
obtenidos demuestron que hay un efecto de represioén de la expresion de los snc-
RNA en presencia de amonio y en la mutante nifL en medio minimo BS sin la adicion

de amonio (Juarez, 2019).

BS AEIV
8 BS AEIVnifL

B- glucuronidasa (U)

0

L] L] L] T L]

RV IR I S

Fig. 8.- Expresion en las fusiones transcripcionales de los sRNAs rsmZ1-7 y rsmY en la
cepa AEIV y de la mutantes NifL, en medio minimo BS. Se observa claramente que la
expresion es significativamente mayor en la cepa silvestre (AEIV), que en las fusiones con
la mutacion nifL; con la excepcién de rsmZ1, en la cual se puede percibir un ligero aumento

en la expresion de la mutante (Juérez, 2019).
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3.- Planteamiento del problema

El sistema de regulacion post-transcripcional Rsm juega un papel importante en la
regulacion de genes para produccion de metabolitos secundarios de interés
industrial, como son alginatos y PHB en A. vinelandii. El analisis expresion
diferencial del sistema Rsm, nos permitira analizar la repercusion de las diferentes
condiciones en la expresion de los SRNAs, permitiendo incidir sobre las estrategias

para mejorar su produccion.
4.- Hipétesis

* Los snc-RNA del sistema Rsm de la cepa A. vinelandii DJ presentan una

disminucién de su expresidn en presencia de amonio.

5.- Objetivos

5.1 General

* Obtener la expresion diferencial de los genes que codifican para los snc-RNA
de la familia Rsm en A. vinelandii DJ en condiciones de fijacion de nitrégeno

y en presencia de amonio.
5.2 Particulares
* Realizar analisis de la expresion diferencial del sistema rsm en el

transcriptoma en A. vinelandii DJ en condiciones diazotroficas y

adiazotroéficas

» Obtener la expresion diferencial en el transcriptoma en A. vinelandii DJ de
los elementos del sistema Rsm en condiciones de fijacion de nitrégeno y en

presencia de amonio

» Cuantificar la produccion de amonio extracelular en las mutantes A. vinelandii
AEIV de nifL.
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6.- Material y Métodos

6.1 Diagrama de Trabajo

*Obtencidn de las lecturas (Disponibles GSE97402),

J
-
eCalidad Secuencias FastQC (recortes, lecturas de baja calidad).
J
eAlineamiento Genoma de referencia Bowtie2 (Archivo SAM).
~
eConteo de la expresién génica FeatureCounts (Archivo de cuenta generado)
J
~
eExpresion diferencial de los genes de interés Deseq2. (normalizacion, reduccidn
dimensionalidad de los datos,)
J
-
ePor ultimo, con las cepas mutantes generadas por victoria en 2019 realizar un analisis
cuantificando la produccidon de amonio en presencia de amonio en el medio
J

6.2 Obtencién de las secuencias

Las secuencias se obtuvieron del NCBI Gene Expression Omnibus, del nimero
GSE97402, este archivo contiene los resultados del andlisis de la expresion
diferencial para dos cepas diferentes; la cepa A. vinelandii (WT) y la cepa mutante
AZBB163 , la cual esta desregulada para la fijacién de nitrégeno. En dos tipos de
medio, Burk estandar (B) y Burk enriquecido con 20 mM de sulfato de amonio
(NH4)2S04 (BNH4).
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Tabla 1.- Datos recopilados para el analisis a realizar.

Numero de Secuencia | Replicado Cepa Dia | Tipo de Medio
SRR5417186 a AVWT 1 B
SRR5417187 b AVWT 1 B
SRR5417188 a AVWT 2 B
SRR5417189 b AVWT 2 B
SRR5417190 a AVWT 3 B
SRR5417192 a AVWT 1 BNH4
SRR5417193 a AVWT 2 BNH4
SRR5417194 b AVWT 2 BNH4

(B corresponde al medio Burk mientras que BNH4 representa el medio adicionado con sulfato de
amonio) asi como las diferentes etapas de crecimiento representada en dias. el dia 1 corresponde
a la fase exponencial de crecimiento, dias 2 y 3 Fase estacionaria.

6.3 Andlisis y tratamiento de las secuencias.

Una vez obtenido los datos de la secuenciacion (RNA-seq), se realizo el analisis de
la calidad de las secuencias detectando las regiones de baja calidad asi mismo la
presencia de adaptadores ya que este tipo de artefactos afectan a la continuacion
del analisis. Por medio del programa FastQC se visualiza la calidad de todas las
secuencias permitiéndonos seleccionar y eliminar aquellas secuencias que podrian

afectar al analisis a realizar posteriormente.

24



Una vez seleccionadas las muestras de alta calidad se realiz6 un alineamiento de
las muestras obtenidas del RNA-seq con el genoma de referencia de A. vinelandii
este proceso se llevo a cabo por medio del programa Bowtie2 (Langmead et. al.
2012) el cual nos dio un archivo de tipo SAM con los datos de la posicion de cada

secuencia en base al genoma de referencia.

Posteriormente, se realiz6 un conteo del nimero de veces que se expresa un gen
o transcrito de la muestra a estudiar, para ello se utilizé el programa FeatureCounts
(Liao et. al. 2014) el cual mediante el archivo SAM generado en el paso anterior,
permite obtener una tabla, llamada tabla de cuentas, con el identificador de la

muestra en las columnas y en las filas el nimero de cuestas por gen identificado.

Los datos obtenidos en la tabla de cuentas, representan al tipo de gen o transcrito,
la muestra, el numero de RNA mapeados por gen, cabe destacar que de las 8
muestras a analizar se obtuvo informacién de la expresién de mas de 5 mil genes
en especifico, genes referentes a la fijacion de nitrégeno que nifHDK que serviran
como grupo control y los genes de interés rsm los cuales nos permitiran
cuantificarlos en base a su expresion relativa, permitiendo realizar un analisis de

expresion diferencial comparandolo con las distintas muestras.

6.4 Andlisis de la expresion diferencial

El andlisis de la expresion diferencial tiene la funcién de identificar la expresion de
los genes y su variabilidad en esta expresion, en distintas condiciones en el caso de
nuestro andlisis, en condicién uno que seria en un medio Burk -sacarosa estandar
y en condicién 2 en un medio Burk adicionado con sulfato de amonio 20 mM vy ver
la expresion diferencial en estas condiciones. Para realizar este analisis hay que
normalizar la profundidad de la secuenciacion, para esto utilizamos el programa
Deseq2 (Love et. al. 2014), una vez normalizado obtendremos lo datos de la

expresion diferencial de las muestras.

Al tener esta grafica de expresion diferencial de los genes se realizaron diferentes
tipos de andlisis estadisticos para comparar y analizar el comportamiento de estos.

Utilizamos el PCA (analisis de componentes principales) el cual tiene como fin

25



observar a la dimensionalidad del conjunto de datos, identificando los componentes

principales que ayudan a maximizar la varianza de las observaciones.

Por ultimo, tomando los IDs del rsm (Z1-7, Y, A) realizamos una grafica comparativa
de expresion diferencial en el cual se visualizé la varianza en la expresion de los
Rsm teniendo como control de comparacion a rsmA, el cual tiene relacion con los

mismos.

6.5 Andlisis de la cuantificacion de amonio

La cuantificacion de amonio se realiz6 de la siguiente manera: se realiz6 un
precultivo de la cepa AIEV y la mutante nifL polar y nifL no polar (realizadas por
Victoria en 2019), en 25 ml de medio minimo Burk-Sacarosa adicionado con los

antibioticos Nal (4cido nalidixico) y Gm (Gentamicina) (tabla 3).

Posteriormente, se realizé un cultivo por triplicado adicionado con NH4CI (15 mM)
y un grupo control, con medio minimo BS sin amonio; se dejo crecer por 48 horas a
200 rpm de agitacion. Pasadas las 48 hrs se tomaron 5 ml de cultivo y se cosecharon
las células a 10,000 rpm por 5 minutos, se colect6 el sobrenadante para hacer la
cuantificacion del amonio con el método de Berthelot (1997). Ademas, se realiz6

una curva estandar para correlacionar la concentracién de amonio.

La reaccion se llevd a cabo de la siguiente manera debido a que se realizaron
modificaciones para la estabilizacion de la reaccion. Para la realizacidon de la curva
estandar se utilizaron 200ul de fenato de sodio, 20 pl nitroprusiato de sodio, 100 pl
hipoclorito de sodio (0.1M) se le agrego agua destila para aforar a 1 mililitro.
Respecto al amonio se utilizaron las concentraciones de 0.02, 0.04, 0.08, 0.16, 0.20,
0.300, 0.400 mM para la medicion de la concentracion de las diferentes muestras,
del sobrenadante de cada muestra se tomaron 400 pl para AIEV nifLpolar y no polar,
aforando a 1 ml de volumen final con agua destilada. Todas las muestras se
procedieron a medir a una absorbancia A=625 nm, para observar su

comportamiento.
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Tabla 2.- Tabla Material biolégico, medios, soluciones y antibiéticos utilizados.

Material Medios Antibidticos Soluciones

Biolégico  utilizados

Azotobacter Medio Acido Nitroprusiato
vinelandii: minimo nalidixico de sodio
AEIV Burk- (Nal).
Sacarosa.

Azotobacter Medio Gentamicina  Fenato de

vinelandii: minimo (Gm) sodio al
Mutante Burk- 20%
nifL polar  Sacarosa.
Adicionado
con NHA4CI
[15 mM]

Azotobacter Hipoclorito
vinelandii: de sodio
mutante [0.1 M]
nifL no
polar
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7.- Resultados

Gracias a la utilizacién de las herramienta DESeq2 y del programa de Rstudio se
obtuvieron los resultados necesarios para realizar el andlisis estadistico de PCA en
el que se compararon las muestras del medio Burk y el medio Burk adicionado con
sulfato de amonio 20 mM, asi mismo se realizo el analisis la expresion diferencial
en el cual se busco observar la expresion de los genes necesarios para la fijacion
de nitrégeno, asi como los del sistema Rsm en A.vinelandii, en base a las dos

condiciones descritas.

7.1 Andlisis de PCA

El andlisis de PCA tiene como finalidad observar la varianza de la expresion, asi
como identificar la dimensionalidad de los datos analizados. En la Fig.9 Podemos
observar que los componentes se agrupan a en diferentes extremos del gréfico,
ademas de tener un valor de mas del 50% de varianza entre si. Lo cual nos indica
gue hay expresion de diferentes genes entre un medio con respecto el otro lo que
quiere decir que se puede continuar con el siguiente analisis y realizar una expresion
diferencial observando el comportamiento de los genes de interés en estas dos

condiciones.
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Fig.9 PCA, PC1 valor de 66.3% y PC2 valor de 12.7% de la varianza total. Podemos observar
que los componentes se agrupan a en diferentes extremos del grafico, ademas de tener un
valor de mas del 50% de varianza entre si. el dia 1 corresponde a la fase exponencial de
crecimiento, dias 2 y 3 Fase estacionaria.

7.2 Gréficas de Expresion Diferencial del sistema rsm.

La finalidad de este trabajo fue observar el comportamiento del sistema Rsm de
Azotobacter vineladii, en 2 diferentes condiciones, medio minimo Burk- sacarosa y

otro medio Burk-sacarosa adicionado con sulfato de amonio 20 mM.

Como grupo control de datos, se tomaron los genes que codifican para la
nitrogenasa (nifH, nifD, nifK, nifE), ya que se ha demostrado experimentalmente que
su expresién es reprimida cuando se tiene una fuente de nitrégeno disponible. Se
observo la represion de los genes estructurales que codifican para la nitrogenasa;
sin embargo, los genes reguladores nifL y nifA se expresan a niveles bajos. (Fig.
10).
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Fig.10 Expresion diferencial de los genes del grupo control encargados de la fijacion de
nitrégeno genes nif. Se observa que nifA y nifL estan altamente expresados en cambio los
demds tienen una muy baja expresion.
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Se obtuvo la expresién diferencial de los genes relacionados con el sistema Rsm,
los snc-RNA (RsmZ1-7 y RsmY) y el gen que codifica para la proteina RsmA.
Podemos observar que el gen rsmA aumenta su expresion en presencia de amonio;
asi mismo, el snc-RNA RsmY, el cual se ha demostrado que codifica para un solo
alelo (Lopez-Pliego et al 2019), pero en la anotacion del genoma de referencia se
mantiene como dos alelos separados que se expresan en la misma magnitud,

rsmY1lyrsmY2.

De los snc-RNA de la familia RsmZ, se muestra una expresion reprimida de manera
general, ya que el alelo que muestra una ligera expresion, rsmZ4, posee valores por

debajo del 1, los cuales no son significativos Fig. 11
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Fig.11 Grafico de expresioén diferencial del sistema Rsm de A. vinelandii. El eje “y”
representa el cambio en la expresién (valor log2FoldChange) observando una sobre
expresion de rsmA, rsmY1, rsmY2y en menor medida pararsmzZ4y rsmZ5.

7.3 Cuantificacion de amonio de las cepas mutantes del gel nifL en A.
vinelandii AEIV.

En antecedentes se mostr6 que se tenia una cepa mutante de A. vinelandii del gen
nifL por interrupcion con un casette de gentamicina (Juarez; 2019), se decidi6
realizar la cuantificacion de amonio que se tenia como perspectiva. Se realizé la
medicion de amonio en el sobrenadante de un cultivo en fase estacionaria, con el
método de Betherlot.

Se puede observar que tanto la cepa silvestre AEIV, como las cepas mutadas nifL
polar y nifL no polar no presentan una diferencia significativa en cuanto a la
produccion de amonio (Fig.12).
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Fig.12 Grafico comparativo de la concentracion de amonio de las tres cepas analizadas por
triplicado cada una.

8.- Discusion de los resultados

Una vez obtenidos los datos de la expresion diferencial BS-NH4 vs BS, partimos del
grupo control utilizado, los genes que codifican para la nitrogenasa nifHDK, la
expresion de estos genes esta regulada negativamente en presencia de amonio. El
resultado anterior, nos permitié tener confiabilidad en los resultados, debido a que
a la expresion de los genes nif debe ser negativa en presenciade amonio, ya que
no necesitaria mas amonio si este se encuentra en el medio, por lo tanto, se puedo
continuar con el andlisis de los datos de interés, los elementos del sistema Rsm, y

observar la expresion diferencial en presencia y ausencia de amonio

Un parte importante para analizar fue rsmA debido a que es un parte esencial del
sistema Rsm ya que como sabemos el sistema Rsm es un sistema de regulacion
global, que puede promover, pero generalmente promueve la degradacion de sus
RNAmM blanco (Morin et. al. 2017). Pudimos observar que la proteina RsmA se
encuentra expresada en presencia de amonio en bacterias como E. coli donde

regula ciertas vias del metabolismo del carbono (Morin et. al. 2017), aunque no se
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conoce si ésta misma proteina en A. vinelandii regula genes relacionados con el
cambio fisioldégico que va de un estadio de fijacién a uno de no fijacion de nitrégeno.
En la condicion de fijacion de nitrégeno, se ha visto que produce el metabolito
secundario alginato, mientras que, en condiciones de no fijacién de nitrégeno, no se
produce, posiblemente por la participacion de la proteina RsmA como regulador
negativo y la ausencia de los sSRNA Z1-Z7, promoviendo qué la proteina ejerza su

efecto represor sobre los genes blancos de regulacion (soberano & Valverde, 2020).

Respecto a los RNAs del sistema Rsm, podemos observar que solamente el RNA
regulador RsmY se encuentra expresado. En Pseudomonas aeruginosa, se conoce
gue adicionalmente al sistema de dos componentes GacS/A que promueve la
expresion de los sRNAs del sistema, existe una via alterna HptB, en donde una
cinasa histidinica llamada SagS, puede fosforilar al elemento de fosfotransferencia
HptB, que confluye en la expresion del SRNA RsmY (Petrova et. al. 2011; Francis
et. al. 2019).

En A. vinelandii, Hernandez-Campos (2019) describio la presencia de un homélogo
de la HK SagS, la cual, esta codificada por el gen Avin_15460 y al ser modificado,
se observé una disminucién en la produccion de alginato. Posteriormente,
Mondragdn C. 2024, observd que la proteina SagS interactia con HptB y que la
produccion de alginato se ve afectada por la ausencia de alguno de estos dos
reguladores, lo que el efecto observado se deba a la promocion de la transcripcion
de RsmY por esta via. Sin embargo, no se puede descartar que el sistema GacS/A,
no se encuentre participando en esta condicidn, ya que no se ha estudiado

experimentalmente.

Por otra parte, en A. vinelandii se han encontrado proteinas homologas a las del
sistema de multicomponente en P. aeruginosa; RetS es una proteina que participa
en el control del estado de fosforilacion de GacS y que ademas se ha visto que
puede participar en una cascada de sefializacion alterna que activa a la proteina de
fosfotransferencia HptB. Contrariamente a lo que sucede en P. aeruginosa, una
mutacion de la proteina RetS en A. vinelandii produce una disminucion de la

produccion de alginatos y alquilresorcinoles, lo cual sugiere que la funcion de la
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proteina es de un activador de la produccion de los metabolitos secundarios bajo
una condicién particular de crecimiento, en medio minimo en condiciones de fijacion
de nitrégeno. Bajo una condicidn de no fijacion de nitrogeno, en donde se adiciona
amonio, es notable que RetS se encuentra expresandose al mismo tiempo que
RsmY (Fig. 13). Sin embargo, bajo esa condicion fisioldgica, la bacteria no produce
los metabolitos secundarios alginatos y alquilresorcinoles, ya que los metabolitos se
producen como consecuencia de su crecimiento en condiciones de fijacion de
nitrégeno, como un mecanismo de proteccion a la nitrogenasa principalmente y al
mismo tiempo formando parte de la exina en la formacion del quiste (Rosales et al.
2024).

Nombre

B ca
B cacs
B Laost

Lads2
RetS

Sags

log2FoldChange

" .

GacA Gacs Lads1 Lads2 RetS RsmA Sags
Nombre

Fig.13 ,- Expresion diferencial de las cinasas en A. vinelandii, sobre expresién de la cinasa
RetS (Derio, M. 2024).

Respecto a la cuantificacién de amonio medida en la cepa silvestre E y las mutantes
en el gen nifL, podemos notar que las mutantes generadas no producen amonio
extracelular. Posiblemente pueda ser debido a que la mutacién realizada se

encuentra en un sitio diferente a la realizada por Barney et. al. 2017.
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9.- Conclusiones

Gracias a esta investigacion logramos observar que Los sRNAs de la familia RsmZ

se encuentran reprimidos en presencia de amonio 20 mM.

RsmY se expresa en presencia de amonio, asi como el gen que codifica para la

proteina RsmA.

Las mutaciones generadas por Juarez (2019) en el gen nifL no producen amonio

de forma extracelular.

10.-Perspectivas

e Cuantificar la expresiéon de RsmY en condiciones en medio adicionado con
amonio para comprobar que se encuentra expresado.

e Verificar si la expresion de RsmY en presencia de amonio es dependiente de
GacA o de HptB.
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11.- Material Suplementario

ID gene Gene log2FoldChange

Avin_04040 Avin_04050 rsmy2 0.99895607
Avin_65100 rsmy1l 1.02158273
Avin_65010 rsmZ1 -1.51978417
Avin_65020 rsmz2 -0.36510791
Avin_65030 rsmZz3 -0.07374101
Avin_65110 rsmZ4 0.53057554
Avin_08930 Avin_08950 rsmZz5 0.10431655
Avin_65040 rsmzZ6 -0.57014388
Avin_65050 rsmZ7 -1.88129496
Avin_34440 rsmA 0.71368128

Tabla 1.- Valores de cambio del sistema rsm Expresion diferencial

ID Nombre log2FoldChange
Avin_01380 nifH -4.3503858
Avin_01390 nifD -2.86357753
Avin_01400 nifK -1.89438751
Avin_01450 nifE -1.33537742
Avin_50990 nifL 0.65521178
Avin_51000 nifA 0.67849557

Tabla2.- valores de cambio de los genes de nitrogenasa

valores Concentracién (g/ml) Absorbancia
0 0 0.009
1 0.02 0.086
2 0.04 0.179
3 0.08 0.354
4 0.16 0.567
5 0.2 0.727
6 0.3 1.034
7 0.4 1.588

Tabla 3.- Datos de obtenidos de absorbancia curva de calibracién
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Muestra ABS Concentracion (g/ml)

El 0.342 0.089410188
E2 0.379 0.099329759
E3 0.349 0.091286863
NLP1 0.237 0.061260054
NLP2 0.223 0.057506702
NLP2 0.233 0.060187668
NLNP1 0.15 0.037935657
NLNP2 0.173 0.044101877
NLNP3 0.21 0.054021448

Tabla 4.- Datos Muestras cepa E y mutantes junto con su cdlculo de concentracién

OD (600 nm)
N
|

0.5 —— AVWT(+NH})
O~ AVWWT(-NH})
02 - -O— AZBB163
0.1
| | [ | | | |
0 6 12 24 36 48 72 96

Time (Hours)

Fig.1.- Etapas de crecimiento de las muestras WT y AZBB163 .
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