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1. Antecedentes
1.1. Antecedentes generales

1.1.1. Azotobacter vinelandii

Azotobacter vinelandii es una bacteria
didérmica perteneciente a la clase de las
Gamma-proteobacterias y la familia
Pseudomonadaceae. Es una bacteria de
vida libre, encontrada en suelos y aguas
alrededor del mundo. Tiene un cromosoma

de 5.36 Mpb con un contenido G/C del

65% Fig. 1.- Micrografia electronica de barrido de
0 Azotobacter vinelandii, tomado de Smercina, 2019.

Las caracteristicas de A. vinelandii incluyen un estilo de vida obligadamente
aerobico, diazotréfico y mévil mediante flagelos peritricos, la formacién de quistes
ante un ambiente de estrés fisico, quimico y nutricional, y posee una morfologia
celular pleomorfica con células dominantemente ovoides (Smercina, Evans,
Friesen, & Tiemann, 2019) dependiendo de su estado fisioldgico y condiciones de

crecimiento (Noar & Bruno-Barcena, 2018).

En el area de la investigacion muestra la caracteristica favorable de ser competente
natural, ya que expresa los genes para tomar ADN lineal del medio y llevar a cabo
una doble recombinacion con fragmentos homodlogos de su genoma, asi
permitiendo modificaciones estables en el mismo (Page & Sadoff, 1976). Por otra
parte, tiene la caracteristica de ser poliploide, ya que posee multiples copias de su
cromosoma, lo cual complica la obtencibn de mutantes con este alelo
completamente segregado en todas las copias del cromosoma (Eberhart, Knutson,
& Barney, 2016).

En el area de la industria se han observado un metabolismo secundario bastante
versatil, ya que tiene la capacidad de metabolizar una gran variedad de sustratos

de carbon, incluyendo alcoholes, acidos organicos y azucares (JENSEN, 1954),

Pagina | 5



también posee una alta tasa de respiracion celular, y la capacidad de llevar a cabo
la biosintesis de diferentes compuestos de interés biotecnolégico, como el alginato
que es un polisacarido estructural importante del quiste asi como de la matriz
extracelular (Hay, Rehman, Moradali, Wang, & Rehm, 2013) y el poli-p-
hidroxibutirato (PHB) un poliéster intracelular que acumula al final del crecimiento
exponencial, como reserva de carbono y fuente de energia (Urtuvia, Villegas,
Gonzalez, & Seeger, 2014).

1.1.2. Alginatos

Los alginatos son polisacaridos lineales compuestos de tasas variables de dos
azucares acidos: el acido (1-4)-p-D-manurénico (M) y su epimero C-5 el acido a-L-
gulurénico (G) unidos covalentemente por enlaces glucosidicos (Hay et al., 2013).
Estos se encuentran arreglados en bloques homopoliméricos de residuos G
consecutivos (bloques G) y residuos M consecutivos (bloques M) o bloques
heteropoliméricos de residuos M y G alternantes (bloques MG) (Remminghorst &
Rehm, 2006) (Fig. 2).

CH3
~00C “00¢ ' ~00C
o OOH
~00C 0_
OH g? 0]
‘ooc H,C ~00C HO
Blogue G Bloque M Blogue GM

Fig. 2.- Estructura quimica del alginato en diferentes configuraciones del polimero. Residuos de acido
manuroénico (M) y acido gulurénico (G) en la molécula. Adaptado de Hay et al. 2013.

Las diferencias en la relacion M/G y la configuracién del bloque, asi como el peso
molecular del alginato tienen en cuenta las diferencias en las propiedades y la
funcionalidad del mismo, especialmente en la capacidad de gelificacién, la

resistencia del gel y sus propiedades reoldgicas (George & Abraham, 2006).

Son estas propiedades unicas del alginato las cuales le permiten desempefarse

como agente espesante, como agente gelificante, estabilizador de la dispersioén,
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texturizador y formador de filamentos o peliculas en las industrias alimenticia,

farmacéutica y cosmeética (Urtuvia et al 2012).

El alginato puede ser producido por diversas especies de algas feoficeas, y por dos
generos de bacterias: Pseudomonas y Azotobacter. Actualmente se estima que la
produccion industrial de alginato es de 30,000 toneladas métricas anuales (Draget,
Smidsrad, & Skjak-Breek, 2002), todas obtenidas de la cosecha de algas pardas,
principalmente de los géneros Laminaria y Macrocystis quienes sintetizan el alginato
en conformaciones variables o no reproducibles, dependiendo de diversos factores

ambientales.
1.1.3. Sistemas de doble componente

Como parte de sus funciones, los organismos perciben y responden de manera
rapida y precisa a condiciones ambientales cambiantes. La percepcion y
procesamiento intracelular de estos estimulos se lleva a cabo por circuitos
moleculares que detectan y amplifican las senales, permitiendo la generacion de
respuestas especificas (Barba-Ostria, 2014), dentro de dichos sistemas bioldgicos
de sefializacion se encuentran los sistemas de doble componente (SDC); éstos son
las vias de sefalizacion con pasos multiples mas abundantes en la naturaleza y se
han estudiado exhaustivamente desde su descubrimiento hace mas de 30 afos
(Gao & Stock, 2009).

En procariontes y algunos grupos de eucariontes, existen en una amplia red de
sensores y efectores de SDC que regulan una gran variedad de comportamientos,
incluidos procesos fundamentales como el metabolismo y la motilidad, ademas de
procesos especializados como la virulencia y el desarrollo (Stock, Robinson, &
Goudreau, 2000).

Los SDC clasicos (Fig. 3) estan constituidos por al menos dos proteinas, una cinasa
histidinica (HK por sus siglas en inglés) usualmente embebida en la membrana y un
regulador de respuesta (RR) soluble, ambas proteinas tienen una estructura

modular, la primera con un dominio de entrada periplasmico y un dominio transmisor
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con un residuo de histidina y la segunda con un dominio receptor que tiene un

residuo de aspartato y un dominio de salida (Groisman, 2016).

Estimulo { ) His o, Asp Respuestas

Entrada Transmisor REC Salida
HK RR

Fig. 3.- Modelo de la estructura clasica de los sistemas de doble componente, HK. Histidin Cinasa, RR.
Regulador de Respuesta, REC. Dominio receptor, H1. Residuo conservado de histidina, CA. Centro catalitico,
D1. Residuo conservado de aspartato. Adaptado de Gao et al. 2009.

Como forma de transmitir la sefal, los SDC utilizan reacciones de transferencia de
grupos fosforilo (Fig. 3), el esquema basico de sefalizacion es el siguiente: el
dominio de entrada recibe un estimulo extracelular que resulta en la fosforilacién del
dominio transmisor, después este grupo fosfato es transferido al RR por si mismo
en su dominio receptor asi modificando su actividad ya sea de factor transcripcional,
resultando en la modulacion de la expresion de los genes blanco, o enzimatica
(Capra & Laub, 2012).

Actualmente se sabe que hay HK’s hibridas las cuales incorporan a su estructura
un dominio receptor D1 extra y un dominio Hpt (fosfotransferasa histidinica H2), de
manera soluble o ligado covalentemente a la proteina (Fig. 4); de este modo
expandiendo las vias de fosforilacion, con dos o mas pasos de fosfotransferencia
entre multiples proteinas siguiendo la ruta de histidina a aspartato y de aspartato a
histidina. Un mayor numero de proteinas dentro de una via proporciona mas dianas

para una regulacion mas compleja (Zschiedrich, Keidel, & Szurmant, 2016).
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Estimulo His Asp His Asp Respuestas
~> (o B ‘
Entrada Transmisor REC HPt REC Salida
HK Hibrida RR

Fig. 4.- Modelo de la estructura de fosforelevo de los sistemas de doble componente, HK. Histidin Cinasa, RR.
Regulador de Respuesta, Hpt. Dominio de histidin-fosfotransferasa, REC. Dominio receptor, H1, H2. Residuo
conservado de histidina, CA. Centro catalitico, D1, D2. Residuo conservado de aspartato. Adaptado de Gao et
al. 2009.

Los SDC han evolucionado para garantizar la eficiencia, especificidad vy
direccionalidad adecuada de la transmision de una sefal, permitiendo a los
organismos que los usan una respuesta rapida y altamente modulable (Buschiazzo
& Trajtenberg, 2019).

1.2. Antecedentes especificos

1.2.1. Biosintesis de alginato en A. vinelandii

La biosintesis de alginato dentro del citosol comienza con la conversién de Fructosa-
6-fosfato (F6P) en manosa-6-fosfato (M6P), que es catalizada por AlgA, AlgC
entonces convierte M6P en manosa-1-fosfato (M1P), seguido de la conversién a
GDP-manosa, que es catalizada por AlgA. GDP-manosa se oxida por AlgD a GDP-
acido manurénico, que es el paso irreversible en la formacion de precursores de
alginato (Beale & Foster, 1996).
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Fuente de carbon AlgC

| Fosfomanomutasa

Via
Entner-Doudoroff

Manosa-6-fosfato

f AlgA
Fosfomanosa isomerasa

Manosa-1-fosfato
AlgA
GDP-manosa-

Y pirofosforilasa
Povatd
Fructosa-6-fosfato -manosa \
3 AlgD Lipopolisacaridos

A /" GDP-manosa-

Acetil-Co-A " deshidrogenasa
Gluconeogénesis | Acido GDP-manurénico]
b Alg8 - Glucosiltransferasa

I
P°"mef'za°'°”’{ Alga4 - Respuesta di-GMPc
| Algl - MI O-aetiltransferasa
Aceti;aciOn———— AlgV- M/ Orfc'et.‘ltransferasar

‘ AlgF - Periplasmico O-acetiltransferasa

} AlgX - Periplasmico O-acetiltransferasa
1

Ciclo de los acidos

) - Epimerizacion-----
tri-carboxilicos P

AlgG - C5-manuronano-epimerasa
AlgE1-7

1
1
‘ AlgK - ME lipoproteina

Expor“tamonm{ AlgJ - ME Poro de exportacion de alginato

Alginato

Fig. 5.- Esquema general de la biosintesis microbiana de alginato. Adaptado de Hay, 2013.

La GDP-manosa puede ir a una de dos vias criticas, se dirige a la sintesis de
lipopolisacaridos o a la sintesis de alginatos, segun la actividad de AlgD quien dirige
el sentido de la reaccion hacia Acido GDP-manurénico, el bloque fundamental de la
sintesis de alginatos, ver Fig. 5, (Galindo, Pefna, Nufiez, Segura, & Espin, 2007); De
tal que elucidar como se regula a AlgD es esencial para la entender la produccion

del polimero.
1.2.2. Regulacion postranscripcional de algD en A. vinelandii

Trabajos previos en el laboratorio de Genética Molecular Microbiana han
demostrado que el sistema de doble componente GacS/GacA en conjunto con las
HK’s accesorias RetS y LadS controlan la produccion de polimeros en A. vinelandii
(M Castaneda, Sanchez, Moreno, Nufiez, & Espin, 2001; Miguel Castafieda,
Guzman, Moreno, & Espin, 2000). La regulacién descrita es realizada controlando
la expresion de los pequefios RNAs reguladores (sRNA) del sistema de control
postranscripcional Rsm Castaneda, & Lopez-Pliego, 2016;

(Miguel Espin,

Hernandez-Eligio et al., 2012).
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1.2.2.1. Sistema GacS/GacA

GacS/GacA es un sistema de doble componente con GacS como la histidin cinasa
hibrida de membrana y GacA como el regulador de respuesta con un motivo hélice
vuelta hélice; este sistema se encuentra presente en muchas gamma-
proteobacterias y regula una gran cantidad de procesos como son la produccion de
metabolitos secundarios y enzimas extracelulares, quorum sensing, formacion de

biopeliculas y movilidad, entre otros (Francis et al., 2018; Haas & Défago, 2005).

Cuando una sefial activa a GacA, esta se “autofosforila” y permite la fosforilacién de
GacA, de este modo cambiando su estado de actividad y permitiendo la
transcripcion de sus genes diana (Lapouge, Schubert, Allain, & Haas, 2008) en el
caso de A. vinelandii, de los pequefios RNA reguladores del sistema RSM de las
familias Y y Z (Manzo et al., 2012a) Fig. 6.

Activacidn

V"V

" ¢ 9 o

GesS [T T o) [ ] C
Fosforelevo

P

N NERNE [ C
Activacion
transcripcional Transcripcion
5‘———L_3‘

Caja GacA Pequefios RNA sistema RSM

Fig. 6.- Esquema de la regulaciéon que ejerce GacS/GacA sobre la transcripcion de los pequefios RNA del
sistema Rsm en A. vinelandii, H. residuo de histidina, D. residuo de aspartato, P. grupo fosfato, HTH. Motivo
hélice vuelta hélice. Adaptado de Lapouge, 2008.
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1.2.2.2. Sistema RSM

De manera comun la regién Shine Dalgarno (SD) del mRNA algD se encuentra
reprimida por una proteina del sistema Rsm, llamada RsmA (Fig. 7), a la cual facilita

la degradacion del mMRNA mediante el complejo RNAsa E.

La des-represion de la traduccién del mRNA algD se da cuando los sRNA’s del
sistema RSM se encuentran en el medio, éstos sSRNA’s secuestran a la proteina del
sistema (RsmA) debido a secuencias en estructuras de tallo y asa con alta afinidad
por la misma, como resultado, la regién SD del mRNA algD queda libre permitiendo

el reconocimiento y traduccién por el ribosoma (Fig. 7-B).

A B

o Represion de la traduccion
RSmA |
5" Alg “““"' 3 Desrepresion de la traduccién

SD

Fig. 7.- Mecanismo de des-represion de algD mRNA por el sistema Rsm en A. vinelandii. Adaptado de Lapouge,
2008.

Por lo tanto, cuando se activa a GacA, se trascriben los sRNA de las familias RsmY

y RsmZ y se des-reprime la traduccion del mRNA algD.
1.2.3. lteracion génica de los sSRNA RSM en A. vinelandii

En A. vinelandii (AEIV) se han identificado 8 alelos diferentes para RsmZ mientras
que para RsmY solo uno (Manzo et al., 2012b), el cual es mas grande, cuenta con
mas secuencias de union a RsmA (Heeb et al., 2006) y se ha demostrado tener
influencia en el sistema de sintesis de alginato y otros procesos fisioldgicos en
Pseudomonas aeruginosa (Bhuwan, Lees, Pengs, & Chang, 2012; Bordi et al.,
2010), sugiriendo un papel principal de RsmY en la regulacion post-transcripcional
de algD (Miguel Castaneda et al., 2016).
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RsmZ6

Fig. 8.- Estructuras de tallo y asa de los pequefios RNA de la familia RSM de A. vinelandii, tomado de Castafieda,
2016.

1.2.4. Via alternativa de regulacion de rsmY en P. aeruginosa

GacS/GacA no es el unico sistema de doble componente que regula a algD a través
del control de RsmY (Fig. 8), se ha propuesto que en P. aeruginosa existen tres
histidin cinasas hibridas que usan como segundo dominio transmisor a una histidin
fosfotransferasa soluble HptB, quien a su vez fosforila a un regulador de respuesta
con actividad fosfodiesterasa. Este regulador de respuesta escinde el grupo fosfato
de un anti-anti-sigma, quien gana afinidad por un anti-sigma quien a su vez se
encuentra inhibiendo a un factor sigma, cuando anti-anti-sigma y anti-sigma se
unen, permiten que el factor sigma inicie la transcripcion del pequefio RNA regulador

RsmY, el cual regula post-transcripcionalmente a algD, Fig. 9, (Bordi et al., 2010).
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&- Anti-anti-o PA3347

H2 HptB RR PA3346 Anitize
Anti-o
HptA
HptC

Caja 0 rsmY

Fig. 9.- Esquema de la via de regulacion de RsmY alterna a GacS/GacA en P. aeruginosa, creado a partir de
Bordi 2010 (32).

1.2.5. Via alternativa de regulacién de rsmY en A. vinelandii

Mediante estudios de genética comparativa se han hallado homdlogos en A.
vinelandii a algunos de los genes implicados en la via HptB de P. aeruginosa:
PA2824 (una proteina cinasa), HptB (una proteina con dominio Hpt soluble),
PA3346 (un regulador de respuesta) y PA3347 (un anti-anti-sigma) que se
encuentran en el mismo locus (Fig. 10), sugiriendo fuertemente que esta via putativa
podria estar activa en A. vinelandii, regulando la transcripcion del pequefio RNA

regulador RsmY.
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AVIN14650
(PA2824)

HptB RR AVIN34360 : Ano
AVIN34350 (PA34360) Anti-o

Fig. 10.- Esquema de las proteinas en A. vinelandii (AVIN) con sus homdlogos en P. aeruginosa (PA); que
podrian pertenecer a esta via (comunicacion personal, Castafieda 2018).

1.2.6. HptB y su contexto gendmico

Las proteinas con un dominio Hpt son responsables de transferir un grupo fosforilo
de un residuo de aspartato en un dominio "receptor" intermedio, tipicamente parte
de una histidina cinasa hibrida, a un aspartato en un regulador de respuesta final
(Buschiazzo & Trajtenberg, 2019).

En P. aeruginosa existen tres genes que codifican para proteinas con dominios Hpt,
llamadas HptA, HptB y HptC, (Jye Lin Hsu, Chen, Peng, & Chang, 2008) mientras
que en A. vinelandii s6lo existe un homodlogo a estas, HptB (por su nivel de

homologia).

HptB es una proteina de 115 aminoacidos muy conservada con un dominio Hpt
central y un residuo altamente conservado de histidina, el contexto genémico de
HptB es el siguiente: se encuentra en la cadena complementaria en el lugar 4 de un
operdn putativo compuesto por 7 genes, rio arriba de HptB se encuentran el
regulador de respuesta, el anti- anti- sigma y una regién intergénica de 299 pb, ver
Fig. 11.
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Acyl-CoA

thioestereasa HptB Anti-anti-sigma IR 299pb
B — N ——— e [ E s
tRNA dihidrouridin KHG/KDPG Regulador de respuesta Regulador transcripcional
sintasa aldolasa dependiente de sigma 54

Fig. 11.- Esquema del operon putativo donde se encuentra hptB. IR.- Region Intergénica, pb.- pares de bases.

En P. aeruginosa, se sabe que HptB regula negativamente a uno de los sRNA's de
la familia RSM, en especifico, a RsmY (Bordi et al., 2010) mientras que existe
confusion con respecto a RsmZ (Jean-Pierre, Tremblay, & Déziel, 2017); también
se sabe que puede ser fosforilado por multiples HK's: PA1611, PA1976, PA2824, y
RetS (Jye L. Hsu, Chen, Peng, & Chang, 2008) y su regulador de respuesta putativo
(PA3346) esta relacionado con la regulacion del cambio de movilidad entre
twitching, swarming y swimming de una forma dependiente de los niveles de di-
GMPc (Bhuwan et al., 2012; Valentini, Laventie, Moscoso, Jenal, & Filloux, 2016;
Xu et al., 2016).

1.2.7. Panorama de la transmisién de la senal a HptB

Siguiendo el esquema de la transmision de la sefal en los sistemas de doble
componente (Buschiazzo & Trajtenberg, 2019), es altamente probable que la
histidin cinasa GacS2, homdloga a PA2824 (SagS) en P. aeruginosa (Bordi et al.,

2010), pueda ser la encargada de transmitir la sefal a HptB.

En A. vinelandii, existen otras dos histidin cinasas HrgS y RetS, que carecen de un
dominio transmisor final (H2) que pueda fosforilar al regulador de respuesta (Fig.
12) (Cruz, 2012), de tal manera que estas podrian usar a HptB como el dominio

transmisor soluble en su proceso de sefalizacion.

Otro factor que suma a esta hipotesis es que ambas HK’s han demostrado tener un
papel relevante en la regulacion de los sRNA’s de la familia Rsm en P. aeruginosa
(Bordi et al., 2010; Chambonnier et al., 2016), ademas, se ha demostrado en

ensayos de fosforilacién que tanto RetS como PA2824 (homdloga a GacS2 en A.
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vinelandii) tienen la capacidad de fosforilar a HptB (Jye L. Hsu et al., 2008) por lo

que determinar si estas HK'’s tienen la capacidad de interactuar con HptB en A.

vinelandii seria de gran relevancia para elucidar esta via de sefializacion.

Fig. 12.- Histidin cinasas relacionadas con la biosintesis de alginato que no poseen dominio transmisor final.
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2. Justificacion

Este trabajo generara conocimiento para elucidar una de las vias que regulan al
sistema Rsm y permitird comprender con mas precision la via de biosintesis de

alginato en A. vinelandii (AEIV).

3. Planteamiento del problema

Actualmente la demanda de alginato con propiedades definidas y reproducibles ha
aumentado en la ciencia biomédica y la ingenieria debido a que el alginato es un
material biocompatible, de baja toxicidad y relativamente barato (Lee & Mooney,
2012).

El alginato obtenido de plantas es poco reproducible, ademas de que requiere de
procesos adicionales para obtener el material con las conformaciones deseadas
(Rehm, 2010).

Debido a que existen mas de 20 genes relacionados con la produccion de alginato
en A. vinelandii (Urtuvia et al., 2017), éste es un gran modelo de estudio, ya que

permitiria la modulacion en la produccion del biopolimero.

Actualmente no se cuenta con una via completa de regulacion de la produccién de

alginato en A. vinelandii.

4. Hipotesis cientifica

HptB funge como intermediario de una cascada de senalizacién alternativa a GacS
que modula la produccion de alginato mediante la regulacion post-transcripcional

que ejercen los sSRNA’s del sistema Rsm en A. vinelandii (AEIV)
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5. Objetivos

5.1. Objetivo general

Estudiar el gen hptB de A. vinelandii (AEIV) y su posible relacién con el sistema Rsm

en la produccion de alginato.
5.2. Objetivos particulares

Obtener una mutante hptB, su derivada complementada y una cepa donde se sobre-

exprese hptB.

Establecer el efecto fenotipico de la mutacion de HptB sobre la produccion de

alginato

Determinar el efecto de la mutacion de hptB en la transcripcion de los genes rsmZ1,

rsmZ2y rsmy.

Determinar la interaccion entre HptB y las cinasas histidinicas cinasas RetS, LadS
y GacS2.
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6. Materiales y métodos

6.1. Vectores

Tamaiio

(pb)

Caracteristicas

Marcadores
de resistencia

Referencia

pFLPe4

pFZEGmM

PGEMHptB
TH-

PGEM-T
easy

pJET1.2 /
blunt

pJET1.2-
hptB

pJET-
hptB::FRT

pRK2013

pSR658

pSR658-H

PSR659

PSR659-G

pSR659-L

PSR659-R

pUHptBTH
+

7072

4352

3377

3016

2974

4296

6010

N/D

=4150

=4150 +
360

~2800

=2800 +
1789

=2800 +

=2800 +

7491

Vector de expresion de la proteina FLP mejorada,
fusionada con el promotor inducible de rhaB.

Vector de utileria que contiene un casette de resistencia a
gentamicina flanqueado por sitios FRT (sitio diana de la
recombinasa FLP), los cuales a su vez son flanqueados por
polilinkers. Derivado de pFZE1 (Choi et al., 2008).

Vector de mantenimiento derivado de pGEM-T easy que
porta el gen hptB obtenido a partir de PCR con los
oligonucleétidos hptBTHFw y hptBTHRv.

Vector de clonacién de productos de PCR, cribado
blanco/azul por lacZ interrumpido.

Vector de clonacidn linealizado con EcoRV (extremos
romos), eco47IR (seleccion positiva del plasmido
recombinante).

Vector derivado de pJET1.2 / blunt con un inserto del gen
hptB obtenido de Azotobacter vinelandii AEIV mediante
PCR con DNA polimerasa Pfu (alta fidelidad, extremos
romos).

Vector mutagénico derivado de pJET1.2-hptB, con una
insercion en el gen hptB en su sitio Smal obtenida a partir
de pFZE1 digerido con Hindlll.

Contiene los genes de transferencia RK2. Plasmido
ayudante para la movilizacidn de plasmidos no auto
transmisibles.

Vector de expresion de la proteina LexApgpwt para ensayos
de hetero dimerizacion, derivado de pMS604 (Dmitrova et
al., 1998).

Vector derivado de pSR658 que porta la fusién del gen
hptB en marco de lectura con LexApgpwt, Insertado en los
sitios Sacl y Kpnl.

Vector de expresion de la proteina LexApgpmut para
ensayos de hetero dimerizaciéon, derivado de pDP804
(Dmitrova et al., 1998).

Vector derivado de pSR659 que porta la fusidn de la region
citoplasmatica de la proteina GacS2 en marco de lectura
con LexApgpmut. insertado en los sitios BamHI y Hindlll.
Vector derivado de pSR659 que porta la fusidn de la region
citoplasmatica de la proteina LadS en marco de lectura con
LexApspmut.

Vector derivado de pSR659 que porta la fusidn de la region
citoplasmatica de la proteina RetS en marco de lectura con
LexApspmut.

Vector de complementacidn en cis derivado de pUMAtac
KM con hptB tomado de pGEMHptBTH- bajo control del
promotor ptac, insertado en el sitio EcoRl.

neo (KANR)

bla (AMPR),
aacC1 (GENR)

bla (AMPR)

bla (AMPF)

bla (AMPR)

bla (AMPF)

bla (AMPR),
aacC1 (GENR)

Km

tetK (TETR)

tetk (TETR)

bla (AMPF)

bla (AMPF)

bla (AMPF)

bla (AMPR)

bla (AMPR), neo
(KANF)

(Choi et al.,
2008)

(Rosales Cruz,
2018)

Este trabajo.

Promega.

Thermo
Fisher.

Este trabajo.

Este trabajo.

(Boyer &
Roulland-
dussoix,
1969)
(Daines,
Granger-
Schnarr,
Dimitrova, &
Silver, 2002)

Este trabajo.

(Daines et al.,
2002)

Acocal, datos
no
publicados.

(Sanchez
Cuapio, 2012)

(Sanchez
Cuapio, 2012)

Este trabajo.
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Vector transformante en cis por intercambio alélico en

R Dl
PUMAtac 7131 melA, con un sitio de multiclonacién bajo control del bla (ARMP ) neo  (Lopez-Pliego
Km R (KANR) etal., 2018)
promotor inducible ptac.
pUMA Vector transformante en cis por intercambio alélico en (Lépez-Pliego
rsmZ1- N/D melA, que contiene la regién codificante de rsmZ1 tetK (TETR) i =
. etal., 2018)
gusA fusionada al gen reportero gusA.
pUMA Vector transformante en cis por intercambio alélico en (Lépez-Pliego
rsmz2- N/D melA, que contiene la regién codificante de rsmZ2 tetK (TETR) ot aF: 2018?
gusA fusionada al gen reportero gusA. v
bUMA Vector transformante en cis por intercambio alélico en (Lopez-Pliego
. .z ore R =
P N/D melA, que contiene la region codificante de rsmY tetK (TETR) etal, 2018)

fusionada al gen reportero gusA.
Tabla 1.- Lista de vectores utilizados.

Las secuencias se encuentran disponibles en el siguiente enlace:

https://drive.gooqgle.com/drive/folders/1wVSfgBdxzlh eapilHC1NX3JrlLOwz3K?usp
=sharing

6.2. Material biolégico

Especie Cepa Caracteristicas Fuente Condiciones de crecimiento
(Larsen & . 5
AEIV Cepa silvestre Haug, II:IA:S:)OBur/kmSIacarosa (BS) @30°C
1971) HE
AEIV (Lopez-

Derivada de la cepa AEIV que porta la Medio Burk-Sacarosa (BS) @30°C

rsmy- ., . Pliego et
- L1 E
gusA fusién transcripcional rsmY-gusA al,, 2018) NAL 10 pg/ml, TET 40 pug/ml
AEIV Lopez-
Derivada de la cepa AEIV que porta la ('opez Medio Burk-Sacarosa (BS) @30°C
e fusidn transcripcional rsmZ1-gusA Pz NAL 10 pg/ml, TET 40 pg/ml
gusA P g al., 2018) HE/% K
AEIV Derivada de la cepa AEIV que porta la (I?opez- Medio Burk-Sacarosa (BS) @30°C
rsmz2- fusidn transcripcional rsmZ2-qusA Pliego et NAL 10 pg/ml, TET 40 pg/ml
gusA P g al., 2018) HE/m%, HE
hotB Cepa derivada de AEIV, mutante por Este Medio Burk-Sacarosa (BS) @30°C
Azotobacter P insercion en hptB, hptB::FRT trabajo NAL 10 pg/ml
vinelandii
hotBY Derivada de la cepa HptB™ que porta la Este Medio Burk-Sacarosa (BS) @30°C
P fusién transcripcional rsmY-gusA trabajo NAL 10 pg/ml, TET 40 pug/ml
hotB 71 Derivada de la cepa HptB™ que porta la Este Medio Burk-Sacarosa (BS) @30°C
P fusién transcripcional rsmZ1-gusA trabajo NAL 10 pg/ml, TET 40 pg/ml
hotBZ2 Derivada de la cepa HptB™ que porta la Este Medio Burk-Sacarosa (BS) @30°C
P fusidn transcripcional rsmZ2-gusA trabajo NAL 10 pg/ml, TET 40 pg/ml
hptB* Cepa sobre expresada derivada de AEIV, Este Medio Burk-Sacarosa (BS) @30°C
P melA::hptB. trabajo  NAL 10 pg/ml, KAN 4 pg/ml
hotBe Cepa complementada derivada de HptB", Este Medio Burk-Sacarosa (BS) @30°C
P hptB::FRT, melA::hptB trabajo  NAL 10 pg/ml, KAN 4 pg/ml
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dH5a

dH5a-
pFZEGm

DH5a-
hptB

dH5a-
hptB::FRT

dH5a - H

HB101
pRK2013

Escherichia

coli
su202

su202-G

su202-GH

su202-L

su202-LH

su202-R

su202-RH

F~, #80d/acZAM15, A(lacZYA-argF)U169,
deoR, recAl, endA1, hsdR17(rK-, mK*),
phoA, supE44, \—, thi-1, gyrA96, relAl

Derivado de dH5a, porta el vector
pFZEGm

Derivado de dH5a, porta el vector
pJET1.2-hptB.

Derivado de dH5a, porta el vector pJET-
hptB::FRT

Derivado de la cepa dH5q, porta el
plasmido pSR658-H

Derivada de la cepa KB12

supEd4, A(mcrC-mrr), recAl13, ara-14,
proA2, lacY1, galK2, rpsL20, xyl-5, mtl- 1,
leuB6, thi-1, porta el plasmido pRK2013.
Derivado de la cepa JL1434.
lexA71::Tn5, (Def)sulA211,
A(laclPOZYA)169/F'lacl®lacZAM15::Tn9;
op408/op+::lacZ

Derivado de la cepa su202, porta el
plasmido pSR659-G

Derivada de la cepa su202-G que porta el
plasmido pSR658-H

Derivada de la cepa su202 que porta el
plasmido pSR659-L

Derivada de la cepa su202-L que porta el
pladsmido pSR658-H

Derivada de la cepa su202 que porta el
plasmido pSR659-R

Derivada de la cepa su202-R que porta el
plasmido pSR658-H

Tabla 2.- Lista de material biologico utilizado.

6.3. Oligonucleotidos

Secuencia 5'a 3'

(Woodcock
etal.,
1989)

(Rosales
Cruz, 2018)

Este
trabajo

Este
trabajo

Este
trabajo

(Boyer &

Roulland-

dussoix,
1969)

(Dmitrova
etal.,
1998)

Acocal,
datos no
publicados

Este
trabajo

(Sanchez
Cuapio,
2012)

Este
trabajo

(Sanchez
Cuapio,
2012)

Este
trabajo

Medio Luria Bertani (LB) @37°C

Medio Luria Bertani (LB) @37°C
GEN 3ug/ml

Medio Luria Bertani (LB) @37°C
AMP 100ug/ml

Medio Luria Bertani (LB) @37°C
GEN 3pg/ml

Medio Luria Bertani (LB) @37°C
AMP 100pg/ml

Medio Luria Bertani (LB) @37°C
KAN 4pg/mL

Medio Luria Bertani (LB) @37°C
CHL 20pg/mL, KAN 4pg/mL

Medio Luria Bertani (LB) @37°C
TET 40ug/ml

Medio Luria Bertani (LB) @37°C
TET 40pg/ml, AMP 100pg/ml

Medio Luria Bertani (LB) @37°C
TET 40pg/ml

Medio Luria Bertani (LB) @37°C
TET 40ug/ml, AMP 100ug/ml

Medio Luria Bertani (LB) @37°C
TET 40ug/ml

Medio Luria Bertani (LB) @37°C
TET 40pg/ml, AMP 100pg/ml

Fuente

hptBFw  GGATCCGCTTCAATCCGCTGCCCTATC N/A
hptBRV  GGTACCCTGAACGGCTCCTTGAAACT N/A
hptBTHFw  GAGCTCGTGTCCGAACATCTCGAT ~ msertaunsitio
Saclen 5
hptBTHRV  GGTACCTCACGGATGACGCTGTCG '”?;:T::;?m

27-mer 59% 8147.3 66.0 Este trabajo
26-mer 54% 7931.2 64.0 Este trabajo
24-mer 54% 7328.8 Z‘;' Este trabajo
58, .
24-mer 63% 7369.8 65 Este trabajo
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pRhaRv AACTCGAGCTCGATCATATGCATT
pRhaFw GGATCCTGTATATCTCCTTGCTGAA
G2ExFw GGATCCCGGATGCTGACCCGGCC
G2ExRv AAGCTTTGTGGCATTCGCCCCGCCC
ptac ACAATTAATCATCGGCTCGTAT
gusAl TGTAACGCGCTTTCCCACCAC
TcRv GCTAGCAGCACGCCATAGTGA

Tabla 3.- Lista de oligonucledtidos utilizados.

6.4. Medios de cultivo

Nombre

Luria-Bertani (LB)
pH7.2+0.2

MacConkey Agar (MCA)
pH 7.1+ 0.2

Burk-Sacarosa (BS)
pH7.1-7.2

Burk-Sacarosa para competencia (BSC)
pH7.1-7.2

N/A 24-mer 42% 7311.8
N/A 25-mer 44% 7623.0
nserta un sitio 53 mer  74%  7026.6
BamHl en 5
Inserta un sitio o
Hindlll en 3' 25-mer 64% 7569.9
N/A 22-mer 36% 6693.4
N/A 21-mer 57% 6302.1
N/A 21-mer 57% 6440.2
Reactivo

NaCl

Extracto de levadura

Peptona de caseina

Agar bacterioldgico*

Digerido pancreatico de gelatina
Digerido pancreatico de caseina
Digerido péptico de tejido animal
Lactosa

Sales biliares

NaCl

Rojo neutro

Cristal violeta

Agar bacteriologico*

K2HPO4

KH,PO4

Sacarosa

CaC|2.2H20

N32304

MgCl,.6H,0

FeS0,4.7H,0

NaMo0,.2H,0

Agar bacteriologico*

K;HPO4

KH;PO4

Sacarosa

CaCIz.ZHZO

N32504

MgCIz.GHZO

Agar bacteriologico*

Tabla 4.- Lista de medio de cultivo utilizados, * aplica cuando se prepare medio sdlido.

55.0
48.0

68

70

54
60.5
59.7

(Rosales
Cruz, 2018)

Este trabajo
Este trabajo
(Lopez-

Pliego et
al., 2018)

Cantidad (g/L)

5.000
5.000
10.000
15.000
17.000
1.500
1.500
10.000
1.500
5.000
0.030
0.001
13.500
8.000
2.000
200.000
7.300
18.300
16.000
5.000
0.200
15.000
8.000
2.000
200.000
7.300
18.300
16.000
15.000
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6.5. Técnicas y procedimientos
6.5.1. Extraccion de ADN plasmidico

6.5.1.1. Extraccion por perclorato
Reactivos:

e Solucion TES (Tris-EDTA-Sacarosa): Sacarosa 15%,Tris 50 mM a pH 8.5,
EDTA 50 mM a pH 8.0

e Lisozima 10 mg/ml

e NaClO4s5M

e RNAsa 10 mg/ml

Protocolo:

e Centrifugar 3 ml de cultivo (con todo y palillo)

e Lavar con 1 ml de MgSO4 10 mM (pasar a tubo eppendorf)
e Resuspender en 175 pl de soluciéon TES

e Agregar 25 ul de lisozima (10 mg/ml)

e Enfriar agua y Calentar termoblock a 73°C

e Mantener 20 min en hielo

e Agregar 400 ul de agua helada

e Incubar 15 mina 73°C

e Centrifugar 15 min a 12000 rpm

e Transferir sobrenadante en un tubo nuevo

e Agregar 60 ul de NaClO4 5 M

e Agregar 600 ul de isopropanol, Mezclar

e Precipitar en hielo 10 min

e Centrifugar 15 min a 12000 rpm

e Lavar pellet (2 veces) con 500ul de etanol al 70% (centrifugar por 2 min).
e Secara47°C yresuspender en 30 yl de RNAsa diluida.

e Incubar 1 horaa 37°C

6.5.1.2. Extraccidon por maxiprep:
Reactivos:
e Solucion I: Glucosa 10 mM, EDTA 2 mM, TrisCl 5 mM, todo a pH 8.0

e Solucion Il: NaOH 2 N, SDS 10%
e Solucion lll: Acetato de Na o K (5 M), Ac. Acético Glacial, todo a pH 4.8
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RNAsa 20 mg/ml

Protocolo:

Cultivar en 50 ml de LB de 8-12 hrs con antibiético correspondiente a 37°C,
en agitacion.

Transferir las células a dos tubos Falcon de 50 ml (25 ml c/u) y centrifugar
por 5 min a 6000 rpm.

Lavar la pastilla en 10 ml de MgS0O4 10 mM.

Preparar la solucion I:

H20 800 ul
NaOH 2 N | 100 ul | Por cada 1 ml
SDS 10% | 100 ul

Resuspender la pastilla en 1.5 ml de solucion de lisis alcalina |

Agregar 3.5 ml de solucion Il e invertir el tubo lentamente 2-3 veces
Agregar 2.5 ml de solucion Il agitar fuertemente con la mano y dejar
reposar por 15 minutos en hielo

Centrifugar por 10 min a 6000 rpm y transferir la fase liquida a tubos Falcon
de 15 ml

Precipitar el DNA con un volumen de isopropanol por 15 min en hielo
Centrifugar por 10 min a 6000 rpm y decantar sobrenadante

Lavar la pastilla 3 veces con 2 ml de etanol al 70% (centrifugados de 2 min
a 6000 rpm)

Secar la pastilla a temperatura ambiente o a 50°C

Resuspender en 200 yl de RNAsa diluida e incubar durante la noche a
37°C.

6.5.2. Extraccion de ADN total (A. vinelandii)

Reactivos:
e Solucion TE 50/20: EDTA 50 mM, TrisCl 20 mM, todo a pH 8.0
e Lisozima 10 mg/ml
e Proteasa 10 mg/ml
e SDS 10%: Duodecil sulfato de sodio 10%
e NaCl5M
e CTAB: Bromuro de cetiltrimetilamonio 10%, NaCl 0.7 M
e Cloroformo-Alcohol isoamilico 24:1

Pagina | 25



¢ New Wash: 50% New wash stock diluido 10:1, 50% etanol absoluto
e RNAsa 20 mg/ml

Protocolo:

e Crecer a A. vinelandii en 100 ml de BS adicionado con 20 ml de PY durante
2 dias a 30°c en agitacion

e Lavar células con MgSO4 10 mM hasta quedar sin alginato

e Resuspender en 450 pl de buffer TE 50/20 y vortexear

e Agregar 50 pl de lisozima (10 mg/ml) incubar por 30 min a 37°C

e Agregar 30 ul de proteasa (10 mg/ml) incubar por 30 min a 37°C

e Agregar 50 ul de SDS 10% e incubar por 15 min a 37°C (o mas tiempo
hasta que se observe una solucion turbia y viscosa)

e Agregar 100 pyl de NaCl 5 M, mezclar e incubar por 10 min a 65°C

e Adicionar 80 pl de solucion CTAB 10% NaCl 0.7M (calentada a 65°C) e
incubar de 15 a 20 minutos a 65°C

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

e Recuperar la fase superior

e [Continuar con protocolo con silica o protocolo con fenol-cloroformo]

Protocolo con silica:

Agregar 10 pl de silica y dejar reposar por 5 minutos

e Centrifugar por un minuto y decantar el sobrenadante

e Lavar 3 veces con 500 pl de New Wash (centrifugaciones de 1 min)

e Secar la pastilla a 37°c 0 50°C

e Resuspender en 30 pl de RNAsa diluida e incubar por una hora a 37°C

Protocolo con fenol-cloroformo

Agregar un volumen de solucion fenol-cloroformo-alcohol isoamilico

e Vortexear y centrifugar por 5 min

e Recuperar el sobrenadante

e Extraer una vez con un volumen de cloroformo-alcohol isoamilico

e Vortexear y cenrtifugar por 5 min

¢ Recuperar sobrenadante

e Anadir 600 pl de isopropanol

e Centrifugar 10 min y decantar el sobrenadante (con cuidado de no tirar la
pastilla)

e Lavar 3 veces con etanol al 70%

e Secar la pastilla por 15 minutos a 37°C

e Resuspender en 30 pl de RNAsa diluida e incubar por 1 hra a 37°C
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6.5.3. Electroforesis
Reactivos:

¢ Amortiguador Tris-acetatos- EDTA (TAE1X): Tris pH 8, 90 mM; acido
acético 90 mM; EDTA 2 mM.

e Marcador de peso molecular

e Agarosa al 1%.

Protocolo:

e Cargar en el primer pozo de un gel de agarosa el marcador de peso
molecular de concentracion conocida, seguido de las muestras de DNA en
los pozos que siguen.

e Tenir el gel en solucion TAE 100ml / EtBr 5ul por 2 min.

e Visualizar en un transiluminador de luz UV.

6.5.4. PCR

Reactivos:

Agua tridestilada
Oligonucleétidos 25 pM (c/u)
dNTP’s 10 mM

Buffer enzima taq 10X
MgClz 25 mM

Polimerasa taq 5 U/pl

ADN molde ~200 ng/ul

Protocolo:

e Hacer un mix de cada muestra con todos los reactivos en un volumen final
de 10 pl y una concentracion de 1:10.

e Programar el equipo segun las especificaciones de la reaccion, asi como la
temperatura de alineacién de los oligonucleétidos.

¢ Analizar las muestras mediante electroforesis.

6.5.5. Purificacion de ADN
6.5.5.1. Precipitacion con glucégeno

e Agregar 500 pl de Isopropanol al DNA.
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Agregar 1 ul de glucogeno.

Incubar 15 min a -70°C

Centrifugar 10 m a 13,300 rpm

Decantar sobrenadante (cuidando de no desechar pellet)
Lavar pellet con 500 ul de etanol al 70% [x3]

Secar la pastilla a 37°C

Resuspender la pastilla en 20 ul de H20 min

6.5.5.2. Extraccion a partir de banda de agarosa

Correr un volumen apropiado por electroforesis y tefiirlo con BET
Visualizar el gel en transiluminador a baja potencia y marcar la zona a
cortar (hacerlo con rapidez)

Apagar el transiluminador y cortar la banda previamente marcada, ponerla
en un Eppendorf

Pesar la banda y agregar 3 volumenes (con respecto al peso) de Nal 6 M
Incubar a 50°c por 5 min (hasta que la banda se disuelva por completo)
Agregar 10 ul de silica y esperar por 5 min a temperatura ambiente
Centrifugar 1 min a 13000 rpm

Lavar 3 veces con 500 pl de New Wash (resuspender suavemente)
Quitar exceso de solucion y secar pastilla

Resuspender en volumen adecuado

6.5.6. Restriccion

Reactivos:

Enzima de restriccion 5 U/pl
Buffer especifico 10X

Agua tridestilada

ADN ~200 ng/pl

Protocolo:

Mezclar 30 ul de ADN, 5 ul de buffer, 0.25 pl de enzima de restricciéon y aforar
hasta un volumen final de 50 ul con agua tridestilada.

Incubar la mezcla por la cantidad de tiempo temperatura éptima de reaccion
de la enzima usada.

Detener la reaccion inactivando la enzima por 20 minutos a 65°C.

Analizar la reaccién mediante electroforesis.
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6.5.7. Ligacion

Reactivos:

Enzima de ADN ligasa 5 U/pl

Buffer especifico 10X

Agua tridestilada

ADN ~200 ng/ul (Fragmentos cohesivos y fosforilados)

Protocolo:

Mezclar 15 pl de ADN1, 15 ul de ADN2, 5 ul de buffer, 0.25ul de enzima ligasa
y aforar hasta un volumen final de 40 pl con agua tridestilada.

Incubar la mezcla por 30 minutos a 22°C.

Usar ADN para transformar.

6.5.8. Transformacion por de E. coli quimico-competente

Preparar bafio a 42 °C

Descongelar células E. coli DH5-a

Agregar DNA para transformar

Incubar por 30 min en hielo

Incubar 2 min en bafio a 42°C

Agregar 1 ml de LB (medio de recuperacion)

Incubar 1 hra a 37°C en agitacion

Sembrar en medio de seleccion (200 ul y 400 pl con perlas)

6.5.9. Transformacion de A. vinelandii

Preparacion de células competentes

A partir de una placa fresca de medio BS sodlido subcultivar la cepa de A.
vinelandii en medio CM incubando por 48 horas a 30°C.

A partir de este cultivo sembrar una placa de CM en toda su superficie con
la ayuda de un asa. Incubar a 24 horas a 30°C.

Recolectar todas las células en 1 ml de MgSO4 10 mM con la ayuda de un
asa grande.

Lavar las células por dos veces con MgSO4 10 mM.

Resuspender las células en 160 yl de medio CM y 840 pl de MgSO4 10
mM.

Proceder a transformar.
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Transformacion

e Se toman 200 pl de células competentes de A. vinelandiiy se le agregan de
10 a 50 pl de plasmido, dependiendo de la concentracion del mismo, y se
mezcla despacio.

e Se depositan los 200 ul de células en el centro de una placa pequefia de
CM con una pipeta, cuidando que el liquido no se derrame por toda la
superficie.

e Se deja secar en esterilidad y se incuba por 48 horas a 30°C.

e Se recogen las células con un asa grande y se depositan en un tubo de 1.5
ml con 1 ml de MgSO4 10 mM, se lavan dos veces con MgSO4 10 mM.

e Se siembran 200 pl en placas de seleccion, de medio BS con los
antibiéticos correspondientes.

6.5.10. Conjugacioén triparental.
Cepas:

e Cepa ayudante — E. coli HB101 pRK2013
e Cepa donadora — E. coli DH5a pFLPe4
e Cepa receptora — A. vinelandii hptB:FRT

Materiales:

e Medio LB liquido y sélido
e Medio BS liquido y sélido
e Antibitticos de seleccion.
e MgSO4 10 mM.

Protocolo:

e Dia 1.- inocular cepa receptora en BS liquido con gentamicina e incubar en
condiciones adecuadas.
e Dia 2.- inocular cepas ayudante y donadora en medio LB liquido con
kanamicina e incubar en condiciones adecuadas (ver nota).
e Dia3.-
e Lavar las cepas con MgSO4 10 mM, repetir al menos dos veces para

eliminar antibiéticos; Resuspender en 1 ml de MgSO4 10 mM.
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¢ Medir densidad Optica y combinar las cepas suavemente con la pipeta
en un relacién 2:1:1, receptora:donadora:ayudante.

e Inocular 100yl de la combinacion en medio BS-LB sdlido sin
antibiodticos. No dispersar las células.

¢ Incubar la placa de la conjugacion por 24hrs @ 30°C.

e Dia4.-

e Recoger los puntos de conjugacién con un asa suavemente y lavar
dos veces con MgSO4 10 mM.

¢ Resuspender cada muestra en 1ml de MgSO4 10 mM.

e Preparar diluciones 1:10 de cada muestra.

e Inocular por dispersion 200 yl de cada muestra sin diluir y de su
dilucion 1:10 en placas de medio BS sdélido adicionado con
kanamicina.

e Diab5a6.-

e Verificar el crecimiento de colonias, aislarlas y verificar por PCR la

presencia del plasmido.
¢ Nota, ya que el plasmido pFLPe4 es termosensible, la cepa donadora se

debe manejar en todo momento a < 30°C.

6.5.11. Cuantificacidon de proteina por método de Lowry
Reactivos

e Solucidon reactiva: 1 ml de solucion B + 1ml de solucidon C + 98 ml de
solucién A

e Solucion A: Na2COs3 2% en NaOH 0.1N
e Solucion B: Tartrato de Nay K 2%
e Solucion C: CuS0O4 1%
e Folin 1:2
Protocolo:

e Obtener un pre-indculo de 18-24 h de A. vinelandii.
e Inocular 50 ml de BS con 1 ml de pre-indculo, incubar a 30°C por 48 h.
e Centrifugar 25 ml de cultivo de 48 horas hasta obtener paquete celular.
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[Guardar en refrigeracién los 25 ml restantes para cuantificar actividad de la
B-glucuronidasa en el mismo dia, método 6.5.12]

Lavar las células con MgSO4 10 mM y resuspender en 1 ml.

Tomar 10 pl y llevarlo a un volumen final de 200 pl con MgSOa.

Agregar 1 ml de la solucion reactiva, mezclar y dejar reposar 10 minutos.
Agregar 100 pl de folin diluido 1:1 y dejar reposar 30 minutos.

Medir absorbancia a 625 nm y registrar los resultados.

Correr al mismo tiempo una curva de calibracién con un estandar de
albumina sérica bovina (2 pg/ul), usando muestras obtenidas a partir de las
siguientes concentraciones:

Volumen de estandar albumina Concentracion
. . Volumen de H20 e

sérica bovina (2ug/ul) conocida final

2 ul 198 ul 0.02 pg/ul

4 ul 196 ul 0.04 ug/ul

8 ul 192 ul 0.08 pg/ul

16 ul 184 ul 0.16 ug/ul

32 ul 168 ul 0.32 pg/ul

Usar la formula de la recta obtenida en la curva de calibracién para
determinar la concentracién de proteina en cada muestra en pg/ul.

6.5.12. Cuantificacion de actividad enzimatica de la B-glucuronidasa.

Reactivos:

Buffer Z

Lisozima 10 mg/ml

Tritén al 10%

4-Nitrofenil B-D-glucopiranosido (PNPG)
Na2CO3

Protocolo:

[Usar los 25 ml restantes de la cuantificacion de proteina por método de
Lowry, método 6.5.11]

Centrifugar 25 ml de cultivo de 18-24 horas hasta obtener paquete celular.
Lavar las células con MgSO4 10 mM y resuspender en 1 ml.

Tomar 20 pl [V Rx] y ponerlo en un tubo nuevo de 1.5 ml con 710 ul de
buffer Z.

Agregar 10 ul de lisozima e incubar 5 minutos a 37°C.

Agregar 10 pl de tritén e incubar 5 minutos a 28°C

Agregar 200 ul de PNPG y cronometrar la reaccion.

Pagina | 32



e Agregar 150 yl de Na2COs para detener la reaccion, registrar tiempo
cronometrado [t Rx].

e Medir la absorbancia a 405 nm contra el blanco [D.O.405]

e Realizar los calculos de actividad B-glucuronidasa usando la siguiente
férmula:

D.0.405% 1000
0.018 X t Rxypin X V Rxy; X Proteinay g jm

Actividad fglucuronidasay pijer =

Donde:
Proteinaygm corresponde a la concentracion de proteina reportada con el
meétodo 6.5.11, tomar especial atencion a las unidades.

Notas:

Las unidades de actividad reportadas son unidades Miller [U miller] que
equivalen a los nmoles de p-nitrofenil generados cada minuto a 28°C/mg de
proteina.

6.6. Prueba estadistica

Para la cuantificacion de la expresion de los sRNA del sistema Rsm (ver 7.3.2) Se
analizaron tres muestras diferentes de cada fusion, los resultados fueron
cuantificados y estandarizados a una lectura mock (niveles de expresion con
fusiones vacias), se dibujaron barras de error de acuerdo con la desviacion media
estandar de cada grupo y se determiné diferencia estadistica significativa con un

analisis de varianza de una via ANOVA (ver 11.1.4).
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7. Resultados

7.1. Estudio fenotipico de la mutacién en hptB.

7.1.1. Clonacién del gen hptB.

Se llevd a cabo la extraccion de ADN total de Azotobacter vinelandii AEIV utilizando
el método descrito en el apartado 6.5.2. A continuacion, se realizdé una reaccién de
PCR utilizando los oligonucledtidos hptBFw y hptBRv, y la ADN polimerasa Pfu. Las
condiciones de PCR incluyeron una temperatura de hibridacion de 61°C, un tiempo
de extension de 2.5 min y 25 de ciclos de amplificacion. Esta amplificacion permitid
obtener la secuencia codificante de hptB, junto con aproximadamente 490 pb rio

arriba y rio abajo, resultando en una secuencia total de 1322 pb.

La presencia del amplicon que contiene el gen hptB se confirmd mediante
electroforesis y restriccion enzimatica utilizando el sitio unico de restriccion Smal
[695+627] (ver Fotografia 1).

(0) StartlhszF-,w (1..27) (492 .. 509) -prBTHFwL Smal (627) hptETHRY (822 .. B39) (1322) EndnptBRv (1297 .. 1322)
= 2507 500 7507 0007 1250 —
[ Hpte > a

HptBFw HptBRY

Fotografia 1.- Arriba, gel de electroforesis, carril 1: marcador de peso molecular (MWM), carril 2: fragmento
amplificado por PCR, carril 3: restriccion del fragmento amplificado con endonucleasa Smal; abajo, esquema
del amplicon y sitio Smal

El producto de la amplificacion fue ligado en el vector de clonacion pJET1.2 / blunt
siguiendo el protocolo del proveedor, para dar origen al vector pJET1.2-hptB (ver
Mapa 1).

Pagina | 34



hptBFw (372 .. 398)

f - HEtBFW

- hetBTHFw (863 . 850)

Mapa 1.- Vector pJET1.2-
—— Smal (395) hptB, destacando el sitio de
insercion de hptB.

pJET1.2-hptB
4296 bp

T hptBTHRY {1183 .. 1210)

\ " (HptERy

hptBRY (1668 .. 1693)

Utilizando el procedimiento descrito en la seccidn 6.5.8, se realizé la transformacién
de células quimicamente competentes de E. coli DH5a con el vector pJET1.2-hptB.
Los transformantes resultantes, designados como DH5a-hptB, fueron
seleccionados por resistencia en medio LB suplementado con ampicilina a una

concentracion de 100 pg/ml.

Se extrajo ADN plasmidico de las células candidatas a transformantes mediante el
procedimiento descrito en 6.5.1.1; La verificacién de la insercion, su orientacion y
las transformantes se realizé mediante ensayo de restriccién con la endonucleasa
Xhol: A:[3181+678+265+111+61] 6 B:[3001+678+265+241+111] (ver Fotografia 2).

(413) xhot (1356) Xhol

(352) Xhol (1091) Xhol Xhol (1467)
} . e
— = — K -

678pb 265pb 3181pb
65pb 111pb
B (704) Xhol
(593) Xhol

(352) Xhol ‘ Xhol (969) Xhol (1647)

i A e i :
S | - K -

241pb—1265pb
111pb

678pb 001pb

Fotografia 2.- Gel de electroforesis, de izquierda a derecha: MWM, pJET1.2-hptB Muestras 1-6, digeridas con
Xhol. En la simulacion del gel se puede apreciar patron de restriccion segun sentido A o sentido B, a la derecha
se tiene esquema de los sitios de restriccion Xhol, se conservé la muestra 1 con el patréon “A”
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7.1.2. Construccion del plasmido mutagénico.

Debido a su tamario reducido y a que forma parte de un operdn con tres genes rio
abajo (ver Fig. 11), se optd por realizar una mutacion por insercién libre de
marcadores en hptB. Esta estrategia permite una seleccion sencilla de las
transformantes al mismo tiempo que evita la posibilidad de obtener mutantes con
efectos polares. Para ello, se utilizd la herramienta pFZEGm desarrollada
previamente en nuestro laboratorio (Rosales Cruz, 2018); este vector contiene un
marcador de resistencia a gentamicina flanqueado por sitios FRT (Sitios diana de la

recombinasa FLP) (ver Mapa 2).

Se extrajo el plasmido base pJET1.2-hptB a través del procedimiento descrito en
6.5.1.1. Posteriormente, se llevd a cabo la digestion de dicho plasmido utilizando la

endonucleasa Smal (sitio unico, extremos romos).

El inserto fue obtenido mediante la digestion de pFZEGm con la endonucleasa
Hindlll; el fragmento de interés (que contiene los sitios FRT y el marcador de
resistencia a gentamicina) fue seleccionado y purificado a partir de una banda de

agarosa (ver 6.5.5.2).

HindIIT (399)
polylinker
BamHI (429)
(FRT, FIp recombinase target site|

Mapa 2.- Vector pFZEGm; GmR:
Gentamicina Acetiltransferasa, FRT:

pen7 pomoters  SjffO Diana de la FLP Recombinasa, ble:
Proteina de Resistencia a Zeocina.
Notese el sitio de reconocimiento de la
endonucleasa Hindlll.

pFZEGm
4352 bp ]

'

Pc promoter

FRT, Flp recombinase target site!
BamHI (2083)
(2113) HindIII polylinker
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Dado que en el inserto se generaron extremos adhesivos y en el plasmido base
extremos romos, fue necesario rellenar los extremos del inserto utilizando la T4 DNA
polimerasa para que fueran compatibles. La ligacion se realizd siguiendo el
procedimiento descrito en 6.5.7, lo que resultd en la obtencion del vector pJET-
hptB::FRT (ver Mapa 3).

AmpR promoten pIET1.2 forward sequencing primer (310 .. 332)
| NotI (329)
hptBFw (372  398)

" (Hpterw)

hptBTHFw (863 .. 880)

e

(polylinker

_—Sad {1047y

“(FRT, Flp recombinase target s\tej

N pJET-hptB::FRT
&l 6010 bp

\ L[ (DEM7 promoter]

lac UV5 promoter: - e
(lac operator]

/ / N Pc promoter’
(3441 . 3454) p]ET1.2 reverse sequencing primer i / N .
(3382 .. 3407) hptBRV | ! | \ FRT, Flp recombinase target site
(HptBRY) l‘f ’I Sacl (2671)

(3245) NotI | polylinker

!
hptBTHRv ({2307 .. 2924)

Mapa 3.- Vector pJET-hptB::FRT, el fragmento obtenido a partir de pFZEGm es insertado en el sitio Smal,
directamente a la mitad del gen hptB.

El vector pJET-hptB::FRT se transformé en células de E. coli DH5a quimicamente
competentes utilizando el método descrito en 6.5.8. Las colonias potenciales
transformantes se seleccionaron en placas de agar LB suplementadas con 100
Mg/ml de ampicilina, y las placas se incubaron a 37°C durante 16 -18 horas. Este

proceso de seleccion resulto en la generacion de la cepa dH5a-hptB::FRT.

La verificacion del vector pJET-hptB::FRT se llevdo a cabo mediante ensayo de
restriccion con las endonucleasas Sacl: [4381+1624] y Notl: [3094+1624] (ver
Fotografia 3).
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Sacl Notl

3094pb:

2916ph. oo El—E TR — Gt s e ] FHE

S Not! - 2916pb

\ 4

1624pb; Sacl - 1624pb

A
\ 4

Fotografia 3.- Gel de electroforesis, Carril 1: Marcador de Peso Molecular, Carril 2 y 3: vector pJET-hptB::FRT,
Carril 4: vector pJET-hptB::FRT digerido con Sacl, Carril 5: vector pJET-hptB::FRT digerido con Notl. A la
derecha se pueden apreciar los esquemas de los sitios de restriccion Sacl y Notl.

7.1.3. Obtencion de la mutante A. vinelandii hptB::FRT

Con el propdsito de obtener mutantes estables, se opté por una estrategia de
mutagénesis mediante intercambio alélico en hptB. Se indujo el estado de
competencia en A. vinelandii al mantener la cepa en medio Burk-Sacarosa limitado
en metales (Page & Von Tigerstrom, 1979), utilizando el protocolo descrito en 6.5.9
se transformd a la cepa AEIV de A. vinelandii con el vector mutagénico pJET-
hptB::FRT.

Las colonias potenciales recombinantes en hptB fueron seleccionadas en placas de
agar BS suplementadas con 3 pg/ml de gentamicina, las placas fueron incubadas a
30°C durante 24 -36 horas, cabe mencionar que el origen de replicacion del vector

pJET-hptB::FRT no es compatible con el sistema de transcripcion de A. vinelandii.

Para seleccionar a las mutantes isogénicas, se sometié a PCR a las colonias que
presentaban el marcador de resistencia a gentamicina, usando como molde el ADN
total de las candidatas junto con los oligonucledtidos hptBTHFw y hptBTHRv, de
manera que en el corrimiento electroforético se observara una unica banda de 2062
pb (ver Fotografia 4). Este proceso de seleccién resulté en la generacion de la cepa
A. vinelandii hptB::FRT.
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(2438) Smal
(2303 .. 2320) thBTHFWL
R Avin34360 KDPG ALDOLASA

(2633 .. 2650) hptBTHRY

2062pb [e—»]
Silvestre = 348pb

(2907 .. 2924) hpta8THRY]

»l
L]

hptB::FRT = 2062pb

Fotografia 4.- Gel de electroforesis, de izquierda a derecha: Marcador de peso molecular, PCR ADN total de
candidatos a recombinantes muestras 1-9, control negativo, La muestra 9 amplifica el tamafo de la mutante
sin amplificar el tamafio del gen silvestre, por lo que es una colonia mutante isogénica. En el esquema de la
derecha se puede apreciar el tamafio del amplicén silvestre (WT) y el mutante (hptB::FRT) usando los
oligonucledtidos hptBTHFw y hptBTHRVv.

Al incubar a la cepa de A. vinelandii hptB::FRT, en medio BS liquido por 36 hrs, a
30°C en agitacion, se observo reduccién en la produccidn de alginato (ver Fotografia
5).

Fotografia 5.- Tubo izquierdo, A. vinelandii cepa AEIV (silvestre); Tubo derecho, A. vinelandii cepa hptB:FRT
(mutante), la carga celular se puede apreciar con color café oscuro, el alginato se puede apreciar en color beige
semisolido.
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7.1.4. Escision del casete de resistencia a gentamicina mediado por el
sistema FLP-FRT.

Con el propdsito de asegurar que el fenotipo observado en la mutante no es
causado por efecto polar derivado de la insercidon, se continué con la escision del
casete de resistencia a gentamicina cromosomalmente integrado en la cepa
hptB::FRT, mediado por el sistema FLP-FRT (Choi et al., 2008).

Con ayuda de la cepa de E. coli HB101 pRK2013, Se realizé una conjugacion
triparental del plasmido pFLPe4 en la cepa hptB::FRT de A. vinelandii, segun el
protocolo descrito en la seccion 6.5.10; pFLPe4 es un plasmido termosensible que
contiene la region codificante de la recombinasa FLP bajo control del sistema de
expresion inducible en presencia de L-ramnosa (rhaR/rhaS), ademas contiene un

casete de resistencia a kanamicina (ver Mapa 4).

Mapa 4.- Vector pFLPe4; neo: casete de
resistencia a kanamicina, FLPe:
Recombinasa FLP, en blanco el promotor
PrmaBap, en color violeta se puede apreciar
los sitios de unién de los oligonucledtidos
prhaFw y prhaRyv.

Escherichia coli thaB premoter 7

La seleccion de las posibles colonias transconjugantes se realizé mediante el
marcador de resistencia otorgado por el plasmido pFLPe4, para esto se
seleccionaron aleatoriamente algunas colonias y se sembraron en medio BS

adicionado con kanamicina (30 pg/mL).
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La verificacién de las cepas transconjugantes se realizé mediante PCR del ADN
plasmidico; Se usaron los oligonucleétidos pRhaFw y pRhaRv (ver Mapa 4), donde

se confirmo la presencia del vector pFLPe4 en la mutante A. vinelandii hptB::FRT

(ver Fotografia 6).

2077pb
FrhaF'.f-; (3672 .. 3696) rhaRv (5725 .. 5745)
- | rhar
rhas >
2077pb

Fotografia 6.- Gel de electroforesis, Amplicon obtenido usando los oligonucledtidos prhaFw y prhaRv en las
posibles transconjugantes de A. vinelandii hptB:FRT. Carril 1: Marcador de peso molecular (MWM), Carril 2:
Control positivo obtenido a partir del vector pFLPe4, Carriles 3 y 4: Muestras 1y 2.

Ya verificada la conjugacion, se indujo la expresion de la recombinasa FLP al
inocular la cepa transconjugante en medio bs liquido adicionado con L-ramnosa al

0.2% e incubar los matraces por 48 h a 30°C en agitacion.

La proteina FLP es una recombinasa sitio especifico de la familia de las tirosinas y
lleva a cabo su funciéon por un mecanismo de toposiomerasa tipo IB, en ello,
reconoce dos hebras de ADN con el sitio FRT, y mediante un empalme de holliday
las recombina (Ma, Kwiatek, Bolusani, Voziyanov, & Jayaram, 2007), lo que para el
gen hptB significa la escision del casete sin la perdida de la mutaciéon como se puede

apreciar en la Fig. 13.

|polylinker|

(863 .. 880) HEtETH."“s (polylinker RT, Flp recombinase target site
<4 GmR ) 1
!
FRT, Flp recombinase target site (2907 .. 2924) hptBTHRY|

\l/ Recombinasa FLP

[palylinker,
(863 .. 880) hptBTHFv-;l_ [FRT, Flp recombinase target site|

—— HptB

T
|polylinker| (1373 .. 1390) hptBTHRv

Fig. 13.- Esquema del mecanismo de escision del casete de gentamicina y mapa del gen hptB cromosomal de
la cepa hptB::FRT pre y post escision.
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Posterior a la inducciéon de recombinasa FLP se incubaron los matraces a 37°C por
12 hrs para eliminar el plasmido pFLPe4 de A. vinelandii hptB::FRT, segun lo

reportado previamente en otro trabajo (Rosales Cruz, 2018).

La seleccion de las colonias que perdieron el casete de resistencia a gentamicina
se realizé por ensayo de contra-seleccion, para esto se realizd una dilucion 1x10°
con la cual se obtuvieron ~80 UFC, se inocul6 una misma colonia en dos placas
diferentes y en posicion determinada, una placa que contiene medio BS sin
antibiéticos y otra de medio BS adicionado con gentamicina 10 pg/ml. Se tomaron
como candidatas potenciales aquellas colonias que no crecieron en la placa de
medio BS adicionado con gentamicina, pero si en la placa sin antibioticos (ver

Fotografia 7).

BS + GEN

Fotografia 7.- Ensayo de contra-seleccion para la escision del casete de gentamicina, Izquierda: Agar Burk-
Sacarosa, Derecha: Agar Burk-Sacarosa adicionado con gentamicina.

Las colonias seleccionadas fueron verificadas mediante PCR usando los
oligonucledtidos hptBFw y hptBTHRv a una TM 64°C de donde se visualizé la
reduccion en el tamafo del amplicon derivada de la pérdida del casete (ver
Fotografia 8) dando origen a la cepa A. vinelandii hptB-, la cual conserva el fenotipo
alginato negativo, con lo que se descarta que el fenotipo observado sea
consecuencia de una mutante polar; cabe mencionar que a partir de la insercién en
hptB se crea un cambio en el marco de lectura sin sentido que detiene la traduccion

de la proteina antes del sitio activo de esta.
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MWM  WT  hptB:FRT  hptB-

839 pb
2o22ph 2553 pb
1019 pb

1019 pb
WT
hptB::FRT
i hptBFw(372 .. 398) — M :
R b G e S
{hptB

1 hptBFw(372 .. 398) :

hptBTHRY (1189 .. 1206

“IhptBTHR (1373 .. 1350)

Fotografia 8.- Gel de electroforesis, PCR con oligonucledtidos hptBFw y hptBTHRV de: Carril 2, Cepa silvestre

(WT); Carril 3, cepa hptB::FRT, Carril 4, Cepa hptB~ (después de la escision de casete). A la derecha se
aprecia el esquema de la secuencia y el tamafio del amplicon.

7.2. Complementacion de la mutante hptB"y sobre-expresion.

Con el fin de complementar a la cepa recombinante en HptB de A. vinelandii, y
obtener una cepa sobre-expresante se opté por una estrategia de intercambio
alélico utilizando el vector pUMAtackKm (Coxca - lIsidro, 2015); Este vector
integrativo es capaz de recombinarse en el locus neutro melA de A. vinelandii,
contiene un casete de resistencia a kanamicina y un sitio de multiclonaciéon (MCS)
rio abajo del promotor hibrido tac (de Boer, Comstock, & Vasser, 1983) seguido por

el terminador complejo de rrnB T1/T2 (ver Mapa 5).

Mapa 5.- Vector pUMAtac Km, se puede
apreciar el sitio de multiclonacion (MCS)
debajo del promotor hibrido tac, seguido por
los terminadores T1/T2 de rrnB; se denotan los
sitios Xhol y EcoRI, relevantes para este
estudio.

pUMAtac Km
7111 bp

BT terminator)

ik 12 tarminatar)
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7.2.1. Clonacion del gen estructural hptB.

Se llevé a cabo la extraccion de ADN total de Azotobacter vinelandii AEIV utilizando
el método descrito en el apartado 6.5.2. A continuacioén, se realizé una reacciéon de
PCR utilizando los oligonucleétidos hptBTHFw y hptBTHRv, usando la ADN
polimerasa dream Taq. Las condiciones de PCR incluyeron una temperatura de
hibridacién de 56°C, un tiempo de extensién de 1 min y 25 de ciclos de amplificacién.
Esta amplificaciéon permitié obtener la secuencia estructural de hptB, resultando en

un amplicén de 361 pb (ver esquema en Fotografia 1).

El amplicon previamente obtenido fue purificado segun y ligado en el vector
comercial pGEM-T Easy siguiendo el protocolo del proveedor, dando origen al
vector pGEMHptBTH- (ver Mapa 6); el cual fue transformado en E. coli DH5a

quimico-competentes, usando el método descrito en 6.5.8.

Las colonias candidatas a transformantes fueron seleccionadas en medio LB
adicionado con kanamicina 20 ug/ml, La verificacion de la insercion se realiz6
mediante ensayo de restriccion con las endonucleasas Sacl Smal y EcoRI a partir

de la extraccién plasmidica de las candidatas a transformantes (ver Fotografia 9).

NpLGTIHRY (52 .. 85

MWM  Sacl Smal EcoRlI

smat (272
/

moter
; "
/
[ / /
. Sacl 420y
1 / .
J hptBTHFw (368..721)
[ ¢ )

iR (432)

= - Sadl {271}
Q\é

3326pb

 [aEaperatar)
B promter]
-y

Iy

2997pb

WAmpR proroteri——| |

[ pGEMHptBTH-
3377 bp

o )
3 e P
NS 4>_._-"‘//J:/ .

Fotografia 9.- Gel de electroforesis,

Mapa 6.- Vector pGEMHptBTH-, se puede apreciar el sitio de
insercion del amplicon HptB asi como los sitios de restriccion
importantes para este estudio (Sacl, Smal, EcoRl).

Carril 1: Marcador de peso molecular,
PGEMHPptBTH- digerido con Carril 2:
Sacl, Carril 3: Smal, Carril 4: EcoRI.
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7.2.2. Generacion del vector integrativo.

Se extrajo el ADN plasmidico de la cepa que contiene el vector pUMAtacKm, y se
realizé la digestion de dicho extracto con la endonucleasa EcoRl, posteriormente se
desforforil6 la digestion con la fosfatasa alcalina y finalmente se purificod el vector

linearizado mediante el método descrito en 6.5.5.2.

Por otra parte, se extrajo el ADN plasmidico con el vector pPGEMHptBTH- y se realizé
una digestion con la endonucleasa EcoRl, de la cual se purifico la banda de 361 pb

del gel de agarosa.

Se realizo6 la ligaciéon del vector pUMAtacKm linearizado con EcoRl y el inserto de
361pb obtenido de pGEMHptBTh-, resultando en el vector pUHptBTH+ (ver Mapa
7), el cual fue posteriormente transformado en E. coli DH5a quimico-competentes

usando el método descrito en 6.5.8.

Mapa 7.- Vector pUHptBTH+, se denota el sitio
de insercion de hptB en EcoRIl, bajo el
promotor tac.

pUHptBTH+
7491 bp

Las colonias candidatas a transformantes fueron seleccionadas en agar LB
adicionado con kanamicina 20 ug/ml, se verifico la insercion mediante PCR [442pb]
del ADN plasmidico de las candidatas a transformantes usando taq ADN polimerasa
con los oligonucleétidos ptac y hptBTHRv (ver Fotografia 10), con las siguientes
condiciones de PCR: temperatura de hibridacién 56°C, tiempo de extensiéon 1 min 'y

25 de ciclos de amplificacion.
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152s 3 Y5 6 75 8 9% 10" 17 12

(2354 .. 2377) hptBTHFw
(2338) EcoRI

(2718) EcoRI
(2690 .. 2713) hptBTHRY

(2272 .. 2293) ptac (2588) Xhol

HptB

442 pb

442 pb

Fotografia 10.- Gel de electroforesis, Carriles 1y12: MWM,
Carril  2: Control negativo, Carriles 3-10 pUHptBTH+
amplicones incorrectos, Carril 11: 10 pUHptBTH+ amplicon
correcto.

Ademas de ser verificado mediante PCR [442 pb], se revisé la orientacion del inserto
mediante un ensayo de restriccibn con la endonucleasa Xhol:
[3739+1785+1252+715pb] confirmando la correcta insercion y generacion del
vector pUHptBTH+ (ver Fotografia 11).

3739pb

1785pb

1252pb

(neomycin phasphotransferase) (4555) Xhol
(3303) Xhol
(o T2 terminator
wnB T4 terminator|
88) Xhol

-<jm:-__—¢-mi:>—-|———tjm’:b— oo - —

1785 pb 715 pb 1252 pb 3739 pb

Fotografia 11.-Izquierda: patrén esperado de digestion con Xhol; Derecha: Gel de electroforesis, Carril 1:
marcador de peso molecular, Carril 2: muestra 1, Carril 3: muestra 2.
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7.2.3. Obtencion de las cepas complementada y sobre-expresada.

Se llevo al estado de competencia a las cepas A. vinelandii hptB- (mutante) y A.
vinelandii AEIV (silvestre); Siguiendo el método descrito en 6.5.9, se transformé en
ambas cepas el plasmido pUHptBTH+ y se selecciond a las colonias candidatas a

transformantes en medio BS adicionado con kanamicina 4 pyg/ml.

Ya que el plasmido pUHptBTH+ tiene un origen de replicacién ColE1, el cual no es
funcional en A. vinelandii, el intercambio alélico, asi como la eliminacion posterior
del plasmido, fueron determinados mediante la seleccion de transformantes

resistentes a kanamicina en medio BS.

Las candidatas a transformantes fueron verificadas por PCR con los
oligonucledtidos ptac y hptBTHRv (ver Fotografia 12), de tal manera que la cepa
AEIV (silvestre) transformante resulté la cepa sobre-expresada con genotipo
melA::hptBptac y la cepa mutante transformante resulté en la cepa complementada
con genotipo hptB:, melA::hptBptac.

(2354 .. 2377) hptBTHFwW

(2338) EcoRI

3c operator]
tac promoter

(2272 .. 2253) ptac

(2718) EcoRI
(2690 .. 2713) hptBTHRY,
(2588) XhoI| |

Ctrl +

AEIV (silvestre)

hptB: (mutante)

Fotografia 12.- Gel de electroforesis, Carril 1: marcador de
peso molecular, Carril 2: Control positivo (amplicén de plasmido
pUHptBTH+), Carril 3: amplicon de candidata a transformante
cepa AEIV (silvestre), Carril 4: amplicon de candidata a
transformante cepa hptB- (mutante), Carriles 5 — 9: Muestras
adicionales.

Para observar el fenotipo de las cepas AEIV (silvestre), hptB- (mutante), hptBC
(complementada) y hptB* (sobre-expresada), se incubé cada cepa en medio BS
so6lido a 30°C por 48 h, posteriormente las células fueron lavadas con MgSO4 10mM

y se estandarizaron a una DOe2s de 0.5, a partir de dicha estandarizacion se
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inocularon 100ul de cada cepa en tubos Falcon® de 10ml con 5ml de medio BS
liquido adicionado con IPTG 1mM y sin antibiéticos; se incubaron los tubos a 30°C

en agitacion a 110 rpm.

Se foto-documento el crecimiento de las cuatro cepas a las 24, 48 y 72 hrs, para

esto se transfirio 1 ml de cada tubo Falcon® a tubos Eppendorf® y se centrifugé a

1200 rpm por 2 minutos (ver Fotografia 15, Fotografia 13 y Fotografia 14).

hptB: hptB® AEIV hptB*
e
; Fotografia 14.- Comparacion a las 24 hrs del
crecimiento de las cepas mutante,
complementada, silvestre y sobre-expresada (de
B izquierda a derecha); en color blanco opalescente
se aprecia el alginato, en color beige la masa
~ B celular.

AEIV hptB*

Fotografia 13.- Comparaciéon a las 48 hrs del
crecimiento de las cepas mutante,
complementada, silvestre y sobre-expresada (de
izquierda a derecha); en color blanco opalescente
se aprecia el alginato, en color beige la masa
celular.

Fotografia 15.- Comparacién a las 72 hrs del
crecimiento de las cepas mutante,
complementada, silvestre y sobre-expresada (de
izquierda a derecha), en color blanco opalescente
se aprecia el alginato, en color beige la masa
celular.

Se puede observar que la cepa hptB- tiene una capacidad de biosintesis de alginato
disminuida, las cepas AEIV y hptB€ tienen una capacidad nominal y la cepa hptB*

tiene una capacidad aumentada.
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7.3. Relacion de HptB con rsmZ1, rsmZ2y rsmY

Con el propdsito de caracterizar el perfil de expresion de los pequefios ARN del
sistema Rsm en A. vinelandii hptB-, se optd por emplear los vectores integrativos:
pUMA rsmY-gusA, pUMA rsmZ1-gusA y pUMA rsmZ2-gusA; estos vectores,
concebidos previamente en el seno del laboratorio (Lépez-Pliego et al., 2018),
portan un marcador de resistencia a tetraciclina, ostentan un origen de replicacion
ColE1, y albergan una fusion entre la region reguladora de los pequefios ARN de
interés y el gen reportero gusA, dicha fusion se encuentra insertada en el gen melA

obtenido a partir de A. vinelandii (ver Fig. 14).

ch Rv |g usAl

melA5 ’ SN RRrsm qusA > melA 3 ColE1
N

Fig. 14.- Esquema de la estructura de los vectores pUMA rsmZ1-gusA, pUMA rsmZ2-gusA y pUMA rsmY-qusA,
en texto color violeta se aprecia el sitio de reconocimiento de los oligonucledtidos relevantes para este estudio..

Ya que la fusion rsm-gusA liga la region reguladora de los sRNA del sistema rsm,
con el gen reportero gusA, es factible establecer una relacion directa entre los
niveles de expresion de la B-glucuronidasa con el sRNA correspondiente, de esta
manera, al cuantificar la actividad enzimatica del reportero gusA en la cepa mutante
hptB- y contrastarla con los niveles presentes en la cepa silvestre AEIV, es posible

caracterizar el nivel de expresiéon de los sSRNA del sistema RSM.

7.3.1. Obtencion de las mutantes con la fusion rsm-gusA

Se llevo al estado de competencia a la cepa hptB- (mutante) y mediante el método
descrito en el punto 6.5.9, se transformaron los vectores pUMA rsmY-gusA, pUMA
rsmZ1-gusA y pUMA rsmZ2-gusA, las candidatas a transformantes fueron
seleccionadas en agar BS adicionado con tetraciclina 40 pg/ml, posteriormente se
verifico el intercambio alélico mediante PCR del ADN total de las candidatas a
transformantes usando Taq ADN polimerasa con los oligonucleétidos gusA1y Tc
Rv con las siguientes condiciones de PCR: temperatura de hibridacion 59°C, tiempo

de extension 2 min y 25 de ciclos de amplificacion (ver Fotografia 16).
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Fotografia 16.- Gel de electroforesis; Carril 1: marcador de peso
molecular, Carril 2: Control negativo (cepa hptB-), Carril 3-4: cepa
hptB- transformada con pUMA rsmZ1-gusA muestras 1 y 2
respectivamente, Carril 5-6: cepa hptB- transformada con pUMA
rsmZ2-gusA muestras 1 y 2 respectivamente, Carril 7-8: cepa
hptB- transformada con pUMA rsmY-gusA muestras 1 y 2
respectivamente.

Al comprobar la PCR y verificar que la transformacion fue exitosa, se obtuvieron las
cepas hptBZ1, hptBZ2 y hptBY las cuales, ademas de ser mutantes en hpiB,

portan las fusiones transcripcionales rsmZ1-gusA, rsmZ2-gusA'y rsmY-gusA,

7.3.2. Cuantificacion de la expresion de los sRNA del sistema Rsm.

Para cuantificar la actividad del reportero GusA, se realizé la cuantificacion de
proteina con el reactivo de folin fenol (Lowry, Rosenbrough, Farr, & Randall, 1951),
descrita en 6.5.11; con los datos obtenidos, se realizé la cuantificacién de actividad

enzimatica de la B-glucuronidasa, como se describe en 6.5.12.

La cuantificacidon se ejecutd en un solo ensayo, con tres muestras de cada cepa, las
muestras usadas fueron: hptBZ1, hptBZ2 y hptBY; como controles se usaron: AEIV
rsmZ1-gusA, AEIV rsmZ2-gusA, AEIV rsmY-gusA; para normalizar resultados y

eliminar actividad residual se us6 a la cepa AEIV como “mock”.

Los resultados obtenidos se pueden apreciar en la Grafica 1 a continuacion; Las
tablas, datos crudos y férmulas se pueden encontrar en el Anexo 1 — Resultados de

la cuantificacion de la B-glucuronidasa.
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Gréfica 1.- Niveles de expresion de sRNA rsmZ1, Z2 y Y en la mutante contra la cepa silvestre, Izquierda:
datos normalizados contra “mock”; Derecha arriba: resultados aislados de rsmZ1, estadisticamente no
significativos; Derecha en medio: resultados aislados de rsmZ2, estadisticamente significativos, la mutante en
hptB aumenta la expresién de rsmZ2; Derecha abajo: resultados aislados de rsmY, estadisticamente
significativos; la mutante en hptB disminuye la expresion de rsmY.
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7.4. Relacion de HptB con las HK’s GacS2, RetS y LadS.

Ya que existe una alta probabilidad de que alguna de las HK’s truncas relacionadas
con la produccion de alginato (GacS2, LadS, RetS) interactuen con HptB para
transmitir la sefal de fosfato, se decidid llevar a cabo un ensayo de interaccion

proteina-proteina.
7.4.1. Ensayo de doble hibrido, el sistema LexA.

Para el ensayo de interaccidn proteina-proteina se decidid emplear el sistema LexA
(Daines et al., 2002) el cual es un tipo de ensayo de doble hibrido que presenta la
ventaja de probar la hetero-dimerizacion de las proteinas problema en sistemas in

vivo.

El sistema LexA consta de la proteina de mismo nombre y su operador, la proteina
se une a su operador como un homo-dimero y solo como dimero reprime la

traduccién del gen reportero que se encuentre rio abajo (ver Fig. 15).

LexAosowr LexAosowr

SU101 Wilad\

i\

Fig. 15.- El homo-dimero reprime al operador silvestre en SU101, modificado de (Daines et al., 2002).

Para que LexA sea usado en ensayos de hetero-dimerizacién, se requiere de la
proteina silvestre (LexAbsbwr) Yy la misma proteina, pero con su DBD (dominio de
union a ADN) mutante (LexAbsbmut), @ SU vez, se requiere de un sistema de
expresion donde el operador sea hibrido (op*/op*°®), con la mitad capaz de
reconocer a LexApeowt (0p*) y la otra mitad capaz de reconocer a LexApspmut (0p*°8),
de tal que unicamente si ambas proteinas se dimerizan (interactuan) el gen

reportero sera reprimido (ver Fig. 16).
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LexAosowr

408

SU202

Fig. 16.- El hetero-dimero reprime al operador hibrido en la cepa SU202, modificado de (Daines et al., 2002).

El sistema LexA para hetero-dimerizacion que utilizamos ocupa dos vectores: el
vector pSR658, o vector “cebo”, que codifica la region DBD de la proteina
LexApspwr, Y en vez de codificar el dominio de dimerizacion de esta, fusiona una de
las proteinas de interés, tiene un casete de resistencia a tetraciclina y origen de
replicacion ColE1 (ver Mapa 9). El segundo vector, o el vector “presa”, codifica la
region DBD de LexApspbmut € igual que el vector cebo, en vez de codificar el dominio
de dimerizacién de esta, fusiona la segunda proteina de interés, ostenta un casete
de resistencia a ampicilina y origen de replicacién p15A (ver Mapa 8). El sistema de
expresion es la cepa SU202 de E. coli el cual cuenta con un operador op*°®/op* rio

arriba de lacZ.

——
g g

pSR658 pSR659 I
4141 bp 2808 bp I
4
A i
i’
,;:7 -
i, s "’ﬂ%&*
[ ——— e e

Mapa 9.- Vector pSR658, en amarillo: origen de
replicaciéon colE1, en verde: casete de resistencia a
tetraciclina, en morado DBDwr lexA, en lila: sitio de
multiclonacion.

Mapa 8.- Vector pSR659, en amarillo: origen de
replicacion p15A, en verde: casete de resistencia a
ampicilina, en morado DBDmut lexA, en lila: sitio de
multiclonacion.
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7.4.2. Generacion del vector “cebo”.

Se extrajeron los vectores pSR658 y pPGEMHptBTH- (ver Mapa 6) usando el método
descrito en el punto 6.5.1.1, posteriormente se sometieron a digestion doble con las
endonucleasas Sacl y Kpnl usando buffer tango a 37°C por 15 min; Posterior a la
digestion se purificaron ambos fragmentos usando la metodologia descrita en
6.5.5.2.

Al tener los fragmentos purificados, se realizé la ligacion usando la metodologia
descrita en 6.5.7, resultando asi en el vector pSR658-H (ver Mapa 10); cabe
mencionar que los oligonucledtidos usados para clonar la region estructural de hptB

fueron disefiados para quedar en marco de lectura con lexA (ver Fig. 17).

R

hptBTHFwW
Sacl

KpnI
hptBTHRv

MCS-A

pSR658
4476 bp

1
o

Mapa 10.- Vector pSR658-H, se
puede apreciar el sitio de insercion
de la region estructural del gen hptB
en los sitios Sacl y Kpnl

wwwwww

hptBTHFw
|GAGCTCGTGTCCGAACATCTCGAT

A
GGATCGATGGGGATCCGAGCTCGTGTCCBAACATCTCGATCCCAGCBTTCAGGCGCTTCTGCGGGAGYTCATGGAGGACGAGTATCCGCTTCTGCTGGATACTTTCCEGA
e I T R R I AR ve R L e
CCTAGCTACCCCTAGGCTCGAGCACAGGCTTGTAGAGCTAGGGTCGCAAGTCCGCGAAGACGCCCTCCAGTACCTCCTGCTCATAGGCGAAGACGACCTATGAAAGGACT
A

1 . . , 5 L L L L 10 L L L 15 . L L 20 L . L 25 , , L
Asp Arg Trp Gly Ser Glu Leu Met Ser Glu His Leu Asp Pro Ser Val GIn Ala Leu Leu Arg Glu Val Met Glu Asp Glu Tyr Pro Leu Leu Leu Asp Thr Phe Leu
----- (in frame with LexA) ----+ >

MCS-A |

Fig. 17.- Acercamiento del sitio Sacl en donde se insert6 el gen hptB en el vector pSR658, se puede apreciar
en la secuencia de aminoacidos que el gen hptB esta en marco de lectura con el gen lexA y su sitio de
multiclonacion segun lo descrito por Daines et al., 2002.
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Las candidatas a transformantes fueron seleccionadas en medio LB adicionado con
tetraciclina 40 pg/ml, y posteriormente fueron verificadas mediante ensayo de

restriccion utilizando las endonucleasas Smal: [4476pb], y Sacl+Kpnl: [4122+352pb]

ﬁ 4476 pb

g 4122 pb

(ver Fotografia 17).

f 352 pb

Fotografia 17.- Gel de electroforesis, ensayo de restriccion, Carril 1: Marcador de peso molecular, Carril 2: Vector
pSR658-H circular, Carril 3: Vector pSR658-H digerido con Smal, Carril 4: Vector pSR658-H digerido con
Sacl+Kpnl.

7.4.3. Obtencion de las cepas doble hibrido.

Mediante el método descrito en 6.5.8 se transformé a las cepas SU202-G
(Gonzalez, V. datos no publicados), SU202-L, SU202-R, (Sanchez Cuapio, 2012),
con el vector pSR658-H (ver Mapa 10).

La candidatas a transformantes fueron seleccionadas en medio LB adicionado con
ampicilina 100 pg/ml y tetraciclina 40 pg/ml, posteriormente se verificd la
transformacién mediante PCR, usando los oligonucleétidos hptBTHFw y hptBTHRv
con una TM de 61°C, tiempo de extension de 1 min y 25 ciclos de amplificacion;

esperando amplificar al gen hptB del vector pSR658-H [360 pb] (ver Fotografia 18).

Al verificar el éxito de la transformacion se obtuvieron las cepas SU202-GH, SU202-
LH y SU202-RH las cuales servirian para probar la interaccion entre GacS2-HptB,

LadS-HptB y RetS-HptB, respectivamente.
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Fotografia 18.- Gel de electroforesis; Carril 1:
- marcador de peso molecular; Carril 2: Control
positivo, PCR de vector pSR658-H; Carril 3:
Control negativo, PCR de ADN plasmidico de
cepas SU202-G, SU202-L y SU202-R; Carriles 4-
6. PCR de SU202-G candidata a transformante
con pSR658-H; Carriles 7-9: PCR de SU202-L
candidata a transformante con pSR658-H;
Carriles 10-12: PCR de SU202-R candidata a
transformante con pSR658-H. Todas las PCR
usaron los oligonucledtidos hptBTHFw 'y
hptBTHRVv.

7.4.4. Resultados de la interaccion.

Ya que la interaccion positiva reprime la transcripcion de lacZ, las cepas que
interactien en este sistema tendran fenotipo lactosa negativo y las cepas que no

interactien por consecuencia, tendran fenotipo lactosa positivo.

Para determinar la interaccion, se inocularon las cepas SU202-GH, SU202-LH y
SU202-RH en medio MacConkey agar, Las placas fueron incubadas a 37°C, se foto-

documentaron los resultados a las 24, 48 y 72 h (ver Fotografia 19).
Las placas fueron divididas en 3 segmentos, en cada segmento se inocularon:

e Control positivo, el cual consta de la cepa SU202-GR (GacS-RetS) cuya
interaccidn ha sido comprobada (Sanchez Cuapio, 2012).

e Control negativo, el cual consta de la cepa SU202-89 con los vectores
pSR658 y pSR659 sin fusiones.

e Cepa prueba.
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24 h 48 h 72 h

GacS2-HptB LadS(HrgS)-HptB

RetS-HptB

Fotografia 19.- Resultado del ensayo de interaccion doble hibrido LexA, Las placas corresponden a medio
MacConkey. Cada placa esta dividida en tres partes, en la parte superior se encuentra la cepa prueba, en la
inferior izquierda el control positivo y en la parte inferior derecha se encuentra el control negativo. Las columnas
corresponden a la interaccién en prueba, las filas al tiempo de incubacién a la hora de la fotodocumentacion
informacién publicada en (Lépez-Pliego et al., 2022).

Segun los resultados obtenidos con este ensayo genético, existe interaccion entre

las proteinas RetS y HptB, pero no entre LadS(HrgS) y HptB (Lopez-Pliego et al.,
2022).

En el caso particular de la interaccion entre GacS2 y HptB, se puede apreciar que
hay un fenotipo parcial (lactosa +/-), lo que es poco concluyente para determinar

dicha interaccion.
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8. Discusion y conclusiones.

8.1. HptB y la biosintesis de alginato

Tal como se exhibe en las imagenes 13-15, HptB desempefia un rol fundamental en
el proceso de biosintesis del alginato en calidad de un regulador positivo, sin que

ello conlleve a una abolicién integra de la produccién del polimero.

Una observacion de interés radica en que la cepa sobreexpresada no solamente
reinstaura los niveles de alginato, sino que los acrecienta, sugiriendo que la
biodisponibilidad de HptB guarda una correlacién directamente proporcional con la

transduccion de una sefal positiva.
8.2. HptB y el sistema RSM

Segun los resultados obtenidos, HptB regula negativamente a rsmZ2, a la alta a

rsmY, y no regula a rsmZ1.

Al comparar el perfil Rsm de la mutante hptB- con el de diversas histidin cinasas
relacionadas se ha encontrado que la cepa mutante en GacS2 (Hernandez, 2019)

comparte un perfil muy similar (ver Grafica 2).

T
Cambio en nivel de expresion
- - con respecto a la cepa
EY EZ1

EgacS2::gm Z1
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20

=
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AEIV rsmY-gush hptB- ¥ AEIV rsmZ1-gusA hptB- 71
Grafica 2.- Arriba, perfil rsm de mutante EgacS2::gm, tomado de (Hernandez, 2019), abajo perfil rsm de mutante
hptB-, (este trabajo).
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Asimismo, es posible apreciar que las mutantes que manifiestan el fenotipo de
disminucién en la produccion de alginato (GacS, RetS, GacS2, HptB) reducen de
manera simultanea la transcripcion de rsmY (ver Tabla 5), lo que sugiere que rsmY
representa el principal regulador de indole positiva para la sintesis de alginato y

posiblemente el sSRNA con mayor afinidad hacia GacA, lo cual concuerda con lo

consignado por (Rosales Cruz, 2018) en la mutante rsmY.

Diferencia fenotipica con respecto a la cepa silvestre

Mutante Alginato rsmZ1 rsmZz2 rsmY
‘ e A v: Disminuido
‘ GacS A: Aumentado
=: Sin Cambio

GacS2 N/D: Sin datos

\Y
RetS A

| Gacs2 v
\Y

| HptB
GacS/LadS v

Tabla 5.- perfil RSM de las mutantes trabajadas en el laboratorio con respecto a la cepa silvestre, en borde
grueso los parametros con efecto similar a hptB (Acocal-Gonzalez, 2020; Hernandez, 2019; Lépez-Pliego et
al., 2018; Reyes-Nicolau, 2018; Rosales Cruz, 2018).

Dentro del grupo de mutantes que exhiben fenotipo de disminucion en la sintesis de
alginato, tanto GacS como RetS reducen la transcripcion de rsmZ1, mientras que
GacS2 y HptB no lo hacen, este resultado es importante para soportar la hipotesis
de que la via GacS2/HptB de regulacién es una via alternativa a la via GacS/GacA
que al igual que esta, resulta en la regulacion positiva de RsmY vy la biosintesis de
alginato, pero mediante otros efectores no relacionados podria modular algunos
sRNA de manera diferente, como es en el caso de rsmZ2. Esta via alternativa ha
sido propuesta en otras ocasiones en el modelo de P. aeruginosa (Bordi et al., 2010;
Francis et al., 2018).

8.3. Interaccién entre HptB y las histidin cinasas.

En el ensayo de doble hibrido LexA se constaté que HptB establece una interaccién
con RetS mientras que no se evidencid tal conexién con LadS(HrgS), lo cual
fortalece el caracter de regulador negativo de LadS(HrgS) y la separa a esta histidin

cinasa de la via de sefnalizacion alternativa dependiente de HptB.
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Adicionalmente se observd que HptB podria estar interactuando con GacS2, y a
pesar de que el ensayo de doble hibrido no demostré una interaccion clara, la
congruencia entre el perfil de expresidén de los genes rsm de HptB y el de GacS2,
asi como la via de senalizacion establecida en P. aeruginosa, son indicios solidos

de que existe una interaccion.

Gracias a los trabajos de (Acocal-Gonzalez, 2020; Sanchez Cuapio, 2012) se sabe
que GacS interactua con RetS pero no con LadS(HrgS), y con la informacién
generada en este trabajo el esquema de sefalizacion en A. vinelandii quedaria de

la siguiente manera:

La via central GacS/GacA

La via dependiente de HptB

AT GaS) T |RetS i GacS2 T

""""" > & RrAVING4350

(PA34360)

<—> Interacttia en ensayo de doble hibrido
@®—® Nointeractua en ensayo de doble hibrido
—P Regula positivamente, activa.

—l Regula negativamente, inhibe.

-------- Se desconoce la via / no se ha
comprobado experimentalmente
Fig. 18.- Esquema propuesto de regulacién de la biosintesis de alginato, con enfoque en la via dependiente de
HptB, la regién en amarillo no se ha comprobado experimentalmente y corresponde a P. aeruginosa, modificado
de Francis et al, 2018, con base en los hallazgos del laboratorio.
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9. Perspectivas

Vale la pena cuantificar la cantidad de alginato en la mutante hptB- para tener datos
comparables con otras mutantes, de la misma forma, realizar la cuantificacién de

los dobles hibridos generados en este trabajo resultaria en informacion valiosa.

Se propone realizar una doble mutante HptB-GacA para determinar la jerarquia

entre la via GacS/GacA y la via HptB en el sistema de biosintesis de alginato.

De igual manera, se propone realizar ensayos de pull-down entre RetS-HptB lo cual
solidificaria la interaccion, y aclararia el punto de inflexion entre las vias GacS/GacA
y la dependiente de HptB, asimismo, se producirian datos importantes en esta

interaccion al obtener una mutante AVIN 34360.

Para seguir aclarando la via de sefalizacion dependiente de HptB se sugiere

realizar ensayos de interaccion entre HptB y AVIN_34360.

10. Bioética

Debido a que todas las cepas trabajadas en el laboratorio son de nivel BSL-1, no existe

alguna norma especial que sea aplicable.

Al finalizar cada procedimiento, se dispondra de los desechos biologicos mediante
técnicas de esterilizacion con calor humedo, posteriormente el Centro de Investigacion
en Ciencias Microbiolégicas se hara cargo de los residuos ya esterilizados de acuerdo
con la norma oficial mexicana NOM-010-SCT2/2009.
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11. Anexos

11.1. Anexo 1 — Resultados de la cuantificacion de la B-glucuronidasa.

11.1.1. Curva de calibracion albumina sérica bovina (ASM):
" Curva de calibracion Curva de calibracion ASB
V Estandar Conc. Final
asg ()  VHOW Ty D-O- sz - 0.574
2 198 0.02 0.062 5 =
4 196 0.04 0.096 e y =1.7112x + 0.0312
8 192 0.08 0.17 g R?=0.9991
16 184 0.16 0.315 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35
32 168 0.32 0.574 Concentracién (mg/ml)
Concentracion del estandar ASB = 2 ug/ul
11.1.2. Cuantificacidon de proteina por método de Lowry.

Resultados cuantificacidn de proteina

Muestra D.O. c25nm) V (u)y Proteina (gu)
AEIV rsmZ1-gusA - 1 0.098 20 0.039036933
AEIV rsmZ1-gusA - 2 0.101 20 0.040790089
AEIV rsmZ1-gusA - 3 0.152 20 0.070593735

hptB 71-1 0.159 20 0.074684432

hptB 71 -2 0.164 20 0.077606358

hptB 71-3 0.194 20 0.095137915 , O.gps—b

AEIV rsmZ2-gusA-1  0.091 5  0.034946237 Proteina =

AEIV rsmZ2-gusA-2  0.069 5 0.022089762 m

AEIV rsmZ2-gusA-3  0.070 5 0.022674147

hptB 72 -1 0.092 5 0.035530622

hptB 72 - 2 0.095 5 0.037283777 Donde:

hptB72-3 0.092 5  0.035530622 b = interseccion de concentracion con D.O.
AEIVrsmY-gusA-1  0.142 20 0.064749883 m = pendiente de la recta

AEIV rsmY-gusA - 2 0.193 20  0.09455353
AEIV rsmY-gusA - 3 0.218 20 0.10916316

hptB"Y -1 0.207 20 0.102734923
hptB™Y -2 0.185 20 0.089878448
hptB'Y -3 0.217 20 0.108578775
Mock-1 0.221 20 0.110916316
Mock-2 0.231 20 0.116760168
Mock-3 0.227 20 0.114422627
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11.1.3.

Cuantificacion de la actividad B-glucuronidasa

Resultados actividad -glucuronidasa

Muestra

AEIV rsmZ1-gusA - 1
AEIV rsmZ1-gusA - 2
AEIV rsmZ1-gusA - 3
hptB 71-1

hptB 71 -2

hptB 71 -3

AEIV rsmZ2-gusA - 1
AEIV rsmZ2-gusA - 2
AEIV rsmZ2-gusA - 3
hptB 72 -1

hptB 72 -2

hptB 72 -3

AEIV rsmY-gusA - 1
AEIV rsmY-gusA - 2
AEIV rsmY-gusA - 3
hptB'Y -1

hptBY - 2

hptB' Y - 3

Mock-1

Mock-2

Mock-3

Actividad fglucuronidasay pijer =

11.1.4.

VRX ) tRX(min) tRX (pase10)
20 6.29 6.48
20 6.29 6.48
20 6.29 6.48
20 6.29 6.48
20 6.29 6.48
20 6.29 6.48

5 2.51 2.85
5 2.51 2.85
5 2.51 2.85
5 2.51 2.85
5 2.51 2.85
5 2.51 2.85
20 3.10 3.16
20 3.10 3.16
20 3.10 3.16
20 3.10 3.16
20 3.10 3.16
20 3.10 3.16
20 15.00 15.00
20 15.00 15.00
20 15.00 15.00

11.1.4.1.Barras de error:

Muestra

AEIV rsmZ1-gusA
hptB 71

AEIV rsmZ2-gusA
hptB 72

AEIV rsmY-gusA
hptB Y

AEIV "Mock"

X
5.320400851
5.128686316
160.4251098

219.405474
19.49057014
14.12519493
0.301748047

D.O. (405nm)

0.487
0.539
0.815
0.926
0.855
1.187
1.46
0.974
0.852
1.907
2.09
2.1
1.59
2.114
2.14
1.583
1.433
1.83
0.191
0.185
0.181

Proteina (ug/mi)

39.036933146
40.790088827
70.593735390
74.684431978
77.606358111
95.137914914
34.946236559
22.089761571
22.674146798
35.530621786
37.283777466
35.530621786
64.749883123
94.553529687
109.163160355
102.734922861
89.878447873
108.578775129
110.916316036
116.760168303
114.422627396

D. 0.,95% 1000

Actividad (y milter)
5.3478075
5.6644351
4.9489600
5.3150016
4.7227103
5.3483471

162.8789924
171.9018534
146.4944836
209.2476147
218.5440613
230.4247461
21.5858200
19.6533982
17.2324922
13.5448198
14.0152563
14.8155087
0.3188924
0.2934156
0.2929361

Pruebas estadisticas

o
0.35852409
0.35198066
12.8802082
10.6148127
2.18122687
0.64243867
0.01484938

=

w W W www w

Om
0.20699398
0.20321613

7.4363917
6.12846494
1.25933192
0.37091214
0.00857329

0.018 X t Rxp i X V Rxy; X Proteina, g jm
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11.1.4.2. Prueba ANOVA de una via:

Hipotesis nula (Ho) = La media de todos los grupos es igual.
Hipotesis alternativa (H1) = La media de uno de los grupos es diferente
Presunciones:

e Las varianzas entre cada grupo deben ser aproximadamente iguales.
e Los datos entre cada grupo deben ser aproximadamente distribuidos
normalmente.

Parametros de la prueba:

¢ Nivel de significancia (a) = 0.05 (5%)
e Tipo de efecto = distribucion F

Fusion
Grupo AEIV

5.3150 162.8790 209.2476 21.5858 13.5448
Actividad 5.6644 4.7227 171.9019 218.5441 19.6534 14.0153
4.9490 5.3483 146.4945 230.4247 17.2325 14.8155
Sesgo -0.3420 -1.7146 -0.8262 0.3628 -0.3341 0.7475
Normalidad 1.0000 0.2068 0.9973 1.0000 1.0000 0.9992
Promedio 5.3204 5.1287 160.4251 219.4055 19.4906 14.1252
F statistic 0.4368 37.4624 16.7028
p-value 0.5448 0.0036 0.0150
p-value / a p-value > o p-value < a p-value < a
Resultado Se acepta HO Se rechaza HO Se rechaza HO
e No es'tac!l'étic:?\mente Es estcad.l’s'tica'mente Es estcad.l's.tica.mente
significativo significativo significativo
Riesgo elr ror tipo Alto 54.48% Bajo 0.36% Bajo 1.5%

R Code:

run_anova <- function(value, group) {
my.dataframe <- data.frame(value = value, group1 = rep(group, each = 3))
res.aov <- aov(value ~ group1, data = my.dataframe)
summary(res.aov)

}

value1 <- c(4.94896, 5.34781, 5.66444, 4.72271, 5.31500, 5.34835)

group1 <- c("AEIV Z1", "HptB- Z1")

run_anova(value1, group1)

value2 <- c(146.49448, 162.87899, 171.90185, 209.24761, 218.54406, 230.42475)
group2 <- ¢("AEIV Z2", "HptB- Z2")

run_anova(value2, group2)

value3 <- ¢(17.23249, 19.65340, 21.58582, 13.54482, 14.01526, 14.81551)
group3 <- c("AEIV Y", "HptB- Y")

run_anova(value3, group3)
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