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RESUMEN

Azotobacter vinelandii es una bacteria gramnegativa que pertenece al grupo de las
gammaproteobacterias, fija nitrogeno, es movil por flagelos peritricos, aerobia, poliploide,
es capaz de adaptar su metabolismo a diversas fuentes de nutrientes. La bacteria presenta
un proceso de diferenciacion para formar quistes que son resistentes a la desecacion. Es de
interés biotecnoldgico ya que produce dos polimeros de uso industrial el alginato y el
poliéster intracelular poli-B-hidroxibutirato (PHB), asi como los lipidos fendlicos
alquilresorcinoles (AR’s). La produccién de estos metabolitos la controla el sistema de
doble componente GacS/GacA que a su vez actla sobre el sistema de regulaciéon post-
transcripcional Rsm, este sistema lo integran una proteina de union a RNA Ilamada RsmA
y RNAs pequefios no codificantes (hcRNAS) que regulan positivamente la produccion de
los polimeros. En esta bacteria se han descrito siete NCcRNAs de la familia RsmZ y uno de la
familia RsmY. Buscando ncRNAs de este tipo, se encontr6 en el genoma de A. vinelendii
un homologo a RgsA de Pseudomonas. RgsA es un ncRNAs descrito originalmente en
Pseudomonas aeruginosa, este ncRNA estd regulado indirectamente por GacA vy
directamente por RpoS. Su funcién se relacion6 con la resistencia a estrés oxidativo. La
secuencia del homologa de rgsA en A. vinelandii, presenta la caja -10 y -35
correspondiente a un promotor RpoS. Mediante ensayos tipo Northern Blot confirmamos
gue RpoS regula a rgsA y que GacA lo controla indirectamente ya que no hay secuencia de
reconocimiento para este regulador en la region reguladora de RgsA. Se generaron
mutantes rgsA en las cepas UW136 (no productora de alginato) y AEIV (productora de
alginato). Estas mutantes se complementaron, se midi6 la produccion de alginato, PHB y
AR’s y no mostraron alteracion alguna. También se realizaron ensayos de estrés por
exposicion a peréxido de hidrogeno, donde las mutantes AEIVrgsA y UW136rgsA se
mostraron mas sensibles con respecto a la silvestre y las cepas complementadas. En
ensayos de estrés por calor la mutantes UW136rgsA mostrd una mayor resistencia que la
cepa UW136. Por ultimo, se observo un aumento de formacion de biofilm en las mutantes
AEIVrgsA. En resumen, en este trabajo se demostrd que RgsA esta regulado por RpoS y
GacA y que participa en la respuesta a estrés oxidativo y calorico, asi como la formacién

de biofilm.



1. INTRODUCCION

1.1 Caracteristicas de Azotobacter vinelandii

Azotobacter vinelandii es una bacteria gramnegativa de vida libre fijadora de
nitrdgeno perteneciente al grupo de las gammaproteobacterias. Se mueven por flagelos
peritricos, son aerobias, pero pueden crecer en concentraciones de oxigeno bajas. Algunas
cepas producen pigmentos solubles o insolubles en agua. Tiene un tamafo relativamente
grande (2 x 5 nm), es una bacteria poliploide, es decir posee varias copias de su
cromosoma, se calcula que pueden tener hasta 80 copias (Sadoff, 1975; Bergey et al.,
2001).

A. vinelandii es capaz de utilizar diversas fuentes de nutrientes. Si no hay ninguna
fuente de carbono, la bacteria se sometera a un proceso de diferenciacion para formar
quistes que son resistentes a la desecacion y a diversos productos quimicos (Sadoff, 1975).
Produce dos polimeros de uso industrial, el polisacarido extracelular alginato y el poliéster
intracelular poli-B-hidroxibutirato (PHB), asi como alquilresorcinoles (AR’s).

1.2 Ciclo de vida de A. vinelandii

En su ciclo de vida presenta una fase vegetativa y otra con la capacidad de formar
quistes. La fase vegetativa presenta flagelos peritricos los cuales se desprenden al entrar al

enquistamiento. En la generacion de los quistes utiliza PHB y alginato.

La diferenciacion celular se inicia cuando la bacteria pierde sus flagelos y se vuelve
inmovil, posteriormente se da una division celular donde se generan dos células esféricas de
tamafio menor las cuales estadn cubiertas por dos capas, una de intina y otra de exina,
constituidas principalmente de alginato (Lin & Sadoff, 1969). Los fosfolipidos de la
membrana se reemplazan por los alquilresorcinoles en el proceso de enquistamiento, estos
AR’s son lipidos fenolicos que también forman parte de la exina. Terminado este proceso,
se forman quistes maduros, constituidos por un cuerpo basal, que en su interior acumula
granulos de PHB. Cuando el quiste encuentra condiciones metabdlicas favorables, inicia la

germinacion con un aumento del tamafio del cuerpo basal y la ruptura de la exina,



emergiendo dos células que recuperan la movilidad (Sadoff, 1975). Adicionalmente a la

fase de enquistamiento, en la fase vegetativa también se produce alginato (Clementi, 1998).
1.3 Alginato

Los alginatos son una familia de heteropolimeros, compuestos por monémeros de
acido gulurénico (G) y &cido manurdnico (M) unidos por enlaces B(1-4), cuyo contenido y
distribucion es variable, encontrandose cadenas con secuencias alternas (-M-G-M-G-M), o
bloques de mondmeros alternados (-M-M-M-G-G-G-M-M-M) con numero irregular de
monomeros en los bloques (Haug et al., 1971). La variabilidad de la distribucion vy
contenido de &cido gulurénico y manurénico permite tener alginatos con diferente
capacidad de gelificacion, asi, contenidos altos de acido gulurdnico generaran geles rigidos
y resistentes, y un bajo contenido de éste, hara que los geles se presenten suaves y elasticos
(Clementi, 1998).

Los alginatos son utilizados principalmente como aditivos para gelificar,
emulsionar, estabilizar o viscosificar soluciones acuosas, en la inmovilizacion de células y
enzimas. En la actualidad los alginatos utilizados son extraidos de algas marinas cafés de
los géneros Laminaria, Macrocystis y Ascophyllum (Rehm & Valla, 1997). La composicion
de los alginatos algales esta sujeta a las variaciones del medio ambiente y a la edad de las
algas de donde son extraidos. Por lo cual la calidad de estos alginatos es también muy
variable. Es por esta raz6n que la produccién de alginatos de origen bacteriano con calidad

uniforme representa una alternativa interesante (Galindo et al., 2007).

El alginato es sintetizado a partir de fructosa 6-P, la cual es isomerizada por la
enzima fosfomanosa isomerasa/guanosina difosfomanosa pirofosforilasa (PMI-GMP o
AlgA), con el fin de producir manosa 6-P, la cual es convertida por la fosfomanomutasa
(PMM o AlgC) en manosa 1-P. PMI-GMP o AlgA, cataliza la conversion de manosa 1-P
para producir GDP-manosa, la GDP manosa es oxidada por la GDP-manosa
deshidrogenasa (GMD o AlgD) a acido GDP-manuronico. La polimerizacion del &cido
GDP-manuronico es llevada a cabo por la proteina Alg8, una manuronato polimerasa. La
molécula polimanuroénica resultante es entonces modificada por un complejo de acetilasa

que incluye a las proteinas Algl, AlgV y AlgF, y algunos de los residuos manuronatos no



acetilados son epimerizados a guluronato por una manuronatoepimerasa (ME o AlgG) y
entonces, el alginato es exportado a través de la membrana externa via una proteina
formadora de poro, AlgJ (Haug & Larsen, 1971) (Fig. 1).

Fructuosa-6-fosfato

Fosfomanosaisomerasa (Alg A)

Manosa-6-fosfato
Fosfomanomutasa (Alg C)

Manosa-1-fosfato

\l/ GDP manosapirofosforilasa (Alg A)
GDP manosa
\l/ GDP manosa deshidrogenada (Alg D)

GDP manurdnico
\l/ Polimerasa (Alg 8, 44, J, K)

Ac. Polimanurénico

Orto-acetilacion (Alg F, I, V)
Corte (Alginosa)

Empimerizacion (Alg G)

Alginato

Fig. 1. Ruta biosintética para la produccion de alginato

Se ha reportado que el grupo de genes de la biosintesis del alginato en A. vinelandii
esta organizado en tres operones, en uno esta codificado algD, gen de la enzima GDP-
manosa deshidrogenasa, que desempefia un papel clave en la biosintesis del alginato (Lloret
et al., 1996; Campos et al., 1996; Vazquez et al., 1999). El gen algD se transcribe a partir
de tres promotores, uno de ellos (P1) es dependiente de c°, el segundo promotor (P2)
dependiente de o y un tercer promotor (P3) que alin no se conoce (Castafieda et al., 2001).

El operén algu mucABCD fue caracterizado en A. vinelandii y P. aeruginosa y en
ambos casos sus productos controlan la produccion de alginato. Asi, algU codifica para el
factor o= (Martinez-Salazar et al., 1996). Los genes mucA y mucB codifican para factores
anti-sigma que regulan negativamente la actividad de oF. Se sabe que AlgU (cF) también
estd involucrado en el proceso de enquistamiento de A. vinelandii, independientemente de
su papel en la sintesis de alginato (Moreno et al., 1998). AlgR, un regulador transcripcional

juega un papel importante en la sintesis del alginato en Pseudomonas, ya que mutantes en



el mismo muestran produccion nula del polimero. Sin embargo, en A. vinelandii su papel
no es tan transcendente, ya que en sus mutantes no se abate la sintesis del alginato (Nufiez
etal., 1999).

1.4 PHB poli-p-hidroxibutirato

El polihidroxibutirato (PHB) es un polimero compuesto por monomeros de f-
hidroxibutirato que forma parte de la familia de los polihidroxialcanoatos (PHAS), los
cuales son poliésteres formados por unidades de 3-hidroxiacidos y son producidos por mas
de 90 géneros bacterianos entre los que se encuentra Azotobacter (Anderson & Dawes,
1990). Son de interés biotecnoldgico, ya que constituyen un grupo complejo de elastomeros
y termoplésticos naturales, tienen la ventaja de ser biodegradables, representando una

alternativa para la produccion de plasticos no contaminantes (Dawes, 1990).

El PHB sirve como material de reserva de la fuente de carbono y energia que puede
ser utilizado en periodos de limitacion de nutrientes, ya que este polimero almacena
grandes cantidades de carbono reducido en forma de granulos intracelulares insolubles, sin
afectar la presion osmética de la célula (Lafferty, 1990). Otra funcidn esté relacionada con
la fijacion bioldgica de nitrégeno, especificamente con la proteccion de la nitrogenasa. Se
propone que el PHB permite la proteccion respiratoria en ausencia de una fuente de
carbono exdgena, al proveer a la célula de una fuente de energia y carbono rapidamente
oxidable, permitiendo mantener una tasa respiratoria adecuada para disminuir la
concentracion de oxigeno, contribuyendo asi a la proteccion (Senior et al., 1972). EI PHB
también juega el papel de regulador de los equivalentes de reduccién intracelulares. Por
ultimo la sintesis de PHB esta involucrada en procesos de diferenciacion celular. En A.
vinelandii estd intimamente relacionado con el proceso de formacién de quistes, aunque no
es esencial, ya que mutantes no productores del poliéster enquistan de igual forma que la

silvestre (Segura et al., 2003).

En A. vinelandii estan presentes tres actividades enzimaticas que llevan a cabo la
biosintesis de PHB. El primer paso de la via consiste en la condensacion de dos moléculas
de acetil-CoA por la enzima B- cetotiolasa para generar acetoacetil-CoA, la cual es reducida

por una acetoacetil-CoA reductasa utilizando NADPH y produciendo D(-)-B-hidroxibutiril-



CoA que finalmente es polimerizado por la actividad de la PHB sintasa (Manchak & Page,
1994) (Fig. 2).

2 acetil-CoA

B-cetotiolasa (phbA)
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Acetoacetil-CoA

Acetoacetil-CoA Reductasa (phbB)

D(-)-B-hidroxibutiril-CoA

v PHB sintasa (phbC)
Poli-B-hidroxibutirato

Fig. 2. Ruta biosintética para la produccion de PHB

En A. vinelandii phbA, phbB y phbC, los genes que codifican para las enzimas
de biosintesis del PHB, se encuentran agrupados en el operdon phbBAC. Este operdn es
transcrito a partir de dos promotores sobrelapados, pB1 y pB2. PhbR, codificado por phbR,
activa la transcripcién del operon biosintetico de PHB a partir del promotor pB1, mientras

que la transcripcion de pB2 es dependiente del factor o° (Peralta-Gil et al., 2002).

1.5 Alquiresorcinoles (AR’S)

Los alquilresorcinoles (AR’s) son lipidos fendlicos homologos del orcinol que se
encuentran en una gran diversidad de organismos, como plantas, algas y hongos, que
presentan actividades como antifungicos, antibacteriales o antiparasiticos (Kozubek &
Tyman, 1999). A. vinelandii produce AR’s de cadena larga en el proceso de diferenciacién
morfolégica en el que se forman quistes resistentes a la desecacion. Los AR’s reemplazan a
los fosfolipidos de las membranas de células vegetativas llegando a constituir el 95% de los
lipidos en las membranas del quiste y son un componente estructural de la capsula del
quiste. Se ha sugerido que son importantes para la resistencia a la desecacion. Los AR’s
mas abundantes en A. vinelandii son los 5-n-heneicosilresorcinol y 5-n-tricosilresorcinol
(AR1) y sus derivados galactosidados (AR2). También se ha demostrado que son

componentes de la capsula, encontrandose en la exina y en menor cantidad en la intina.



Estudios previos demuestran que mutantes de los AR"s son incapaces de formar capsula
bien estructurada y los quistes se aglutinan de manera que forman agregados por uniones
entre capsulas (Segura et al., 2003); por otro lado, mutantes de los lipidos fendlicos aun

enquistan y pueden resistir a la desecacion (Segura et al., 2009).

En la ruta de biosintesis de los AR’s en A. vinelandii, participan las proteinas
llamadas ArsA, ArsB, ArsC, y ArsD. ArsA que cataliza la sintesis de una molécula de 22
carbonos, el n-behenil-CoA, a partir de un acetil-CoA y la condensaciéon de varias
moléculas de malonil-CoA; el n-behenil-CoA es utilizado como sustrato por ArsB para
sintetizar los 5-n-henicosilresorcinoles por condensacion alddlica entre C2 y C7. El n-
behenil-CoA también es sustrato de ArsC para la formacion de 6-n-alquilpironas. La
enzima ArsD catalizaria la modificacion post-traduccional del dominio ACP (Proteina
Acarreadora de Acilos) de la proteina ArsA, uniendo covalentemente a la 4-fosfopanteteina
proveniente de coenzima A para hacer funcional a ArsA para aceptar sustratos (Nobutaka et
al., 2006).

1.6 Regulacion de la produccion de biopolimeros en Azotobacter vinellandii

En A. vinelandii el sistema de transduccion de sefiales de doble componente GacS/A
es un regulador positivo de la produccion de los polimeros alginato, PHB y AR’s. El doble
componente activa genes del sistema post-transcripcional Rsm, desencadenando una

cascada de regulacién global para llevar a cabo la sintesis de estos metabolitos.
1.6.1 Sistema de transduccion de sefiales de doble componente GacS/GacA

Muchas especies de bacterias responden a sefiales 0 cambios de su medio ambiente
por la activacion de la transcripcion de genes cuyos productos ayudan a la bacteria a
contender con el medio ambiente. Los sistemas de transduccion de sefiales de dos
componentes constituyen el principal mecanismo mediante el cual las bacterias responden a
estos cambios. Estos sistemas estan formados por dos proteinas: una que detecta las sefiales
del medio ambiente, y la segunda que en la mayoria de los casos es un regulador

transcripcional, cuya actividad es controlada por la primera (Stock et al., 1995).



Un ejemplo de este tipo de sistemas empleado por bacterias gram-negativas es el
sistema de doble componente GacS/A; que actta como regulador del metabolismo
secundario, controlando diversos fenotipos, produccion de enzimas involucradas en la

patogenicidad de planta y animales, entre otros (Heeb & Haas, 2001).

GacS es una proteina detectora transmembranal perteneciente a la familia de
cinasas-histidinicas, se autofosforila y fosforila a GacA, que es el regulador de respuesta
citoplasmatico (GacA) que activa la transcripcion de su gen blanco. En A. vinelandii, GacA
activa la transcripcion del gen rsmZ. También se ha demostrado que controla otros sistemas
de regulacion global como el factor sigma alternativo ¢® 0 6*® y el sistema de Quérum

sensing (Castafieda et al., 2001; Lapouge et al., 2008).

1.6.2 Sistema de regulacion pos-transcripcional Csr/Rsm

Este sistema regulador del metabolismo que estd presente en varias especies
bacterianas, por ejemplo: en Escherichia coli, donde el sistema Csr (carbon storage
regulator) controla el metabolismo primario del carbono (Romeo, 1998), en Salmonella
enterica y Vibrio cholerae, donde controla la virulencia (Lenz et al., 2005; Fortune et al.,
2006).

Un homdlogo al sistema Csr es el que presenta E. carotovora y otra especies del
género Pseudomonas, y se denomina sistema Rsm (represor of stationary phase
metabolism) porque es considerado como un regulador global del metabolismo secundario
(Lapouge et al., 2008). En algunas y-Proteobacterias el sistema de transduccion de sefiales
GacS/A controla los sistemas de regulacién post-transcripcional como los Csr/Rsm (Liu et
al., 1997; Guadapaty et al., 2001).

CsrA (RsmA) es una proteina de aproximadamente 7 kD que presenta dominios de
unién a ARN y en particular a CsrB (RsmZ-Y), un pequeiio RNA regulador no codificante
(ncRNAs) cuya secuencia nucleotidica no estd conservada entre sus ortdlogos, posee
estructura de tallo y asa, presentando un elemento conservado GGA (Romeo, 1998;
Lapouge et al., 2008).



La regulacion post-transcripcional por el sistema anteriormente descrito se lleva de
la siguiente manera: la proteina CsrA (RsmA) se une a una region cercana y sobrelapada al
sitio de unién al ribosoma (RBS) de los RNA mensajeros (RNAm) que son sus blancos de
regulacién, por lo tanto, se impide su traduccion y posteriormente son degradados. La
funcién del segundo componente CsrB (RsmZ-Y) el pequefio RNA regulador, consiste en
captar a la proteina antes de que se una al ribosoma, mediante los sitios de union que
presenta en la estructura de asa, actuando como un antagonista para contrarrestar los efectos

de CsrA (RsmA), por lo tanto se lleva a cabo la traduccién del RNAmM (Romeo, 1998).

1.6.3 Cascada de regulacion GacS/A-RsmA/Z

En A. vinelandii el sistema GacS/A es un regulador positivo de la transcripcion del
gen rpoS, que codifica para el factor ¢° y que controla la sintesis de alginatos, ya que regula
igualmente la transcripcion de algD, el gen encargado de codificar para la enzima GDP-
manosa deshidrogenasa que participa en la produccion del polimero. Este gen presenta una
region reguladora compleja formada por tres promotores: P1 dependiente de o, P2
dependiente de ¢° y el tercero atin desconocido. GacS/A controla la expresion del gen algD
a nivel transcripcional controlando los niveles del factor ¢° y éste a su vez regula al
promotor P2. GacS/A también controla la expresion del gen algD a nivel post-
transcripcional, controlando la expresion de los ncRNAs rsmZ1l y rsmZ2, los cuales
contrarrestan y antagonizan el efecto inhibitorio que la proteina RsmA ejerce sobre la
traduccion del mRNA algD, por lo tanto, en presencia se lleva a cabo la sintesis de la
proteina AlgD y por ende la sintesis del alginato (Castafieda et al., 2001; Manzo et al.,

2011).

El sistema de regulacion GacS/A-RsmA/Z también es requerido para la sintesis de
PHB, ya que se conoce que mutaciones en GacA afectan la expresion del gen phbR, PhbR
es un regulador transcripcional que activa la transcripcién del operon phbBAC que codifica
para las enzimas que participan en la sintesis de PHB. Por otro lado, se ha demostrado que
cuando RsmA no esta presente los RNAmM de phbR y phbB son més estables e incrementan
su expresion (Hernandez-Eligio et al., 2012).



Poco se sabe la regulacion genética de los AR’s, pero estudios recientes han
mostrado que el sistema GacS/A-RsmA/Z controla al regulador transcripcional arsR, que
promueve la transcripicion de los genes arsA, arsB, arsC y arsD. La expresion de arsA uno
de los genes que codifican para una enzima de la ruta de biosintesis de AR’s, esta
controlada tanto por el sistema de regulacion GacS/A-RsmA/Z y de RpoS (Segura et al.,
datos no publicados). La regulacion genética que ejerce este sistema sobre los diferentes

polimeros se representa en la Figura 3.
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Fig. 3. Cascada de regulacion GacS/A-RsmA/Z sobre la produccion de Alginato, PHB y AR’s

1.7 Pequefios RNAs no codificantes (ncCRNAS) en bacterias

Los pequefios RNAs no codificantes se han presentado como moléculas de RNA
gue no poseen una secuencia traducible y que participan en varios procesos de regulacion
genética. La mayoria estan interfiriendo a nivel post-transcripcional (Vogel & Sharma,
2005). Los maés estudiados han sido los de E. coli como OxyS que regula estrés, o DsrA,
que inhibe la traduccion de HN-S pero activa la de RpoS. Estos RNAs se ha visto que
aumentan su funcionalidad con ayuda de chaperonas como HFg, una proteina que se ha

encontrado interactuando con los pequefios RNAs OxyS y RprA (Henderson et al., 2013).
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La funcion de los ncRNAs es modificar la estructura secundaria de RNA
mensajeros especificos directamente, por ejemplo, la region 5> UTR del mensajero rpoS
adopta una conformacién tipo hairpin que bloquea el acceso ribosomal a la secuencia
Shine-Dalgarno, entonces el NCRNASs DsrA es capaz de interaccionar con la region 5° UTR
de rpoS liberando la secuencia Shine-Dalgarno, promoviendo asi la traduccion del
mensajero (Fig. 4A); o a traves de proteinas, la proteina RsmA se une a la secuencia Shine-
Dalgarno del mensajero hcnA impidiendo la union del ribosoma y el ncRNAs RsmB
secuestra al inhibidor RsmA, habilitando la funcién del ribosoma y permitiendo la
traduccion (Fig. 4B).

A.

B.
5
(mRNA) ( (MRNA)
poS henA § -

@

Fig. 4. Mecanismos de accion de los ncRNAs

La bioinformatica, la prediccion de su estructura secundaria y los diferentes
algoritmos que existen para buscar secuencias de RNAs, han servido para descubrir mas
RNAs pequefios que a pesar de ser de corta longitud tienen una participacion en regulacion
que no debe ser subestimada, ya que su funcionalidad es igual que la de una proteina
(Huttenhofer et al., 2002). En A. vinelandii se han descubierto ocho ncRNAs de la familia
Rsm: siete RsmZ y uno RsmY, y la investigacion supone la presencia de mas RNA
reguladores, de los cuales es importante conocer su funcion y participacion para entender

mejor la regulacion genética que ejercen.
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2. ANTECEDENTES

En un analisis bionformatico del genoma de P. aeruginosa se buscaba la presencia
de ncRNAs (pequefios RNA no codificantes), enfocandose en regiones intergénicas con
longitud mayor de 50 pb. Se encontré un ncRNAs al que se le llamé RgsA (Regulated by
GacA and Stress). Posteriormente se encontrd que rgsA esta presente con al menos un 65%

de identidad en cinco cepas diferentes de Pseudomonas sp (Gonzales et al., 2008).

El andlisis del gen rgsA reveld que esta bajo la regulacion positiva de GacA y de
RpoS en fase estacionaria. La determinacion de su estructura secundaria mediante el
programa MFold mostré un Gnico motivo de unién a RsmA. Estos datos llevaron a
hipotetizar que RgsA participaba en la regulacion post-transcripcional de genes controlados
por el sistema Gac-Rsm. Sin embargo, la sobreexpresiéon de rgsA no fue capaz de revertir
los efectos de la mutacion en gacA, como lo hacen los RNAs de la familia Rsm. Por esto se
sugirié que RgsA es incapaz de secuestrar proteinas del tipo RsmA debido a que sélo posee
un motivo de unién a esta proteina. Aun asi, la mutante en rgsA mostré una reducida
habilidad para sobrevivir al estrés por H,O,, evidenciando que dicho RNAs tiene un papel

aun no determinado (Gonzales et al., 2008).

Por la cercania filogenética entre P. aeruginosa y A. vinelandii, se buscaron
homologos de rgsA en el genoma de A. vinelandii AEIV, hallando una secuencia de 121
nucleotidos con identidad del 68%. El alineamiento de las secuencias de rgsA en diferentes
miembros de la familia Pseudomonadaceae (A. vinelandii AEIV, P. aeruginosa PAQO1, P.
fluorescens CHAO, P. putida KT2440 y P. syringae pv. tomato DC3000) mediante
ClustalW, revel6 una clara conservacion de una secuencia regulatoria ubicada rio arriba
(URS, Upstream Regulatory Sequence). Asi se detectd el terminador rho-independiente, y
de las cajas -35 y -10 correspondientes a elementos promotores RpoS, a partir de los cuales
se determino el posible +1 del inicio de la transcripcion. Al no observarse secuencia
consenso de reconocimiento para GacA, probablemente la regulacién observada por

Gonzaélez y colaboradores, es indirecta (Fig. 5).



URS -35 (RpoS) -10 (RpoS) +1

Terminador

Fig. 5. Alineamientos de la secuencia de rgsA en miembros de la familia
Pseudomonadaceae

Ademas, al predecir la estructura del transcrito de rgsA en A. vinelandii utilizando
MFold se observa que, de manera similar a su homélogo en P. aeruginosa, RgsA presenta
una estructura secundaria con multiples tallos y asas, pero sélo un sitio de pegado a RsmA

(ANGGA) (Fig. 6).

P. aeruginosa PAO1 A.vinelandii E

Fig. 6. Comparacion de la estructura secundaria del transcrito RgsA en
P. aeruginosa PAO1 y A. vinelandii AEIV

El anélisis de la region reguladora de rgsA en A. vinelandii utilizando la herramienta
MEME revela la secuencia de unién a RpoS (E-value = 0.192148), lo cual sugiere que la
expresion de este ncRNAs esta controlada por dicho factor sigma, por lo tanto, cabe esperar

que su nivel maximo de expresion se de en fase estacionaria (Aguilar, 2011).

En cuanto al modelo Gac-Rsm, ya que los reportes sefialan que el homodimero

RsmA parece requerir de la interaccién simultanea con dos asas con motivo ANGGA,
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RgsA podria participar en el mecanismo de regulacion en forma de dos copias del ncRNAs
interaccionando con un homodimero de RsmA, contrarrestando la represion de los mMRNA
controlados por este sistema. Sin embargo, por la ausencia de la secuencia de union a GacA
en la region promotora de rgsA no es de esperar que este regulador controle directamente al
ncRNAS, lo cual sugiere una via alternativa a GacA, ofreciendo un nivel mas de regulacion

para el sistema Rsm (Aguilar, 2011).

Un estudio de RgsA (P16) en P. syringae pv. tomato cepa DC3000 demostrd que su
expresion esté regulada directamente por RpoS y que juega un papel en la proteccion de las
bacterias al estrés oxidativo y en la tolerancia de estrés por calor. De igual manera, se
observo que RgsA no participa en la virulencia y que probablemente interacciona con la

chaperona Hfq, que en E. coli esté regulada por CsrA (Park et al., 2013).



3. JUSTIFICACION

Azotobacter vinelandii es una bacteria que presenta ncRNAs (RsmZ 1-7, RsmY)
que participan en la regulacion para la produccién de diversos metabolitos, se descubri6 un
homologo a RgsA, otro ncRNAs descrito en las especies de Pseudomonas. En este trabajo
pretendemos conocer la funcion y regulacion de RgsA que aln no estan descritas en A.

vinelandii.

4. HIPOTESIS

RgsA participa en la cascada de regulacion iniciada por GacS/A y su expresion

depende de los reguladores transcripcionales RpoS y GacA.

5. OBJETIVOS
5.1 General
5.1.1 Estudiar el ncRNAs RgsA de Azotobacter vinelandii
5.2 Especificos
5.2.1 Obtener mutantes en rgsA de Azotobacter vinelandii cepas UW136 y AEIV
5.2.2 Complementar las mutantes generadas

5.2.3 Cuantificar la produccion de alginato, PHB y AR’s en las cepas mutantes y
complementadas

5.2.4 Medir la resistencia a estrés oxidativo y calorico de las mutantes
5.2.5 Cuantificar la formaciéon de biofilm

5.2.6 Confirmar el efecto regulador positivo de RpoS y GacA sobre la expresion de
rgsA



6.1 Cepas bacterianas

6. MATERIAL Y METODOS

pGemrgsA::Gm
pGrgsAl.4kb
pGlrgsA
pPUMATC
pUMATCcrgsA
PpUMATcgusAT

PUMAT cqusATrgsA

Vector derivado de pGrgsAl.4 kb deletada la
region de rgsA, Gm'

Vector derivado de pGemTeasy que contiene
un fragmento de 1.4 kb que incluye a rgsA
Vector derivado del pGemTeasy que contiene
la region prootora y estructural de rsgA
Vector derivado del pUMA, Tc'

Vector derivado del pUMA Tcy de
pGlrgsAque contiene a rgsA, Tc'

Vector que contiene al gen reportero gusA,
utilizado para fusiones transcripcionales, Tc'
Vector derivado del pUMATcgusAT que
contiene la region promotora de rgsA,Tc'

Cepa Caracteristicas Referencia

Azotobacter vinelandii

UW 136 Cepa tipo derivada de la UW (OP), algU", Bishop & Brill
Nal', Rif' (1977)

UW 136rgsA Cepa derivada de UW 136 deficiente en Este trabajo
rgsA, Gm'

UW 136rgsA™* Cepa complementada de la mutante en rgsA.  Este trabajo
Gm', Tc'

UW 136gacA Cepa derivada de UW 136 deficiente en Coleccion de
gacA, Gm' cepas

UW 136rpoS Cepa derivada de UW 136 deficiente en Coleccion de
rpoS, Spe' cepas

AEIV Cepa tipo, Nal' Larsen & Haugh

(1971)

AEIV rgsA Cepa derivada de AEIV deficiente en rgsA, Este trabajo
Gm'

AEIV rgsA™ Cepa complementada de la mutante en rgsA.  Este trabajo
Gm', Tc'

AEIV gacA Cepa derivada de AEIV deficiente en gacA,  Castafieda (2000)
Gm'

AEIV rpoS Cepa derivada de AEIV deficiente en rpoS,  Cocotl-Yafiez
Spe' (2014)

E. coli DH5[] supE44, AlacU169, hsdR17, recAl, endAl, Gibco BRL
gyrA96, thi-1, relAl.

6.2 Plasmidos
Plasmidos Caracteristicas Referencia
pGEM T Easy vector Vector de clonacion, lacZ, Amp' Promega

Aguilar (2011)
Aguilar (2011)
Este trabajo
Cocotl-Yafiez
(2014)

Este trabajo
Cocotl-Yafiez

(2014)
Este trabajo




6.3 Oligonucledtidos

Oligonucleétido | Secuencia 5'- 3° Longitud
(pb)

DsonrgsA ACTGACGTGGCATTTCCC 18
RsonrgsA TCGCCCGCTGATACTTTC 18
DcomrgsA GTTGCAGCGCCAGCGACTTATG 22
RcomrgsA CGAGACCGGGCTGGACTATCACTA 24
RinvrgsA AGAGGAGGTACCGTCGTGGAT 21
RsgAM1F CGCCGCCTTCGTCACTGT 18
RsgAM1R CGCGGCGCTGGATCTCGGCTTCTA 24
DUTRrgsA CTTCCCGCGGCCGCGACGCG 20
RinvrgsAPst GGGAACTGCAGCGTCAGTAGAGG 23
TcR GCTAGCAGCACGCCATAGTGA 21
GusAR TGTAACGCGCTTTCCCACCAAC 22
M13R Oligo reverso universal del vector pGEM

6.4 Medios y condiciones de cultivo

6.4.1 Medio BS (Burk-Sacarosa)

Soluciones stock Para preparar 1L de medio (ml
de solucion stock)
Reactivo g/L BS CM
CaCl, 7.3 10 10
Na,SO, 18.3 10 10
MgCl, 160 1 1
FeSO, 5 1 0
NaMoO, 0.2 1 0
Buffer K,HPO, 8 100 100
Fosfatos KH,PO, 2
Sacarosa 200 100 100
H,0: 800

6.4.2 Medio PY-Sacarosa 2%

Reactivo g/L
Peptona 5
Levadura 3
Sacarosa 20

H,O 1000 ml

Para medio sélido se afiadio 1.5% de agar

A. vinelandii se cultivé a 30°C por 48 h, en medio liquido en agitacién 200 rpm. Los

cultivos para las cuantificaciones se realizaron con un pre-indculo de 25 ml de medio (BS,



PY-Sacarosa) se incubaron 24 h a 30°C, se estandariz6 el inoculo y se afiadio 1 ml a 25 ml

de medio (por triplicado), se incub6 a 30°C por 48 h.
6.4.3 Medio LB (Luria Bertani):

Para preparar 1 L de medio LB liquido en agua destilada se agregaron:
10 g de peptona de caseina.
5 g de extracto de levadura.
10 g de NaCl.

Para preparar LB sdlido, se agregaron 15 g de agar bacteriologico

E. coli se crecid a 37°C en agitacion 200 rpm por 24 h en medio liquido.
6.5 Extraccion de DNA plasmidico por Perclorato

Centrifugamos 3 ml de cultivo, resuspendimos en 175ul de TES (TRIS-EDTA-
Sacarosa), agregamos 25ul de lisozima (10mg/ml), se mantuvo 20 min en hielo, agregamos
400 pl de agua helada e incubamos a 73°C/15min, posteriormente dejamos enfriar 15 min
en hielo y centrifugamos 15 min a 13,200 rpm. Transferimos el sobrenadante a un tubo
nuevo, se agregaron 60 pl de NaClO4 5M y 600ul de isopropanol, agitamos en vortex.
Dejamos enfriar 5 min en hielo, centrifugamos 15 min a 13,200rpm. Lavamos la pastilla 2
veces con etanol al 70%, dejamos secar la pastilla y se resuspendié en 30 pul de RNAsa
(10mg/ml), incubar 1 hora a 37°C.

6.6 Extraccion de ADN plasmidico mediante lisis alcalina (Maxiprep):

Se centrifugaron 25 ml de cultivo (tubos Falcon), lavamos con sulfato de magnesio
10 mM vy se resuspendié el paquete celular en 1.5 ml de solucién 1 fria (glucosa, 50 mM;
EDTA, 10 mM; Tris HCI pH 8, 25 mM), incubamos 3 min a temperatura ambiente.
Agregamos 3.5 ml de solucion 2 recien preparada (NaOH 0.2 N y SDS 1%), mezclando por
inversion de 4 a 6 veces, incubamos en hielo 10 minutos. Afiadimos solucion 3 fria de
acetato de potasio pH 4.8 (CH3COOK, 5 M; CH3COOH glacial; agua), incubamos 15 min
en hielo. Centrifugamos 10 min a 6,000 rpm y el sobrenadante se pasé a otro tubo en el cual

se le adiciond un volumen igual de isopropanol, mezclamos y centrifugamos por 5 min a



6,000 rpm. Desechamos el isopropanol y lavamos la pastilla 2-3 veces con etanol al 70%,

dejamo secar y agregamos 400 pul de RNAsa (10 mg/ml), incubamos 1 h a 37°C.

6.7 Transformacién de Azotobacter vinelandii con DNA plasmidico

Tomamos 200 pl de células competentes y agregamos 50 ul de DNA plasmidico (10
pg aproximadamente) en un tubo eppendorf de 1.5 ml, colocamos la mezcla en una placa
de agar CM, se extendié un poco con la punta utilizada, incubamos 30°C/ 48 h.
Recolectamos el tapete en 1 ml de MgSO, 10 mM, lavamos hasta quitar alginato, se plated
en medio BS con antibidticos de seleccion e incubamos 30°C por 2 6 4 dias.

6.8 Extraccion de DNA cromosomal de A. vinelandii

Crecimos a A. vinelandii en 25 ml en medio BS liquido con antibiéticos de
seleccion, incubamos 200 rpm/48 h. Centrifugamos las células, se lavaron con MgSO, 10
mM y se resuspendieron las pastillas en 450 pl de Buffer TE (TRIS/EDTA) 50/20, se
agitaron en vortex y agregamos 50 pl de lisozima (10 mg/ml), incubamos a 37°C 30 min.
Agregamos 50 ul de proteasa (10 mg/ml) e incubamos a 37°C 30 minutos. Agregamos 50
pl de SDS 10% (dodecilsulfato sodico) e incubamos a 37°C 15 min (o hasta observar una
solucién turbia y viscosa). Se agregaron 100 pl de NaCl 5 M mezclar e incubamos a
65°C/10 min. Adicionamos 80 pl de solucion CTAB (Bromuro de hexadeciltrimetil
amonio)/NaCl 0.7 M (previamente incubada a 65°C) e incubamos a 65°C de 15 a 20 min;
posteriormente se extrajo una vez con un volumen (600ul) de solucion Cloroformo-Alcohol
Isoamilico 24:1, llevamos al vortex y centrifugamos 5 min. Recuperamos el sobrenadante y
pasamos a un tubo ependorf nuevo. Agregamos 10 pl de silica y centrifugamos 1 minuto,
lavamos 3 veces con New Wash y dejamos secar la pastilla, ya seca se agregaron de 30-50
pul de RNAsa diluida, incubamos 1 h después centrifugamos y con cuidado pasamos el

sobrenadante a un tubo nuevo.
6.9 PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa)

Mezcla de reaccion utilizada:



Reactivo Volumen final 50 pul | Volumen final 25 pl
H,O 33.8 ul 16.3 pl
dNTP’s 8.0 ul 4.0 pl
Buffer 10x 5.0 ul 2.5 ul
DNA molde 1.0pl 1.0l
Oligo delantero 1.0l 0.5 ul
Oligo reverso 1.0l 0.5 ul
Dream Taq polimerasa 0.2 pl 0.2 pl
Condiciones:
Pasos | Temperatura °C Tiempo minutos

1 95 5 5

2 95 1 1

3 61 1 1

4 72 2.5 1

Repetir pasos 1-4 por 30 ciclos
5 72 10 10
Fragmento 2100 pb 100 a 1000 pb

6.10 Electroforesis en gel de agarosa (Sambrook et al., 1989)

Para verificar la integridad o bien la concentracion de DNA, se analiz6 la muestra
de DNA en un gel de agarosa al 1% y se compar0 visualmente contra un estandar de DNA
de concentracion conocida. El corrimiento electroforético se llevd a cabo en un
amortiguador Tris-acetatos- EDTA (TAE: Tris pH 8, 90 mM; acido acético, 90 mM;
EDTA, 2 mM). Después de la tincion del gel en bromuro de etidio se visualiza en un

transiluminador de rayos UV.

6.11 Purificacion de bandas de DNA a partir de gel de agarosa

Se realizo una electroforesis en gel de la muestra a purificar. Visualizamos el gel en
el transiluminador y con una navaja se cort6 el fragmento de agarosa que contiene la banda
de DNA que se va a purificar, el fragmento se colocd en un tubo eppendorf de 1.5 ml,

agregamos 3 volumenes de Nal 6 M y calentamos 5 min a 55°C o hasta que se funda la



agarosa. Agregamos 10 ul de silica y mezclar por inversion, calentamos 5 min a 55°C.
Centrifugamos a méxima velocidad 30 s, decantamos el sobrenadante y lavamos la pastilla
tres veces con la solucién New Wash. Dejamos secar la pastilla y se resuspendié en agua

estéril. Centrifugamos nuevamente por 2 min y se pasoé el sobrenadante a un tubo nuevo.
6.12 Reaccion de ligacion con T4 DNA ligasa

Se llevd a cabo una reaccion con un volumen final de 10 pl: 5 pl de Buffer de T4
DNA ligasa, 3 pl del producto de PCR (precipitado con glucégeno) 1 ul del vector Pgem-T

Easy y 1 pl de enzima T4 ligasa. Dejar incubar la reaccién toda la noche a -4 °C.
6.13 Precipitacion con glucdgeno

El producto de la ligacidén se someti6 a precipitacion con glucégeno para eliminar
las sales que pudieran interferir en el proceso de electroporacion. Se le agreg6 un volumen
de 500 pl de isopropanol mas 1 ul de glucdgeno (Roche), se mezclo por inversion y reposar
15 min a -70 °C. Se centrifugd la mezcla por 10 min a 12000 rpm, y se decantd el
sobrenadante. Posteriormente se lavo la pastilla de DNA 3 veces con etanol al 70%.

Dejamos secar la pastilla y finalmente resuspendimos en 10 pl de agua PISA estéril.

6.14 Transformacion por electroporacion

Las celdas de electroporacién deben estar previamente esterilizadas. Se mezclaron
las células electrocompetentes y la ligacion, posteriormente se les dio a un pulso eléctrico
(programa Ec2 del electroporador, 2.5 kV, 5 mseg). Inmediatamente se le agregé 1 ml de
medio Sock a la celda. Después de 1 h de incubacién a 37 °C/200 rpm se inocularon 200 pl
en medio LB solido con el antibi6tico correspondiente. El producto de la ligacion se uso6
para transformar células competentes de E. coli DH5a.

6.15 Cuantificacién de alginato por el método de Carbazol

La produccion del polisacarido se midid6 de acuerdo a lo reportado por
Blumenkrantz et al., 1973, bajar 10 ml de cada cultivo y recolectar el sobrenadante, lavar
las células con EDTA 0.01 M y volver a recolectar el sobrenadante, guardar las células para

cuantificar la proteina; el sobrenadante se precipita con dos volumenes de isopropanol (se



observa un precipitado blanco), centrifugamos y dejamos secar toda la noche el precipitado
formado, posteriormente se resuspende en agua PISA. En tubos de ensayo sumergidos en
hielo agregamos 3 ml de solucién &cido sulfdrico-boratos, agregamos 350 ul de la solucion
problema de alginato, corremos paralelamente la curva estandar de alginato con
concentraciones conocidas, afiadir 100 pl de carbazol al 0.1% y dar vortex cuidadosamente,
incubar en bafio de agua a 55°C por 30 minutos desarrollando un color violeta, se dejan
atemperar y se miden las absorbancias a 530 nm.

6.16 Cuantificacion de la produccion de PHB

La cuantificacion de PHB se realizd por el método de Law & Slepecky 1961. Se
parte de un cultivo de 25 ml en LB liquido, se toma 1ml de cultivo, centrifugar y lavar con
MgSO, 10 mM se adiciona 1 ml de hipoclorito de sodio al 30% para separar el polimero,
se incuba 1 h a 30 C/200 rpm, centrifugar y decantar, lavar con 1 ml de agua centrifugar y
decantar, lavar con 1 ml de Etanol al 100% centrifugar y decantar, por dltimo lavar con
acetona centrifugar, decantar y dejar secar. Para convertir el polimero a acido crotonico se
disuelve el paquete celular con 1 ml de acido sulfdrico concentrado, se pasa a un tubo de
vidrio y se adiciona 1 ml acido sulfurico concentrado, incubar a 95 °C durante 10 min y se

cuantifica espectrofotométricamente a 235 nm.

6.17 Determinaciéon de AR’s

Las células se crecieron en placas de agar Burk-butanol para inducir la sintesis de
los AR’s, se dejaron incubar por 5 dias a 30 °C, posteriormente se les agreg6 el colorante
Flast Blue B para revelar la presencia de los lipidos fendlicos, tifiéndose de marrén las que
los producen, todo se llevé a cabo mediante las especificaciones del método reportado por
Segura et al., 2003.

6.18 Cuantificacion de proteina

La cuantificacion de proteina se realizé por el Método de Lowry et al., 1951. Se
toma 1 ml de cultivo problema se centrifuga y el paquete celular se lava con MgSO, 10

mM, resuspender en 1 ml de la misma solucion, o bien en agua PISA. Tomar 50 ul (este



volumen varia de acuerdo a la concentracion de proteina de la muestra) y afiadir 150 pl de
MgSO, 10 mM o agua PISA, agregar 1 ml de solucion reactiva recién preparada (A:
Na,CO3; 2% en NaOH 0.1 N, B: Tartrato de Na y K 2%, C: CuSO4 1%. Mezclar 1 ml de
solucion C mas 1 ml de solucién B mas 98 ml de solucién A); y dejar reposar 10 min.
Afadir 100 pl de reactivo de Folin (Sigma) dilucion 1:2 en agua. Reposar 30 min (Vf: 1.3
ml). Finalmente leer absorbancia a 625 nm. Simultdneamente se corrié una curva de
calibracion utilizando un patron de albumina, con las siguientes concentraciones: 50, 100,
200 y 400 pg/ml.

6.19 Ensayo de estrés oxidativo

Las cepas a evaluar se cultivaron igual que en las cuantificaciones, se tomé 1 ml de
cada cultivo y se centrifugo, las células fueron resuspendidas en 3 ml de medio Burk que se
le adiciono perdxido de hidrogeno a una concentracion final de 300 mM, como control se
resuspendieron células en medio Burk sin peréxido de hidrogeno, todos los tubos fueron
incubados a 30°C por 30 min a 200 rpm, posteriormente se realizaron series de diluciones y
plateamos por goteo 20 ul las mas convenientes, en nuestro caso fueron -5, -6, -7 y -8, en

placas de agar BS, incubamos a 30 °C hasta la aparicion de colonias cuantificables.
6.20 Ensayo de estrés por calor

De la serie de cultivos de las diferentes cepas se tomd 1 ml y se centrifugo, las
células fueron resuspendidas en 3 ml de medio Burk (tubos falcon de 15 ml), se realizaron
diluciones de cada muestra antes de ser incubadas y se tom6 como el tiempo O,
posteriormente se incubaron a 48 °C y se fueron tomando muestras a los 30, 60 y 120 min
de incubacién, de cada muestra de los diferentes tiempos se realizaron serie de diluciones,
que fueron inoculadas por goteo en placas de agar BS y se incubaron a 30 °C, hasta que se

observaran y pudiéramos contar las UFC (unidades formadoras de colonias).
6.21 Cuantificacion de la formacion de biofilm

Se tomo una cepa fresca y se hizé un pre-indculo de 25 ml de medio BS, se incubo
en agitacion de 18 a 20 h, se estandariz6 el inoculo y se agregaron 200 ul en placas que

contiene 2 ml de medio a convenir (BS o PY-Sacarosa), se hicieron dos series de tres



pozos, una serie para determinar la formacion de biofilm y otra para determinar proteina
total, dejar incubar dos dias a 30 °C de manera estatica, posteriormente decantamos el
cultivo de una serie de pozos, colectando la células plactonicas o libres, recuperamos las
células adheridas al vidrio lavando con MgS0O4 10 mM, reunimos los lavados con el
sobrenadante, centrifugar y lavar, posteriormente se determing la cantidad de proteina.
Vaciamos por inversion la otra serie de pozos y se lavaron tres veces con PBS 1X, dejamos
secar, agregamos 2 ml de metanol a cada pozo y dejamos fijar por 10 min, vaciamos el
metanol por inversion y dejamos secar, se tiid con 3 ml de cristal violeta durante 15 min,
vaciamos el cristal violeta (se puede reutilizar) y enjuagamos tres veces la placa con agua,
solubilizar el colorante con una solucién de &cido acético 33 %, 2 ml en cada pozo y
agitando 10 min a 60 rpm, leer la densidad Optica a 565 nm, la formacion de biofilm se

calcula dividiendo las lecturas de DO biofilm/mg de proteina.
6.22 Extraccion de RNA con fenol caliente

Se cultivo A. vinelandii en medio BS por 48 h a 30 °C, se centrifugan las células y
se lavan con MgSO, 10 mM, resuspender las células en 200 pl de solucién 1 helada
(sacarosa 0.3 M, acetato de sodio 0.01 M pH 5.2), agregar 200 pl de solucion 2 (acetato de
sodio 1.1 M pH 5.2, SDS 2%) y mezclar con suavidad por inversién 2 o 3 veces, colocar
los tubos en un termoblock a 70 °C por 1 min, agregar 400 ul de fenol caliente (65 °C) y
vortexear, dejar a 70 °C otro min y vortexear de nuevo y poner en hielo, centrifugar 10 min
a 14,000 rpm en frio, tomar la fase de arriba con mucho cuidado para no contaminarla y
pasarla a un tubo nuevo, repetir a partir del fenol caliente. Agregar 400 pl de fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico frio y vortexear, centrifugar 10 min a 14,000 rpm en frio,
tomar la fase superior y pasar a un tubo nuevo. Agregar 300 pl de cloroformo frio vortexear
y centrifugar 10 min a 14,000 rpm en frio, tomar la fase superior con precaucion, para que
la muestra no lleve cloroformo, agregar 15 pul de Acetato de Sodio 3M pH 5.2 y 600 ul de
etanol anhidrido grado biologia molecular, Centrifugar 15 min a 14,000 rpm en frio (se
puede dejar precipitando toda la noche si se desea obtener una mayor concentracion del
RNA), quitar todo el etanol del tubo por decantacién y luego centrifugar por un pulso y
sacar el resto con micro pipeta, se puede dejar secando a temperatura ambiente 0 a 60°C

tres minutos, resuspender en 50 pl de agua DEPC y congelar a -20°C hasta su uso.



6.23 Hibridacion tipo Northern blot

Para los ensayos de Northern blot se cargaron 300 pg de RNA por carril. Se realizo6
la electroforesis en amortiguador MAE 5X (MOPS 8.36 gr., acetato de sodio, 0.82 gr.,
EDTA, 0.36 gr., pH 7 y agua DEPC 200 ml), el gel que se va a transferir debe estar
adicionado con formaldehido. Se lavé 2 veces 30 minutos con SSC 10X, la transferencia a
la membrana Hybond se realiz6 con SSC 10X toda la noche. EI RNA se fijo en la
membrana con luz UV y se llevo a cabo la hibridacion segun las instrucciones del
fabricante Roche® (DIG-High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit I1).



7. RESULTADOS
7.1 Generacion de la mutante A. vinelandii UW136rgsA

La principal caracteristica de la cepa de A. vinenlandii UW136 es que no produce
alginato ya que presenta una mutacion en el gen algU, que codifica para el factor sigma
alternativo 6= 0 6°2. Ademas de resistir a rifampicina tiene la ventaja de que su genoma ha
sido secuenciado y completamente anotado. Por lo anterior, para estudiar el gen rgsA
decidimos inactivarlo en esta cepa. Para esto utilizamos el plasmido pGemrgsA::Gm
previamente construido (Aguilar, 2011), al cual se le deleto la regidn estructural de gen y se
le insert6 un casete de resistencia a gentamicina. Se transformo A. vinelandii cepa UW136
con el plasmido pGemrgsA::Gm, para generar una mutacion por insercion mediante doble
recombinacion homologa dentro del genoma de la bacteria. Como resultado de la
transformacion se obtuvieron dos candidatas, las cuales se verificaron mediante PCR
amplificando el fragmento silvestre como control, con una tamafio de 1.4 kb, y el
fragmento mutante de 2.1 kb. En na de las candidatas se pudo amplificar el fragmento que
porta la mutacion y no se detectd copia silvestre, obteniendo asi nuestra mutante A.
vinelandii UW136rgsA (Fig. 7).

pGemrgsA::Gm

DcomrgsA 2.1 kb —»
—

—
RcomrgsA

1.4 kb —>»
Fragmento mutado

2.1kb

DcomrgsA
—

rgsA Fragmento silvestre
143 pb 1.4 kb

A
RcomrgsA

-MPM

- pPGEMrgsA::Gm

- Mutante A. vinelandii UW136rgsA
- Silvestre A. vinelandii UW136

- Silvestre A. vinelandii AEIV

1.
2.
3.
4.
5.

Fig. 7. A) Representacion de la mutacion de rgsA y posicién de los oligonucledtidos para
confirmarla, B) Electroforesis de los fragmentos de PCR amplificados a partir del lucus
silvestre y mutante rgsA
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7.2 Generacion de la mutante A. vinelandii AEIVrgsA

En el trabajo previo se habia intentado mutagenizar la cepa de A. vinelandii AEIV,
pero no se logré obtener la mutante, asi que decidimos volver a transformarla, obteniendo
candidatas que fueron verificadas mediante PCR con los oligonucle6tidos DcomrgsA y
RcomrgsA, mismos que usamos para confirmar la mutante en la cepa UW136. Los
amplicones silvestre y mutante fueron visualizados en gel de electroforesis mostrado en la

Figura 8.

2.1kb —p
14kb —»

- MPM

- Silvestre A. vinelandii AEIV

- pPGEMrgsA::Gm

- Candidata 1 A. vinelandii AEIVrgsA
- Candidata 2A. vinelandii AEIVrgsA
- Candidata 3A. vinelandii AEIVrgsA

SR wWNE

Fig. 8. Electroforesis de los fragmentos de PCR que amplifican el locus silvestre y mutante
del gen rgsA en la cepa AEIV y su derivada AEIVrgsA

7.3 Complementacion genética de la mutantes A. vinelandii UW136rgsA y AEIVrgsA

Teniendo las dos cepas mutantes, decidimos complementarlas con el gen rgsA
silvestre para descartar un efecto de polaridad de la mutacién y que el fenotipo manifestado
se debiera Gnicamente a la delecién de rgsA. Para construir el plasmido con el que se
realizaria la complementacién, partimos del plasmido pGrgsAl.4 kb previamente
construido (Aguilar, 2011), el cual contiene la region reguladora y el gen de rgsA,
amplificamos el fragmento con los oligonucle6tidos DcomrgsA y RsonrgsA. El amplicon
fue clonado en el vector pGem®-TEasy Y el producto de ligacion se nombro pGlrgsA tal

como lo muestra la Figura 9.



La finalidad de construir pGIrgsA fue para obtener un sitio de restriccion Pstl del

vector pGem®-TEasy, que nos ayudaria a generar nuestra siguiente construccion.

DcomrgsA
—»
. | rgsA " 1 ori

P —l —p amg”

RsonrosA 200ph PGEM™-T Easy  facZ
= Vector
(30150p)
— —
pGrgsAil4kb

Ligacién

pGlrgsA

3900pb

Fig. 9. Construccion del plasmido pGlrgsA

Del plasmido pGlrgsA se realizd un PCR con los oligonucle6tidos DcomrgsA vy el
M13R del vector de clonacion. ElI amplicon se digirié con las enzimas Stul y Pstl para
obtener asi la secuencia reguladora (URS) y la region estructural de rgsA, que se clond en
el plasmido pUMATC, un plasmido integrativo que reconoce la secuencia de melA (codifica
para una a-galactosidasa), para llevar a cabo la recombinacion en el genoma de A.
vinelandii. EI pUMATCc fue cortado con las mismas enzimas de restriccion Stul y Pstl, se
ligo y la construccion se llamé pUMATcrgsA, con el cual transformamos a las mutantes A.
vinelandii UW136rgsA y A. vinelandii AEIVrgsA (Fig. 10).

Stul

Pstl

Ligacion
PUMATE rgsA

5500 pb
Stul

Moia , Pstl

Fig. 10. Construccidn del plasmido pUMATcrgsA
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Una vez generado el plasmido pUMATCcrgsA, transformamos con él a las mutantes
en rgsA. Las candidatas de las dos cepas UW136 y AEIV obtenidas fueron verificadas
mediante PCR. Tanto el fragmento que contiene el gen con su regién reguladora con los
oligonuclettidos RsgAM1F y RsgAMIR, asi como, el fragmento estructural de rgsA,
amplificado con DsonrgsA y RsonrgsA (Fig. 11).

-MPM

.- Silvestre A. vinelandii

.- pPUMATCcrgsA

.- A. vinelandii UW136rgsA -/+
.- A. vinelandii AEIVrgsA -/+

420 pb —p

e
e
s
e
-
R
-
.
-
o

_—

<—143pb

g~ wWwN e

Fig. 11. Electroforesis de PCR’s para confirmar la complementacion genética de
las mutantes

Una vez verificadas las recombinantes para fines practicos se les nombro de la
siguiente forma: A. vinelandii UW136rgsA™ y A. vinelandii AEIVrgsA™. Asi, una vez
obtenidas las mutantes y las complementantes, investigamos la participacion de RgsA en la
bacteria, midiendo la produccion de alginato, PHB, AR’s, biofilm, asi como en la

resistencia a estrés oxidativo y por calor.
7.4 Determinacion de Alginato, PHB y AR’s en las mutantes rgsA

En A. vinelandii la produccion y sintesis de alginato, PHB y AR’s estan controlados
por el sistema GacS/A. RgsA esta regulado por RpoS en Pseudomonas y en A. vinelandii
RpoS controla la sintesis de alginato, PHB y AR’s, aunque también la produccion de estos
metabolitos estd controlada por GacS/A a través del control que ejerce sobre los nNcRNAS
de la familia Rsm. Por lo anterior, nos planteamos determinar si RgsA formaba parte de la
cascada iniciada por GacS/A en la que toma parte el sistema Rsm o en la que toma parte
RpoS.



La medicion de alginato solo se realiz6 en las cepas de A. vinelandii AEIV y
derivadas, ya que son las productoras del polimero. Las mediciones se realizaron de
acuerdo con la metodologia ya descrita y se repitieron tres veces. La produccion del
metabolito no muestran diferencias entre la cepa silvestre AEIV, la mutante AEIVrgsA 'y la
complementada AEIVrgsA™. Los resultados indican que RgsA no esta participando en la

sintesis de alginato (Fig. 12).

4 -
= 3.5 T
£ :
I —
3 3
i_"'“‘ 2.5
‘g 2 Cepa mg alginato/mg proteina
s +
£ 15 AEIV 3.424 + 0,161
< AEIVrgsA 3.628 £ 0.039
= 1 -
g AEIVrgsA™ 3.393 £0.266
=05 -

0 T 1

AEIV AEIVrgsA AEIVrgsA™*

Fig. 12. Grafica de cuantificacién de alginato. Las barras muestran la desviacion
estandar de tres repeticiones.

Determinamos la produccién de PHB de las cepas silvestres, mutantes rgsA y
complemetadas, tanto de la UW136 y la AEIV. Las cuantificaciones se realizaron a partir
de células crecidas en medio minimo BS y medio rico PY-sacarosa. El grafico de la Figura
13 representa la medicidn de las cepas UW136 y no se detectan diferencias de las mutantes
respecto a la silvestre en ambos medios. Como era de esperarse la produccion de PHB
aumento en medio PY-Sacarosa, debido a la disponibilidad de fuente de carbono



pg PHB/mg proteina

resultados anteriores, la mutante AEIVrgsA no muestra diferencias respecto a la cepa

silvestre y a la cepa complementada, en ambos medios, descartando la posibilidad que
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Fig. 13. Gréficos de la cuantificacién de PHB en medio BS y PY-Sacarosa en las cepas UW136,
UW136rgsA y UW136rgsA”". Las barras muestran la desviacion estandar de tres repeticiones.

Las cuantificaciones de las cepas AEIV se realizaron en los dos medios. Como los
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RgsA participe en la regulacion de la produccion de PHB (Fig. 14).
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Fig. 14. Gréficos de la cuantificacion de PHB en medio BS y PY-Sacarosa en las cepas AEIV,
AEIVrgsA y AEIVrgsA™. Las barras muestran la desviacion estandar de tres repeticiones.



La sintesis de AR’s es inducida al crecer las bacterias en medio Burk-butanol. Una
vez crecidas en este medio en cajas petri, las colonias se tifieron con la solucién reveladora
Fast-Blue, que se intercala entre los anillos fendlicos de los AR’s y los tifie de rojo.
Tampoco se observd diferencia entre las cepas silvestres y las respectivas mutantes. Se
tuvieron como controles a las mutantes en GacA y RpoS de cada cepa, ya que se ha
reportado que mutaciones en estos componentes abaten la sintesis de los lipidos fenolicos
(Fig. 15, Fig. 16).

Fig. 15 Placa de las cepas UW136, UW136rgsA, UW136rgsA™,
UW136gacA, UW136rpoS y su produccion de AR’s.

Fig. 16 Placa de las cepas AEIV, AEIVrgsA, AEIVrgsA™,
AEIVgacA, AEIVrpoS y su produccion de AR’s.

La deteccion también se realiz6 en la cepa AEIV y su mutante rgsA y como era de
esperarse, no se observaron diferencias. En ambos experimentos lo que es claro es la
ausencia de los lipidos en mutantes gacA y rpoS. Dado que este ensayo es cualitativo seria
necesario cuantificar la produccién de AR’s para verificar estos resultados.

7.5 Resistencia a estrés oxidativo

Recientemente en Pseudomonas se relacion6 a rgsA con la tolerancia a peréxido de
hidrégeno, por lo que decidimos realizar ensayos de resistencia a estrés oxidativo, para

P .




saber si este NcCRNAs juega el mismo papel en A. vinelandii. Para esto, se utilizd una
concentracion alta de peroxido de hidrégeno 300 mM, ya que en concentraciones bajas no
permitieron ver diferencia. Los resultados muestran que las mutantes rgsA son mas

susceptibles que las silvestres de ambas cepas UW136 y AEIV.

Las Figuras 17 y 18 muestran las graficas de sobrevivencia al tratamiento con
peréxido de hidrogeno. Las barras en color gris representan a las cepas que no se
expusieron a peroxido y en rojo a las que se estresaron, como se observa las que estuvieron
en contacto con el perdxido presentaron mayor sensibilidad hasta reducir un 50% o mas su
viabilidad y las mutantes UW136rgsA, AEIVrgsA su resistencia fue menor respecto a las
cepas silvestres, las complementadas se comportaron igual que las silvestres. Nuestros

resultados concuerdan con los observados en especies de Pseudomonas.
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5 B Sin H,0; 5 30 - B Sin H,0,
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% 100 - B Con H,0, % H Con H,0,
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UW136 UW136 UW136 AEIV AEIV AEIV
rgsA rgsA™ rgsA rgsA™
Fig. 17. Resistencia a peréxido de hidrogeno Fig. 18. Resistencia a peroxido de hidrogeno
300mM de las cepas UW136, UW136rgsA y 300mM de las cepas AEIV, AEIVrgsA vy
UW136rgsA™. Las barras muestran la desviacion AEIVrgsA™. Las barras muestran la desviacion
estandar de tres repeticiones. estandar de tres repeticiones.

7.6 Resistencia a estres por calor

La bacteria se sometid a estrés de temperatura (48 °C) para observar su resistencia y
determinar si RgsA participaba en ella. Se realizaron tres ensayos con las cepas silvestres,
mutantes y complementadas. Los resultados en las cepas UW136 muestran que las
mutantes en rgsA resisten mas a la temperatura respecto a la cepa silvestre y a la cepa

complementada en distintos intervalos de tiempo (0, 30, 60 y 120 minutos). Nuestros
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resultados son similares a los observados en P. syringae pv. Tomato cepa DC3000 (Fig.
19).

30 +
25
20 mUW136
15 - m UW136rgsA
m UW136rgsA+/-
10 -
5 Fig. 19. Resistencia a temperatura (48
°C) de las cepas UW136, UW136rgsA y
0 - UW136rgsA™. Las barras muestran la
desviacion estandar de tres repeticiones.
0 30 60
Minutos

Respecto a las mutantes en la cepa AEIV, no hay cambios respecto a la silvestre,
probablemente influido por la produccién de alginato y la menor produccion de biomasa.
Las mediciones se realizaron por triplicado (Fig. 20).
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7.7 Formacion de hiofilm

Una caracteristica que se presentaba nuestros cultivos al crecerlos en medio liquido
era que en las mutantes rgsA presentaban mayor adherencia a las paredes del matraz, lo que
podria estar relacionado con la formacion de biofilm. Por lo anterior decidimos cuantificar
la formacién de biofilm, y aunque en las cepas UW136 no observamos fenotipo (Fig. 21),
en las mutantes AEIVrgsA observamos una mayor produccion de biofilm con respecto a la
silvestre, ratificando el comportamiento de los cultivos liquidos con agitacién. La cepa
complementada se comport6 como la silvestre, confirmando la participacion de RgsA en la
capacidad de adherencia en A. vinelandii al vidrio y al poli-estireno. Las determinaciones se

realizaron en medio BS y PY-Sacarosa, por triplicado (Fig. 22)
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Fig. 21. Produccién de biofilm en medio BS y PY-Sacarosa en las cepas UW136, UW136rgsA y
UW136rgsA”". Las barras muestran la desviacion estandar de tres repeticiones.
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Fig. 22. Produccion de biofilm en medio BS y PY-Sacarosa en las cepas AEIV, AEIVrgsA 'y
AEIVrgsA™. Las barras muestran la desviacién estandar de tres repeticiones.
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7.8 Regulacion de RpoS y GacA sobre rgsA

Para confirmar el posible efecto regulador de RpoS y GacA realizamos ensayos de
hibridacién tipo Northern-blot, para medir la expresion de RgsA en las mutantes RpoS y
GacA. En Pseudomonas aeruginosa y Pseudomonas syringae se demostr6 que RpoS
regulaba la expresion de rgsA directamente, ya que en la secuencia se encontraba la caja -
10 y -35 correspondiente a este regulador. También y a pesar de no presentar una secuencia
consenso de pegado a GacA la mutacion en este regulador también disminuia la expresion
de rgsA, entonces la regulacion puede ser indirecta (Gonzélez et al., 2008 y Park et al.,
2013).

La Figura 23 muestra las hibridaciones de la cepa UW136. En la mutante rpoS se
abati6 completamente la expresién de rgsA, ya que no se observo hibridacion en
comparacion a la silvestre, en la mutante gacA la intensidad de la hibridacién disminuyo
respecto a la silvestre y en la mutante en rgsA se vio una sefial probablemente inespecifica,
la que probablemente se deba a una sobrecarga de muestra en el pozo aledafio y la
trasferencia de la muestra al pozo correspondiente a la mutante rgsA. Lo anterior lo
proponemos ya que la mutante rgsA no presento copia silvestre en la verificacion por PCR.

Como control se hibridd contra el RNA ribosomal 16S.

‘RgsA

UW136 UW136 UW136
rgsA gacA rpoS

UW136

16S rRNA

Fig. 23. Deteccion de la expresion de RgsA en las cepas UW136, silvestre y mutantes rgsA, gacA'y
rpoS, control gen ribosomal 16S.

En las mutantes de la cepa AEIV se observo lo mismo (Fig. 24). En la hibridacion
con RpoS se abatio la expresion y en GacA se afectd. En la mutante no se observo
hibridacion como era de esperarse. Nuestros resultados concuerdan con lo reportado

anteriormente.
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Fig. 24. Deteccion de la expresion de RgsA de las cepas AEIV, silvestre y mutantes rgsA, gacA 'y
rposS, control gen ribosomal 16S.
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8. DISCUSION

En A. vinelandii los pequefios RNAs no codificantes de la familia Rsm ejercen una
regulacion post-transcripcional, controlando la produccion de metabolitos secundarios
como alginato, PHB, asi como la sintesis de los AR"s (Manzo et al, 2011, Hernandez-
Eligio, 2009). La participacién de RNAs reguladores pequefios en el control de metabolitos
secundarios ha abierto el campo para buscar y caracterizar otras moléculas reguladoras
similares. Esta busqueda nos llevo a encontrar otro ncRNA llamado RgsA, un homologo a
un ncRNA presente en especies de Pseudomonas, cuya funcion y regulacion ain no estan
descritas en A. vinelandii. En un principio se penso6 que podria funcionar de manera similar
a los pequefios ncRNAs RsmZ y RsmY ya que presenta un posible sitio de union a RsmA
y podria estar bajo la regulacién de GacA, pero con lo reportado y lo encontrado en este
trabajo hasta el momento parece que la via de regulacién que ejerce es diferente (Aguilar,
2011, Gonzalez et al., 2008, Park et al., 2013).

Para estudiar la regulacion y la funcion de RgsA, se inactivo el gen correspondiente en
dos cepas de A. vinelandii, la UW136 y AEIV. La UW136 es una cepa no productora de
alginato, por la mutacién que presenta en el gen algU, que es activador de la transcripcién
del gen algD clave en la biosintesis del alginato. En esta cepa se han realizado casi todos
los estudios relacionados con la sintesis de PHB; sin embargo, al no producir el alginato es
necesario estudiar la produccion del polimero en otra cepa. Por lo anterior se muté a la cepa

AEIV productora de alginato.

Aunque el gen rgsA es monaocistronico era importante descartar un efecto de polaridad
de la mutacién, por lo que se realizd la complementacion genética de las mutantes rgsA,

verificando que la ganancia o pérdida de funcion observada se debiera a RgsA.

En especies de Pseudomonas se demostré que RgsA esta regulado positivamente por
RpoS. En su secuencia rio arriba del inicio putativo de la transcripcion se encuentra la caja
-10 y -35 correspondiente a este factor sigma. Esto se demostrd por analisis de hibridacién
tipo Northern y mediante fusiones trancripicionales. En ambos casos se encontr6 una
menor expresion de rgsA en mutantes en rpoS. En A. vinelandii encontramos cajas -10 y -

35 similares a las de Pseudomonas por lo que decidimos verificar que realmente la



regulacion del homologo de rgsA estuviera a cargo de RpoS. Para probarlo realizamos
ensayos tipo Northern y claramente observamos que en mutantes rpoS de ambas cepas
(UW136 y AEIV) no habia expresion de rgsA. De acuerdo a lo anterior construimos una
fusién transcripcional gusA con una mutacion en la caja -10 del promotor, la cual no mostré
actividad; sin embargo, no alcanzamos a generar la fusion control con la caja -10 silvestre

(datos no mostrados).

El nombre de RgsA de Pseudomonas proviene de las siglas en inglés Regulated by
GacA and stress, ya que la expresion de rgsA se veia afectada en mutantes GacA, aunque
en la secuencia no presenta caja de reconocimiento de este factor transcripcional, a
diferencia de los ncRNAs rsmZ y rsmY que si la tienen. En A. vinelandii nuestros resultados
de los ensayos tipo Northern arrojaron resultados similares a los ya reportados por
Gonzélez et al. (2008), donde en mutantes gacA se ve afectada la expresion de rgsA.
Probablemente la regulacion se establezca de manera indirecta teniendo como intermediario
a RpoS, ya que en A. vinelandii AEIV GacA esta regulando a RpoS, aunque en la cepa
UW136 no lo hace, esto nos puede llevar a pensar que la regulacion de rgsA en ambas
cepas es distinta, presentado una via alterna para la expresion de RgsA.

Se midieron los niveles de alginato de las cepas mucoides las cepas AEIV silvestre,
mutante rgsA y complementada, ya que GacA a través del sistema Rsm controla la
produccién del polimero y si rgsA contrarrestara la funcion de RsmA podriamos encontrar
afectaciones en la sintesis del polimero. No se observaron diferencias en la produccién de
alginatos en las cepas probadas. Un caso similar se daria en la sintesis de PHB. La
produccion de PHB no se vio afectada en las dos cepas UW136 y AEIV y sus mutantes
rgsA, las mediciones se realizaron tanto en medio rico (PY-sacarosa) como en medio
minimo (BS). La induccion de los AR"s y su deteccion en las mutantes rgsA no muestran
aumento o disminucion en la coloracion para detectar los lipidos fenolicos, no asi para las
mutantes en gacA y rpoS que no presentan cambio de color cuando se tifien con el colorante
Fast-blue (Segura et al., 2003). Recientemente se encontré que GacA controla la sintesis de
AR’s controlando la expresion de los ncRNAs RsmZl y RsmY y éstos a su vez

contrarrestan la funcion represora de RsmA. Al no observar cambio fenotipico, es probable



que la participacion de RgsA no esté relaciona con la misma funcion que ejercen RsmZ y
RsmY.

La fase estacionaria de las bacterias se ha descrito como una fase de estrés, ya que la
bacteria resiste a varias condiciones que la privan de fuente de energia y se expone a
cambios drasticos en su medio que se desarrolla, como radiaciones UV, desecacion, estrées
osmotico y caldrico, el regulador maestro de esta fase es RpoS. RpoS en E. coli controla
mas de 360 genes relacionados a diferentes estrés que sufre la bacteria; en P. aeruginosa
RpoS es importante para la resistencia por estrés osmotico, por calor y estrés oxidativo, en
P. flourescens se ha relacionado con estrés oxidativo, en A. vinelandii RpoS han visto que

también participa a la resistencia a estrés oxidativo (Sandercock & Page, 2008).

Al estar regulado por RpoS la funcion de RgsA se relaciond alguna respuesta a
estrés, en Pseudomonas se reportd que participa con la resistencia a estrés oxidativo. En
particular en P. syringae DC3000 se relaciond con el estrés oxidativo y el generado por
calor. Por lo anterior decidimos hacer ensayos de resistencia a peréxido de hidrogeno y a
temperatura para establecer si la funcion observada en Pseudomonas era la misma en A.
vinelandii. El estrés oxidativo es causado por especies reactivas de oxigeno (ROS) entre las
que se encuentran aniones superoxido, peroxido de hidrogeno y radicales hidroxilo, en
microorganismos aerobios participan enzimas que degradan a las ROS como catalasas,
peroxidasas y superoxido dismutasas. En A. vinelandii se producen grandes cantidades de
especies reactivas debido a su alta capacidad de respiracion y por lo tanto sus enzimas
catalasas siempre se expresan para que lleven a cabo su funcion, por ejemplo, los genes
housekeeping que codifican para las catalasas Katl, Kat2 y Kat3 encargados de la
regulacién de estrés oxidativo en fase estacionaria y fase exponencial (Sandercock & Page,
2008). En los ensayos de estrés oxidativo las mutantes rgsA de ambas cepas (UW136 y
AEIV), fueron mas sensibles al exponerlas a peroxido de hidrogeno, con una resistencia
menor del 40% respecto a la silvestre, las complementaciones revierten el fenotipo mutante,
los resultados indican que RgsA estaria ayudando a la bacteria a resistir el estrés por
peréxidos. Aun no tenemos conocimiento de que manera participa, pero probablemente
estaria regulando la expresion de alguna catalasa a nivel post-transcripcional, ya que Katl,
Kat2 y Kat3 estan reguladas por RpoS. Al haber poca expresion de estas catalasas en las



mutantes rgsA y exponerlas a una fuente alta de ROS la actividad catalasa disminuye y es
por eso que la bacteria mutante en rgsA se vuelve més sensible a peroxido, esto deja abierta
la posibilidad de realizar més estudios sobre la participacion de RgsA y de que existe un

ncRNAS con otra via de regulacion diferente a las de los ncRNAs Rsm.

A. vinelandii es una bacteria de suelo que esta expuesta a muchos eventos adversos
como falta de nutrimentos, cambios ambientales entre los que se encuentra el calor y la
bacteria debe contender a estos. La bacteria forma quistes resistentes a la desecacion,
entonces es muy probable que un cambio de temperatura en la fase vegetativa lo pueda
contrarrestar facilmente, donde RpoS/RgsA muy probablemente estarian implicados.
Sometimos a las bacterias a alta temperatura (48°C) mayor a su temperatura optima de
crecimiento (30°C), nuestros ensayos de estrés caldrico mostraron diferentes resultados ya
que la cepa UW136rgsA resistia mas respecto a las mutantes y a las cepas complementadas,
no asi para la cepa AEIVrgsA que no mostro variaciones en comparacion a las mutantes y
cepas las complementadas. Los resultados observados en la cepa UW136 son similares a
los observados en P. syringae DC3000, donde observaban un ligero aumento de resistencia
a la alta temperatura en las cepas con una delecion en rgsA, Se ha reportado en otras
Pseudomonas que la mutacion en RpoS hace a la bacteria mas sensible a temperaturas
elevadas. Probablemente RgsA estaria regulando alguin RNAm que afecte la estabilidad de
RpoS y que por eso vemos una mayor sensibilidad en nuestras mutantes, la regulacion de
RpoS se da a nivel transcripicional, traduccional y post-traduccional y que estan actuando
diferentes reguladores en cada nivel (Battesti et al., 2011). Podriamos pensar que uno de
ellos sea RgsA con lo observado hasta el momento, faltan hacer ensayos para verificar
nuestra hipotesis y cimentar mejor la informacion obtenida. En cuanto a la cepa AEIV que
no mostro diferencias, podriamos pensar que esta influyendo la densidad poblacional y la
produccion de alginato, ya que al producir alginato hace que el niumero de bacterias
disminuya a diferencia de las cepas no productoras de alginato, en tanto la presencia del

polimero podria proteger de alguna manera en la bacteria.

Durante el crecimiento de las mutantes rgsA en medio liquido era evidente una
mayor adherencia de células a la pared de los matraces, a simple vista se observaba una

mayor produccion de biofilm en las mutantes respecto a la cepa silvestre. El biofilm



bacteriano es un grupo de células que crecen en determinada area, ya sea viva o inherte, y
se adhieren a ella. El biofilm estd compuesto en su mayoria de exopolisacarido y le sirve a
la bacteria como un medio que hace accesible nutrientes, agua y enzimas. En P. aeruginosa
la produccion de biofilm se ha relacionado con la presencia de apéndices extracelulares
como el flagelo y pili tipo 1V (O’Toole & Kolter, 1998). En A. vinelandii alin no se conoce
bien la regulacion de la formacion del biofilm. Los resultados de cuantificacion de biofilm
fueron mayores en las mutantes AEIVrgsA, pero solo en la cepa mucoide; sin embargo, las
mutantes derivadas de la cepa UW136 no mostraron cambio con respecto a la silvestre. La
mutante A. vinelandii AEIVrgsA produjo dos veces mas respecto a la silvestre,
coincidiendo con los reportes de que la formacion de biofilm aumenta cuando hay mayor
cantidad de exopolisacaridos. De acuerdo con esto, la cepa mucoide AEIV produce alginato
que probablemente este ayudando a la capacidad de adherencia de la bacteria y no asi para
la cepa UW136 no productora de alginato. En un estudio en A. vinelandii donde se mutd
una proteina like-rodanasa (tiosulfato cianuro sulfurotransferasa),una proteina antioxidante
encargada de controlar el desequilibrio oxidativo en células plactonicas (Remelli et al.,
2010), la mutacion provocé estrés oxidativo crénico sub-letal, ya que al ser expuesta a
fuentes exodgenas de ROS se encontrd un aumento en la formacién de biofilm y su
estructura presentd caracteristicas diferentes a las de la cepa silvestre, que también
presentaba formacion de biofilm al exponerla a ROS. Se determind que una respuesta al
estrés oxidativo que sufre la bacteria es la formacion de biofilm (Villa et al., 2012).
Nuestros resultados coinciden con los descritos anteriormente, RgsA esta directamente
involucrado en la resistencia a estrés oxidativo y la respuesta de este estrés genera una

mayor produccion de biofilm, como lo observaron Villa et al., (2012).



9. CONCLUSIONES

10.

RgsA esta regulado positivamente por RpoS en A. vinelandiiAEIV y UW136.
RgsA esta regulado indirectamente por GacA en A. vinelandii AEIV y UW136.
RgsA no participa en la produccion de alginato, PHB y AR’s.

RgsA participa en la resistencia al estrés oxidativo en las cepas UW136 y AEIV.

RgsA participa en el estrés caldrico en la cepa UW136.

© o k~ w e

RgsA controla la formacion de biofilm en la cepa AEIV.

PERSPECTIVAS

» Determinar el inicio de la transcripcion del gen

» Hacer ensayos tipo EMSA para verificar la interaccion de RgsA con RsmA y con
Hfq

» Realizar Zimogramas para saber si se afecta la actividad catalasa en la mutante
RgsA
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