Resumen

Azotobacter vinelandii es una bacteria gram negativa, que pertenece a las y-
protecbacterias. La bacteria produce dos metabolitos secundarios de interés
biotecnolodgico: el poliéster intracelular, poli-B-hidroxibutirato y el polisacarido extracelular
alginato, ambos de uso industrial.

La produccién del polisacarido extracelular alginato esta regulada por un sistema
de regulaciéon de la familia de doble componente llamado GacS/A. De manera general,
éste es un regulador global que a su vez controla a otros sistemas de regulacién como al
sistema de control post-transcripcional Csr (Rsm). Su elemento principal es una pequefia
proteina de unién a RNA referida como CsrA en E. coli 0 RsmA en especies de Erwinia y
Pseudomonas. CsrA se une a una region cercana al sitio de union a ribosoma (RBS) de
los ARN mensajeros que son sus blancos de regulacion, impidiendo asi su traduccion y
promoviendo su degradacion. Originalmente, en E. coli, se logr6 identificar el gen csrA
mediante mutagénesis al azar mediada por transposones. La insercion del transposoén se
localiz6 en el coddn 51 del gen (Timmermans y Melderen, 2009). CsrA controla el flujo de
carbono intracelular por una regulacion positiva de la glucolisis, pero al mismo tiempo
regula negativamente la gluconeogénesis y la sintesis de glucégeno. Por lo tanto, en
ausencia de CsrA la sintesis de glucégeno es fuertemente favorecida, lo cual genera un
estrés metabolico en la bacteria que la hace perder viabilidad; mutantes incapaces de
sintetizar glucégeno soportan sin mayor problema la mutacién en csrA. En este trabajo
generamos evidencias que sugieren fuertemente que la mutacién en el gen rsmA
promueve la sobreproduccion de alginato lo cual probablemente impide la obtencién de
mutantes de este gen. Generamos mutaciones con alteraciones en el extremo C-terminal
de RsmA similares a la reportadas en E. coli, las que se recombinaron en el cromosoma
de las cepas silvestre E (productora de alginato) y EalgD (no productora de alginato),
obteniéndose en la cepa silvestre mutantes merodipliodes y una mutante nula (sin
silvestres del gen) en la cepa no productora de alginato JGDE; lo que nos permitié probar
que es posible obtener mutantes nulas de rsmA en fondos genéticos no productores de

alginato.



1. INTRODUCCION
1.1 Azotobacter vinelandii

Azotobacter vinelandii es una bacteria que ha generado desde hace varias
décadas interés en su estudio, entre otras cosas por su produccién de metabolitos
secundarios; en particular por la sintesis de alginatos y de poli-B-hidroxibutirato.
Estos metabolitos son polimeros que se usan respectivamente en la industria
alimenticia/farmacéutica y en la fabricacion de plasticos biodegradables.

A. vinelandii es una bacteria gram negativa, vive en suelos y en agua, son
células ovoides y grandes que miden de 1.5 a 2 ym. Su movilidad se da gracias a
que posee flagelos periticos, son aerobios pero pueden crecer en condiciones
bajas de oxigeno. Son bacterias pleomoérficas, variando su morfologia desde

bacilos hasta células en forma de cocos (Nagpal et al. 1989).

Figura 1 Figura 2
Azotobacter vinelandii en forma bacilar Azotobacter vinelandii en forma de quiste
(Nagpal et al. 1989) (Brock et al.1999)

Algunas de las caracteristicas que hacen a A. vinelandii un interesante
modelo de estudio son:
® Produce metabolitos secundarios que la a contender cambios ambientales;
como lo es el poliéster intracelular, poli-Bhidroxibutirato y el polisacéarido
extracelular, alginato, como se mencioné ambos polimeros con aplicaciones
industriales (Espin 2003).
® Fija nitrégeno de manera biolégica en condiciones aerobias, ya que posee

el complejo enzimatico de la nitrogenasa y una alta capacidad respiratoria.



[ Posee una alta capacidad respiratoria.
® Sufre procesos de diferenciacion morfolégica para formar quistes

resistentes a la desecacion.

1.2 Ciclo de vida de A. vinelandii

Azotobacter vinelandii presenta dos fases en su ciclo de vida (Fig. 3) una
fase de crecimiento y una fase de vida latente, por el momento no se conocen las
condiciones ambientales que determinen el fin de la fase vegetativa para dar inicio
a la etapa de diferenciacion (Sadoff, 1975; 2001).

Al inicio del proceso de diferenciacion, las células pierden sus flagelos y
presentan una Uultima division celular donde se generan dos células esféricas
formadas por dos capas; una interna, la intina y otra externa llamada exina,
constituidas por alginato en un 13% y 32% respectivamente y lipoproteinas (Lin y
Sadoff, 1969). Una vez que se formaron estas capas prosigue la formacion del
quiste maduro constituido por un cuerpo central basal que en el interior contiene
en su interior granulos de poli-B-hidroxibutirato (PHB) como fuente de carbono de
reserva. En condiciones favorables el quiste inicia un proceso de germinacion con
el hinchamiento del cuerpo central que provoca la ruptura de la exina emergiendo
dos células que adquieren nuevamente movilidad (Sadoff, 1975; 2001).
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Figura 3

Ciclo de vida de A. vinelandii



1.3 Alginato

1.3.1 Aplicacion

El alginato es utilizado como agente gelificante y viscosificante en la
industria farmacéutica y alimenticia, se le ha encontrado utilidad en el
recubrimiento y proteccion de heridas y en la inmovilizacion de células y enzimas.

Una de las opciones para la produccién de alginato son las algas marinas,
como: Ascophyllum, Laminaria, Lessonia, Ecklonia, Durillaea y Macrocystis
(Phaephyceae), sin embargo su calidad es variable por depender de las
condiciones del medio ambiente y la edad de los tejidos de donde se extrae, por lo
que una opcidn potencial para la obtencién de este producto es, A vinelandii.

Azotobacter es un buen candidato para la produccion de alginato ya que
contiene una distribucién de los bloques de residuos de M (4cido manurdnico) y G

(acido gulurénico) muy similar a la producida por las algas (Gacesa, 2010).

1.3.2 Composicion y funcion biologica

Los alginatos son una familia de heteropolimeros compuestos por
mondmeros de acido gulurénico (G) y &cido manuroénico (M), unidos por enlaces 3
(1-4), cuyo contenido y distribucién es variable encontrandose cadenas con
secuencias alternas (-M-G-M-G-M), o bloques de mondémeros alternados (-M-M-M-
G-G-G-M-M-M) donde el numero de monomeros en los bloques es irregular (Fig
4) (Haug et al, 1971).

Las zonas ricas en acido gulurénico son zonas de unién entre cadenas,
mientras que las ricas en acido manurénico son las de interaccion preferente con
el agua. Consecuentemente, la variabilidad en la composicion y distribucion de
acido manuronico y guluronico del alginato le confiere variabilidad en la capacidad
de gelificacion: alginato con alto contenido de acido gulurénico genera geles

rigidos y resistentes, y uno de bajo contenido produce geles suaves y elasticos;



ademas, los bloques de guluronato interaccionan con iones divalentes, como los
de Ca™, haciendo mas fuerte la union entre los residuos del acido gulurénico y

formando geles termorresistentes (Clementi, 1998).
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Figura 4
Estructura del exopolisacarido alginato (Haug
ot al 1971\

El alginato es esencial para el enquistamiento ya que es el principal
componente de las dos capas que cubren al quiste: la exina y la intina (Lin y
Sadoff, 1989).

En condiciones de crecimiento vegetativo esta capa de alginato extracelular
actla como una barrera contra la difusién de oxigeno y metales pesados o de

proteccion contra condiciones adversas (Clementi, 1998).



1.3.3 Sintesis del alginato
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Figura 5
Ruta biosintética del alginato en A. vinelandii

En A. vinelandii el alginato se sintetiza a partir de fructosa-6-P (Beale y
Foster, 1996) la cual es convertida por la fosfo-manosa-isomerasa (PMI), a
manosa-6-P, ésta a su vez se convierte en manosa-1-P por la fosfo-mano-mutasa
(PMM). El siguiente paso consiste en la activacion de la manosa-1-P por la GDP-
manosa-pirofofofrilasa (GPMP) dando como resultado la formacién de GDP-
manosa, la cual es oxidada a &cido GDP-manurénico por la GDP-manosa-
deshidrogenasa (GMD). El acido GDP-manurénico es el substrato que se
polimeriza a nivel de la membrana interna para formar acido polimanurénico. En el
periplasma algunos de los residuos manuronicos del acido polimanurdnico son
acetilados por una acetilasa. El polimero es exportado fuera de la célula donde
algunos residuos manurénicos no acetilados son epimerizados a residuos
gulurdnicos por multiples epimerasas extracelulares dando asi el producto final, el
alginato (Franklin, 2011).



1.3.4 El gen algD y la sintesis de alginatos

En A. vinelandii, los genes que codifican las enzimas involucrados en la
sintesis de alginato han sido caracterizados en su totalidad. En A. vinelandii los
genes biosinteticos se encuentran agrupados en cuatro unidades
transcripcionales. El gen algD, que codifica la GDP-manosa deshidrogenasa es
transcrito a partir de tres posibles promotores, uno de ellos (P1l) es oF
dependiente, mientras que el segundo promotor (P2) presenta secuencia
consenso tipica de promotores ¢’° (Campos et al., 1996).

Los genes alg8, alg44, algK y algJ se encuentran agrupados en un operon
localizado inmediatamente debajo de algD, sus productos participan en la
polimerizacion y secrecion del alginato. Inmediatamente después se encuentra el
operon algGXLVIFA; alg G codifica para una epimerasa; algL para una alginasa;
los productos de algX, algV algl y algF son los responsables de la acetilacion de
los residuos manurénicos y algA codifica para la enzima que cataliza la conversion
de fructosa 6-fosfato a manosa 6-fosfato y para la conversién de manosa 1-fosfato

a GDP-manosa (Fig. 6).

Figura 6

Genes involucrados en la sintesis de alginato en Azotobacter vinelandii

1.4 Sistemas Reguladores de la familia de doble componente

Las bacterias responden a sefiales o a variedades que ocurren en su medio
ambiente a través de sistemas de transduccion de sefales.
Este sistema de doble componente esta formado por dos proteinas:

B Detector de sefales del medio ambiente

B Regulador transcripcional



Primer componente

Es una proteina con actividad de cinasa histidinica, con algunas
excepciones, la parte amino terminal de esta proteina tiene dos dominios
transmembranales, las cuales detectan una porcion de la proteina que esta en el
periplasma, esta region se le ha involucrado en la deteccion de sefiales del medio
ambiente y se le conoce como dominio de entrada.

La region citoplasmica de estas cinasas, contienen motivos conservados
gue tienen un papel en la actividad de fosforilacién, entre éstos se localiza un
motivo que tiene una histidina (H), que es el residuo que se fosforila. Este motivo
se le conoce como Modulo de Transmision (Gao y Stock, 2009).

Segundo componente

Este es una proteina que se le conoce como regulador de respuesta y que
esta constituido por dos dominios: el dominio de fosforilacion, que se encuentra en
el extremo amino terminal y el segundo que es un regulador transcripcional, que

es de unién a ADN y se le conoce como Dominio de Salida (Gao y Stock, 2010).
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.................................................................................... mermbrana externa
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Figura 7

Esquema general de los sistemas de transduccién de sefiales de dos componentes



1.5 El sistema de transduccion de sefiales de dos componentes
GacS/GacA

Los genes gacS/gacA son reguladores de la sintesis de alginato, los
productos de estos corresponden a una cinasa histidinica transmembranal y a su
regulador de respuesta que pertenece a la familia de los sistemas de transduccion
de sefales de doble componente.

El par regulador GacS/A ha sido reportado en varias especies bacterianas
del subgrupo y del phylum Proteobacteria (Goodier y Ahmer, 2001). De manera
general, éste es un regulador global que a su vez controla a otros sistemas de
regulacion como el sistema de sefializacion conocido como Quorum sensing, al
factor sigma de fase estacionaria 0° y al sistema de control post-transcripcional
Csr (Rsm).

1.6 GacS/GacA en A. vinelandii

En A. vinelandii estan presentes homologos del sistema GacS/GacA vy la
activacion de esta via de transduccién de sefiales da como resultado la activacion
de la transcripcion del gen algD (Castafieda et al. 2001). La produccion de alginato
aumenta al incrementar la trascripcion del gen algD a partir de sus tres
promotores, los cuales son controlados de manera positiva por GacS/A. De
manera interesante mutantes gacS/A son incapaces de enquistarse (Castafieda et
al. 2000).

1.7 Sistema de Regulacion Post-transcripcional CrsA/CrsB
(RsmaA/RsmB)

Csr (Carbon Storage Regulator) es un sistema regulador global que
controla la expresion de los genes bacterianos post-transcripcionalmente. Su
efector es una pequefa proteina de unién a RNA referida como CsrA en E. coli o
RsmA en especies de Erwinia y Pseudomonas.



En E. coli, CsrA ejerce un control negativo en la expresion de genes que
codifican para las enzimas involucradas en la biosintesis y catabolismo de
glucogeno, gluconeogénesis, glucdlisis, movilidad, propiedades de la superficie

celular y adherencia.
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Modelo de regulacién post—trascripcionallzlieg\;z;‘osa cabo por el sistema CsrA/B (RsmA/B).
(Modificado de Romeo, 1998)

CsrA es una proteina de unién a RNA de 61 aa, este sistema de regulacion
post-transcripcional actia de la manera siguiente: el elemento proteico CsrA
(RsmA) se une a una regiéon cercana al sitio de union a ribosoma (RBS) de los
ARN mensajeros que son sus blancos de regulacion, impidiendo asi su traduccion
y promueve su degradacion.

En E. coli, CsrA ejerce un control negativo en la expresion de genes que
codifican para enzimas involucradas en la biosintesis de glucogeno vy
gluconeogénesis. Por otra parte, CsrA controla positivamente la glucdlisis
regulando la expresion de genes que codifican para la isomerasa-6-fosfato, la
triosa fosfato isomerasa y la enolasa (Sabnis et al., 1995).

El segundo componente CsrB (RsmB) es un ARN regulador no codificante
de 360 nucledtidos aproximadamente formando un complejo ribonucleoprotéico
globular uniéndose a 18 subunidades de CrsA, su funcion es antagonizar los
efectos de CsrA (RsmA). La molécula de ARN presenta una estructura secundaria
caracteristica formando varias estructuras de tallo y asa, encontrdndose en las
asas secuencias similares a las que se une CsrA (RsmA) en los ARNm regulados

por el sistema (Fig. 9). En presencia de CsrB (RsmB) las moléculas de CsrA
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(RsmA) se unen a las asas del ARN regulador dejando libre al ARN mensajero,
posibilitando asi su traduccion (Romeo, 1998)

ENERGY= 236 prB A
Figura 9

Prediccién por el programa MFOLD de la estructura secundaria del RNA
codificado por prrB(rsmZ) de P. flourescens y rsmB de A. vinelandii

La estructura secundaria de este SRNA presenta varias estructuras de tallo
y asa, encontrdndose en éstas Ultimas secuencias repetidas una similitud con
secuencias de unién a las que reconoce RsmA en sus mensajeros blanco de
regulacion (Liu et al., 1997; Romeo, 1998).

CsrB es un regulador positivo de genes cuya expresion es reprimida por
CsrA. Los RNAs pequefios se unen a proteinas RsmA / CsrA que son producidas
bajo el control positivo del sistema de doble componente, GacS / GacA.

El sistema CsrA/CsrB ha proporcionado un modelo para la elucidacion de
varios sistemas homdélogos en otras bacterias gramnegativas, referidos como
RsmA/RsmB (regulator of secondary metabolism) en Erwinia 0 RsmA/RsmZ(PrrB)
en Pseudomonas.

Al estudiar la cascada de sefializacion en A. vinelandii encabezada por el
sistema de doble componente GacS/GacA se identificaron varios genes que
codifican a componentes del sistema Rsm. Un homologo para la proteina RsmA,
siete homologos a los pequefios RNAs reguladores RsmZ y dos homoélogos a
RsmY (Manzo et al., 2011).
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Estudios gendmicos recientes, han revelado que existen homodlogos de
rsmA/csrA fuera de las y-Proteobacterias, por ejemplo en: &-Proteobacteria
(Desulfovibrio, Geobacter), e-Proteobacteria (Helicobacter, Campylobacter),
espiroquetas (Borrelia, Treponema), en bacterias Gram-positivas bajas en GC
(Bacillus, Clostridium) y en Thermotoga (Rife et al., 2005; Kulkarni et al., 2006).

En muchas especies bacterianas, es muy dificil generar mutantes de rsmA
(csrA), ya que presentan fuertes agregaciones de célula—célula y/o un crecimiento
muy lento (Romeo et al., 1993; Lawhon et al., 2003; Molofsky and Swanson,
2003). En P. aeruginosa la mutacién de rsmA resulta en un fenotipo de colonias

pequefias (Heurlier et al., 2005).
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2. ANTECEDENTES

En un estudio previo, Cocotl Yafez (2006) reporto la dificultad de obtener
mutantes nulas del gen rsmA en la cepa E de A. vinelandii. A. vinelandii es una
bacteria poliploide lo que complica en general la obtencion de mutantes nulas. En
el estudio antes citado, solo se obtuvieron mutantes merodiploides y no se pudo
segregar la mutacion a todos los cromosomas de la cepa. Sin embargo la sobre-
expresion constitutiva de rsmA en la cepa E abati6 la produccion de alginatos
(Cocotl Yarez, 2006). Para recuperar las mutantes rsmA se uso como medio de
seleccion, medio minimo (Burk) adicionado con Sacarosa y el marcador de
seleccion. En E. coli se ha reportado que mutaciones nulas en csrA son letales
cuando las mutantes se crecen en hexosas como fuente de carbono. Para
recuperar las mutantes csrA, se necesitd de fuentes de carbono que entran
directamente al ciclo de Krebs (Timmermans y Melderen 2009). Lo anterior es
explicado por el control negativo que CsrA ejerce sobre la sintesis de glucogeno,
en ausencia de CsrA la sintesis de glucdégeno es fuertemente favorecida, lo cual
genera un estrés metabdlico en la bacteria que la hace perder viabilidad. De
manera interesante mutantes incapaces de sintetizar glucégeno soportan sin
mayor problema la mutacion nula en csrA en cualquier fuente de carbono
(Timmermans y Melderen 2009).

Originalmente, en E. coli, se logré identificar el gen csrA mediante
mutagénesis al azar mediada por transposones. La insercion del transposon se
localiz6 en el coddn 51 del gen (Timmermans y Melderen, 2009). Esta mutante es
viable en cualquier fuente de carbono, dejando ver la posibilidad de que los
primeros 50 aminoacidos podrian mantener una actividad parcial. Para comprobar
esta hipotesis Timmermans y Melderen (2009) construyeron un péptido CsrA;.so
gue mostro ser parcialmente activo siendo capaz de restaurar el crecimiento de
mutantes csrA nulas en fuentes de carbono glucoliticas. De acuerdo con lo anterior
mutantes con remociones del extremo C-terminal (a partir del aminoacido 50) son

viables en cualquier fuente de carbono. En A. vinelandii se podria estar
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presentando un fendmeno similar en el que la sintesis de alginato tomaria el papel
de la sintesis de glucégeno en E. coli.

La imposibilidad de generar mutantes rsmA no ha permitido estudiar
detalladamente el efecto regulado de RsmA sobre la produccion de alginato,
biopeliculas y enquistamiento. A. vinelandii posee nueve pequefios RNAs
reguladores (sRNAs) de la familia Rsm, dos de los cuales han sido ampliamente
estudiados y se ha establecido que GacS/A a través de estos controla la expresion
de algD y la sintesis de alginatos (Manzo et al., 2012). La reiteracion génica de
estos sRNAs hace dificil estudiar esta familia, ya que probablemente la ausencia
de alguno podria ser compensada por otro.

3. HIPOTESIS

En A. vinelandii, la sobreproduccion de alginato en mutantes con
remociones completas del gen rsmA provoca perdida de viabilidad; sin embargo,
mutantes con remociones parciales (a partir del aminoacido 50 hasta el carboxilo
terminal) son viables en condiciones de crecimiento que favorecen la produccién

de alginatos.
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4. JUSTIFICACION

La cascada de regulacion GacS/A—RsmA/B parece ser una via de
regulacion comdn al menos en bacterias de la subdivision y Proteobacterias. El
conocimiento generado contribuird a mejorar la comprension de la cascada de
regulacion, de manera general, en esta subdivision bacteriana y de forma
particular, en A. vinelandii.

Por otra parte el conocimiento generado dara nuevos elementos que
permitirdn entender de mejor manera la regulacion de la produccién de alginato A.

vinelandii.

5. OBJETIVOS

Objetivo General:

Estudiar la funcion del regulador post-transcripcional RsmA en A. vinelandii

Objetivos particulares:
1. Demostrar que es posible recuperar mutantes nulas del gen rsmA en
cepas no productoras de alginato
2. Generar una mutante parcial del gen rsmA removiendo el extremo
carboxilo terminal del gen en el fondo de la cepa silvestre.

3. Caracterizar la mutante en relacion a su produccion de alginato
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6. MATERIAL Y METODOS

Cepas Bacterianas y Plasmidos. Las cepas y los vectores de clonacion utilizados

en este trabajo se describen en las tablas siguientes:

Caracteristicas

Referencias

Cultivo

EndAl hsdR17 supE44 thi-1i- recAl

Woodcock et. al.,

E. coli DH5a gyrA96 relAAlacU169¢80 (AlacZ 1089 Medio Lb/37°C
AM15)
) . E Fondo silvestre; Nal r Larsen et. al., 1971 Me.dl.o.BS/SOOC/AC'
A. vinelandii Nalidixico 15 mg/mL
Mutante derivada de la cepa E, con
remocion en el extremo carboxilo Medio BS/30°C/ Ac.
EArsmA::Km | terminal del gen rsmA interrumpido Este trabajo Nalidixico 15 mg/mL/
con un casete de resistencia a Kanamicina 4mg/mL
Kanamicina
Mutante derivada de la cepa E, con
insercion en el extremo carboxilo Medio BS/30°C/ Ac.
ErsmA::Km terminal del gen rsmA interrumpido Este trabajo Nalidixico 15 mg/mL/
con un casete de resistencia a Kanamicina 4mg/mL
Kanamicina
Mutante derivada de la cepa E donde Medio BS/30°C/Ac.
JGDE el gen algD se interrumpié con un IBT/UNAM Nalidixico 15 mg/mL/
casete de resistencia a Kanamicina Kanamicina 4mg/mL
Mutante derivada de la JGDE, con Medio BS/30°C/Ac.
JGDEArsmA:: mutacion generada por remocién en Nalidixico 15 mg/mL/
el gen rsmA, el cual se sustituy6 por Este trabajo Kanamicina
Sm un casete de resistencia a 4mg/mL/Estreptomicin
Estreptomicina a 2mg/mL
Mutante derivada de la JGDE, con Medio BS/30°C/Ac.
JGDErsmA:: mutacion generada por insercién en Nalidixico 15 mg/mL/
el extremo carboxilo terminal gen Este trabajo Kanamicina
Gm rsmA, el cual se sustituy6 por un 4mg/mL/Gentamicina
casete de resistencia a Gentamicina 1.5mg/mL
Mutante derivada de la cepa E a la
que se le removi6 la regiéon que Medio BS/30°C/Ac.
EAalgD codifica para el sitio catalitico de la Este trabajo Nalidixico 15 mg/mL/
enzima, colocando en su lugar un Kanamicina 4mg/mL
casete de resistencia a Kanamicina
Mutante derivada de la EAalgD, con Medio BS/30°C/Ac.
EAalgDrsmA:: insercién en el extremo carboxilo Nalidixico 15 mg/mL/
terminal del gen rsmA interrumpido Este trabajo Kanamicina
Gm con un casete de resistencia a 4mg/mL/Gentamicina
Gentamicina 1.5mg/mL
Mutante derivada de la EAalgD, con Medio BS/30°C/Ac.
. remocion en el extremo carboxilo Nalidixico 15 mg/mL/
EAalggﬁrsmA.. terminal del gen rsmA interrumpido Este trabajo Kanamicina

con un casete de resistencia a
Gentamicina

4mg/mL/Gentamicina
1.5mg/




Plasmidos utilizados y realizados en este trabajo:

Nombre Caracteristica Referencia
pBSL141 Vector con un cartucho de resistencia a Gm. Alexeyev, 1995
pGEM-T Easy Vector de clonacion para productos de PCR; lacZ, Amp' Promega

Derivado del pUC19 que contiene un fragmento de 2 Kb en el que

) . . . . Cocotl-Yafiez
pUC19rsmArev::Sm | se removio el gen rsmA y se insertd en un su lugar el interposén

Qsm (2006)
pGEMrsmA::Gm Derivado deI.pGEM'.I'Easy.V,ector; porta un fragme'nto dg 1.1 Kb .
que contiene la insercién de un casete de resistencia a Este trabajo

PGEMrsmA:Km Kanamicina/Gentamicina en el gen rsmA

Derivado del pGEMTEasyVector; porta un fragmento de 1 Kb que

contiene la remocion del gen rsmA interrumpido con un casete de| Este trabajo
resistencia a Kanamicina/Gentamicina

Derivado del pPGEMTEasyVector; porta un fragmento de 2.4 Kb

pGEMAalgD que contiene la remocion del gen algD interrumpido con un Este trabajo

casete de resistencia a Kanamicina

pGEMArsmAGm
pGEMArsmAKm

Extraccion de DNA plasmidico (Método de extraccién por perclorato). Se
centrifugan 3 ml de cultivo, se resuspenden en 175ul de TES, se agregan 25 pl de
lisozima (10mg/mL), se dejan 20 min en hielo, se agregan 400ul de agua
tridestilada fria y se incuban a 73°C por 15 min, se centrifugan 15 min a 12000
rom, se transfiere el sobrenadante a un tubo nuevo y se le agregan 600ul de
isopropanol y 60ul de NaClO,4 5M, se centrifugan 15 min a 12000 rpm y se lava la
pastilla 2 veces con etanol al 70%, se deja secar la pastilla y se resuspende en

30ul de agua tridestilada o RNasa (10mg/mL).

Solucion de TES
Sacarosa al 15%
TRIS 50mM a pH 8.5
EDTA 50mM a pH 8.0

Manipulacion de &acidos nucleicos. EI DNA cromosomal fue extraido siguiendo
un protocolo modificado de Li et al. (Plant Methods, 2010), en el cual se lisan las
células con CTAB y se purifica el ADN en una matriz de silica. Mientras que la
purificacion de productos de PCR se llevd a cabo con glucégeno; las
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purificaciones de banda se realizaron con un protocolo modificado del kit
GeneClean de MP Biomedical. Para las reacciones de PCR se utilizaron las

enzimas Taq DNA polimerasa y Vent Polimerasa (New England BioLabs).

Preparacion de células competentes de A. vinelandii. Para inducir el estado
de competencia en A. vinelandii se realizaron dos cultivos consecutivos en medio
CM solido (libre de fierro y molibdeno), incubando 48 horas a 30°C cada cultivo
(Page, 1982); posteriormente, se recolectaron todas las células para inocular 50
ml de medion CM liquido y se incubaron por 48 horas a 30°C y 250 rpm. Se
recuperaron las células por centrifugacion (6000 rpm/10’), se lavaron con sulfato

de magnesio 10 mM y se resuspendieron en 1 ml de medio CM 16 mM de MgSOQy.

Transformacion de A. vinelandi con DNA plasmidico. Después proseguimos
tomando 200 pl de células competentes de A. vinelandii y se mezclaron con 5 ug
del plasmido (tabla: plasmidos utilizados) en un tubo Eppendorf estéril. La mezcla
de cada una de las transformaciones con los plasmidos se extendi6 en medio de
competencia solido (CM) y se incub6é a 30°C durante 48 horas. Se recupero el
tapete celular y se lavo con MgSO,4 10mM. Posteriormente se sembraron 200 pl de
celulas en medio minimo Burk Sacarosa soélido (BS) adicionado con los antibiéticos
qgue le confieren resistencia al plasmido respectivo seleccionando las células

recombinantes y se incub6 a 30°C durante 48-60 horas.

Electroforesis
Soluciones y Reactivos
4l Amortiquador _Tris-acetatos- EDTA: (TAE1X; Tris pH 8, 90 mM; &cido
acetico, 90 mM; EDTA, 2 mM).

4l Agarosa al 1%.

Protocolo
1. Para la determinacion de la concentracion de DNA purificado, se analiza la

muestra de DNA en un gel de agarosa.
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Una vez cargado el DNA en los pozos de agarosa, se compara visualmente
contra un estandar de DNA de concentracion conocida.

3. Teifiir el gel en bromuro de etidio.

4. Visualizar en un transiluminador de rayos UV (Sambrook et al., 2001).

Preparacion de Células Electrocompetentes de E. coli DH5a

1.

© N o o B~ WD

9.

Inocular 500 ml de YT2X con 5 ml de un cultivo overnight y crecer hasta una
DO 600 nm a 0.6, enfriar el cultivo en hielo.

Centrifugar 10 min a 10000 rpm a 4 °C.

Resuspender en 500 ml de H,0 fria

Centrifugar 10 min a10000 rpm a 4 °C.

Resuspender en 250 ml de H,Ofria

Centrifugar 10 min a 10000 rpm a 4 °C.

Repetir los pasos 5y 6.

Resuspender en 30 ml de glicerol 10% fri6 y pasar todo a un tubo de
centrifugacion chico.

Centrifugar 10 min a 10000 rpm a 4 °C.

10. Vaciar el sobrenadante y resuspender el pellet con el liquido que se quedd

en las paredes del tubo (se obtiene una pasta de células)

11. Alicuotar y guardar a -70 °C.

Ligacion. La T4 DNA ligasa une poli-nucleotidos que tienen extremos 5" -fosfato a

extremos 3’-hidroxilo usando ATP. Es usada para:

1.
2.
3.

Ligacion de fragmentos de DNA con extremos romos o cohesivos.

Ligacion de un vector con el DNA del inserto.

Sellar huecos en un dsDNA.

Se realiza la mezcla de reaccion, que contiene el DNA del vector y del

inserto, el buffer de la enzima y H,O para aforar al volumen adecuado. Es muy

importante tomar en cuenta que debe mantenerse el orden de relacion molar

inserto—vector en una proporcion 5:1 y se incuba en funcion de los extremos

generados (romos o cohesivos), preferentemente a 16°C durante toda la noche.
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Precipitacion con glucogeno. Para concentrar el DNA y eliminar sales que
interfieran con tratamientos ulteriores, utilizamos esta técnica. Se agrega un
volumen de 500 pul de isopropanol mas 1 ul de glucégeno, mezclar por inversion y
reposar durante 15 min a -70°C. Centrifugar por 10 min a 13200 rpm, y decantar el
sobrenadante. Posteriormente lavar la pastilla dos veces con etanol al 70%, dejar

secar la pastilla y disolver en 10 ul de agua tridestilada.

Transformacion (Electroporacién). Las celdas deben estar previamente
esterilizadas y enfriadas. Se mezclan las células electrocompetentes y la ligacion,
posteriormente someterlas a un pulso eléctrico (programa Ec2 del electroporador).
Inmediatamente se le agrega 1 mililitro de medio Sock a la celda, y después de
mezclar se vierte en un mililitro de medio LB. Después de 1 hora de incubacion se
inoculan de 50-100 ul en medio de seleccién.

Los cultivos de E. coli crecen a 37°C, por 24 h, en medio LB (Luria Bertani).

PCR. Las condiciones para la PCR fueron: 5 minutos de desnaturalizacion inicial a
95°C; ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 1 minuto, alineamiento (temperatura
especificada en la tabla de oligonucleotidos) por 1 minuto, extensiéon a 72°C
durante 1 minuto por cada 1000pb que se deseen amplificar, todo lo anterior por
30 ciclos, con un ciclo final de extensién a 72°C por 10 minutos. Para llevar a cabo
las reacciones de PCR se utilizaron las enzimas Taq DNA Polimerasa (Biotherm®)
y High Fidelity DNA Polimerasa (Biotherm®) (Sambrook et al., 2001).

Cuantificacion de proteina: Método de Lowry. A partir de un cultivo de 48 horas
de A. vinelandii se separaron las células del sobrenadante. Las células fueron
lavadas con MgSO4 (10mM) y se resuspendio el paquete celular en 1 ml de
MgSO4 del cual se tomaron 20 ul. Se afiadié 1ml de solucion reactivo y 100 pl de
reactivo de Folin, tal reaccion se dejo reposar durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente se leyo la absorbancia a 625nm. Simultdneamente se

realizd una curva de calibracion utilizando un estandar de albumina. Solucién
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reactivo: 1% del volumen de solucién C (CuSO4 1%), 1% de solucion B (Tartrato
de Na y K 2%) y 98% de solucién A (Na,CO3 2% y NaOH 0.1 N). Todas las
determinaciones se realizaron por cuadriplicado (Lowry et al., 1951).

Cuantificacion de Alginato (Método del Carbazol) Para cuantificar la produccion
de alginato se usé medio Burk liquido y sélido (Ver medios y condiciones de
cultivo), se cosecharon las células y se resuspendieron en NaCl 0.89% vy
posteriormente se centrifugd para separ el paquete celular del sobrenadante, el
cual contiene el alginato. Del paquete celular se cuantificO proteina, mientras el
sobrenadante se mezclé con cuatro volumenes de isopropanol para precipitar el
polimero y separarlo posteriormente por centrifugaciéon. Una vez obtenido el
alginato (precipitado blanco) se lavo con etanol, se dejo secar por 24 horas y se
resuspendid en un volumen adecuado de agua tetraQ. Posteriormente se tomo
una cantidad adecuada de muestra (dependiendo de la mucoidia de cada cepa) y
se afor6 a 350 pl, ésta se colocd sobre una solucién de acido sulfurico-boratos,
previemente enfriada en bano de hielo, se adicionaron 100 yl de carbazol y se
dej6 reposar en un bafio de agua a 55°C por 30 minutos. La cuantificacion
espectrofotométrica a 530 nm se basa en la reaccion del carbazol con los acidos
urénicos producidos por la hidrdlisis del polimero con &cido sulfarico, la cual
desarrolla un color rosa-violeta.

Simultaneamente se realizo la curva de calibracion con concentraciones de
alginato de 25, 50, 100, 200, 300, 400 ug/ml. Las soluciones utilizadas fueron: 1)
10.09 g de KOH y 24.7 g de HBO3 en 100 ml de agua; 2) 25 ml de solucion de
boratos - 975 ml de &cido sulfarico; 3) Carbazol al 0.1% en etanol. La
reproducibilidad del procedimiento fue determinada realizando los experimentos
por triplicado de cada cepa en cada una de las condiciones de cultivo. Todas las

determinaciones se realizaron por cuadriplicado (Blumenkrantz et al., 1973).
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7. RESULTADOS

Generacion de las construcciones por remocion del extremo carboxilo
terminal de RsmA e insercion de un casete de resistencia en el locus

removido.

Para alcanzar el primer objetivo se plante6 crear dos mutaciones: una en la
se cambiarian dos bases generando un sitio de restricciéon Hindlll en codén 51
dejando intacta la region 3" y otra en la que se removeria desde el codon 51 hasta
el codon de paro del gen generandose a su vez un sitio Unico restriccion Hindlll.
En los sitios Hindlll se ligarian los casetes de resistencia a Gm y Km generando
una mutacion por insercion en el primer caso y una por remocion-insercién en el

segundo (Fig. 9).

MLILTRRVGETLMVGDDVTYV Majority
10 20
1 MLILTRRVGETLMIGDEVTYV csrA E. coli K 12
1 MLILTRRVGETLMVGDDVTYV orfrsmA proteina
TVLGVKGNQVRIGVNAPEKEYV Majority
30 40
21 TVLGVKGNQVRIGVNAPKEYV csrA E. coli K 12
61 TVLGVKGNQVRIGYV A PKEYV orfrsmA proteina
AVHREEIYQRIQAEKSOQESS Majority
S0 &0
L A
41 SVHREEIYQRIQAEKSQQSS csra E. coli K 12
121 AVHREEIYQRtQKEKDQEPS orfrsmA proteina
H - g Majorit
0 /7 \ J 'y
. =
61 Y .= / \ csrA E. coli K 12
181 H | Km/Gm orfrsmA proteina

Figura 9. Esquema de la generacion de mutaciones por insercién y

— — remocion en el extremo carboxilo terminal de RsmA
- Remocién a partir del aminoacido 51 del extremo carboxilo terminal de rsmA
| (- (construccién por remocién; H3)

Insercion del casete de resistencia en el aminoéacido 51 del extremo carboxilo
£ 1 terminal de rsmA (construccién por insercién; H1)
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La Fig. 10 esquematiza la estrategia seguida para generar las
construcciones antes descritas. La Tabla 2 presenta las secuencias de

oligonucledtidos que se utilizaron.

Tabla 2
Oligonucledtidos utilizados para la generacion de los plasmidos
Secuencia Tm
H1 5" ACC GCG AAG AAAGCTTCCAGCGCA Y 65.5°C
H2 5 TGC GCT GGA AGC TTT CTT CGC GGT 3 65.5°C
H3 5 GGG GCAAAG CTTGGTATGATTC 3 56.5 °C
RsmAl1Kb F | 5" CGG CGC ACG CGAAGTCATT3Z 61.6 °C
A6 5 ACG GCC GAACCAGTT ACCAT 3 59.1 °C

*En rojo - Sitio de restriccion generado para la enzima Hindlll

Tabla 3
Oligonucledtidos utilizados para generar los amplicones
Par de oligonucledtidos N Amplicon o
Amplificado T° 6ptima

usados generado
H1/ A6 624 pb H1 57°C
RsmA 1Kb / H2 570 pb H2 57°C
H3 / A6 572 pb H3 57°C
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\ /
RsmA 1Kb Nl
— Hi H3
——
(—
H2 A6
— Sitio de restriccion creado

parala enzima Hindlll

Figura 10

Esquema de los amplicones y oligonucleétidos usados para generar las
mutaciones por insercion e insercién-remocion del extremo carboxilo
terminal de rsmA
Par RsmA 1Kb /H2  (amplicon H2), par H1 / A6 (amplicén H1)
par H3 / A6 (amplicon H3)

El amplicon H2 se clonaria para posteriormente ligarle el amplicon H1,
generando asi la construccién atil para mutar al gen insertando en el sitio Hindlll el
gen de resistencia. De manera similar, al amplicon H2 se le ligaria el amplicon H3
generando la construccion con la remocion del extremo C terminal. En el sitio

Hindlll se le insertaria el gen de resistencia (Fig. 11).

E€0R| Hi:ndlll . ECORI Ec_oRI Hindll _ EcoRl

.
.
.
.

H2 . Gm/Km

H2 SmKm = Hq

B
A Figura 11

A. Esquema de la construccién para generar la mutacién por insercion (H2/H1) en
el extremo carboxilo terminal de rsmA

B. Esquema de la construccién para generar la mutacion por remociéon (H2/H3) en
el extremo carboxilo terminal de rsmA

Para generar la primera construccion se amplificé un fragmento de 570 pb
usando los oligonucledtidos RsmA 1 Kb F y el H2. El producto de PCR se lig6 al
vector pGEM-T Easy obteniendo un plasmido de 3.5 Kb llamado pGEMH2. Para

checar la orientacion del inserto se realizé una restriccion doble con las enzimas
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Hindlll y Sall (sitio ubicado en el vector) obteniendo un fragmento de 3.5 Kb (Fig.
12). Posteriormente el pGEMH2, se us6 como vector para ligarle los amplicones
H1y H3.

Hindlll
. Sall

<—3.5Kb

<— 570pb

1: MPM
2: pPGEM H2 / Sall y HindIll

1: MPM
2: Amplicén H2 de 570 pb

Figura 12
A- Producto de PCR amplificado con los oligonucleétidos rsmA 1KbF y H2 (570 pb)
B- Digestion (linearizacion) del plasmido pGEMH2 con las enzimas HindlIll y Sall

Para clonar el fragmento H3 también se utilizé al vector pGEM-T Easy. En
este caso el producto de PCR se amplificO usando los oligonucleétidos H3 y
RsmA1KbR. ElI amplicon presenté un peso de 572 pb. Una vez obtenida la clona,
a la cual llamamos pGEMHS3 (en la que se mut6 por remocion el extremo carboxilo
terminal), se verific6 su orientacion con una doble restriccion con las enzimas
Hindlll y Sall (sitio ubicado en el vector), obteniendo una banda de 3 Kb

correspondiente al pPGEM-T Easy y un fragmento de 572 pb del inserto (Fig. 13).
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Hindlll

Sall
pGEMT Easy
R d<— 3 Kb
J<— 572 pb
1: MPM 1: MPM
2: Amplificado de PCR H3 de 572 2: pGEM H3 / HindIll'y Sall
Figura 13

A- Electroforesis del producto de PCR H3 de 572 pb
B-Digestion del plasmido pGMEH3 con las enzimas Hindlll y Sall

Ya que obtuvimos los plasmidos pGEMH3 y pGEMH2 proseguimos a
realizar el ensamblaje utilizando como vector al pPGEMH2 cortado con Hindlll y
Sall y como inserto al fragmento clonado en el pGEMH3 liberado con las mismas
enzimas. Una vez ligado y transformado en el plasmido, realizamos un mapeo de
restriccion en las transformantes obtenidas para verificar su naturaleza. Se verifico
con la enzima EcoRlI (para la cual el vector pPGEMT Easy presenta un sitio de corte
en los extremos) observando la liberacion del fragmento de 1.1 kb mas el
fragmento de 3 Kb del pGEMT Easy (Fig. 14). Al plasmido se le llamo
PGEMH2/H3.
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EcoRlI Hindll

EcoRl
<— 3 Kb
PGEMT Easy <— 11Kb
1: MPM
2: Patron de restriccion del
pGEMH2/H3 con EcoRI
Figura 14

Patrén de restriccion del plasmido pGEMH2/H3 con la enzima EcoRI

Una vez que verificamos el plasmido pGEMH2/H3, se corté con Hindlll para
ligarle en este sitio los casetes de resistencia a Gentamicina y Kanamicina. Los
plasmidos obtenidos se verificaron cortando de nuevo con Hindlll probando que se
liberaran los casetes de resistencia (Fig. 15), obteniendo asi los plasmidos
pGEMArsmA::Km y pGEMArsmA::Gm.

Gm
Km
\¢ .’
N/
EcoRI Hindlll EcoRl s
<— 1.4kb
<— 8 kb

pPGEMT Easy

Figura 15 1: MPM
Patron de restriccion con Hindlll de los plasmidos pGEMArsmA 5. ,GEMArsmA::Km /HindIll
el que se observa la liberacion de los casetes de resistenc  3: pGEMArsmA:Gm/ Hindlll
kb)/Gentamicina (0.8 kb)
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Para generar la construccion con la mutacién del gen rsmA por insercion en
el extremo 3~ amplificamos con un oligonucleétido reverso complementario al
oligonucleétido H2 llamado H1, usando como molde DNA cromosomal. El
fragmento amplificado fue de 624 pb y de igual forma se cloné en el vector pGEMT
Easy, generando el plasmido pGEMH1. Verificamos el pGEMH1 mediante

restricciones con las enzimas Hindlll y Sall (Fig. 16).

Hindlll
) Sall

<— 3kb

pPGEMT Easy

<— 624 kb

<—624pb

1: MPM

1: MPM 2: pGEM H1/Hindlll y Sall

2: Producto de PCR H1

Figura 16
A. Producto de PCR H1
B. Verificacion por patrén de restriccién del pGEMHI cortado con las enzimas
HindIIl/ Sall

Una vez que se obtuvo el pGEMH1 se cortdé con una doble restriccién con
las enzimas Hindlll y Sall y se le ligd el inserto del pPGEMH2 liberado con las
enzimas Hindlll y Sall. De esta manera construimos el plasmido pGEMH2/H1. A
este plasmido posteriormente se le ligaron en el sitio Hindlll los casetes de
resistencia a Gentamicina y Kanamicina, generando asi la mutacion por insercion
en el extremo 3"del gen rsmA. A los plasmidos se les llamaron pGEMrsmA::Km y
PGEMrsmA::Gm. En la Fig. 17 se muestra la liberacion del casete al digerir los

plasmidos con la enzima Hindlll.
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Y
EcoRl Hindlll EcoRl

<— 4.1 kb

1.4 kb
.8 kb

1: MPM
2: Liberacién casete de Km del pGEMrsmA::Km
3: Liberacion casete de Gm del pGEMrsmA::Gm

Figura 17
Patrén de restriccion HindlIl de los plasmidos pGEMrsmA:Km y pGEMrsmA::Gm
liberarando los casetes de resistencia a Kanamicina (1.4 kb)/Gentamicina (0.8 kb)

Obtencién de mutantes JGDErsmA

Para obtener las primeras mutantes se extrajo el plasmido
pUC19rsmA::QSm previamente construido por Cocotl (2007). El plasmido se
transformé en la cepa JGDE segun lo descrito en material y métodos. Como el
plasmido transformado no puede replicarse en A. vinelandii la Unica forma que
tiene la bacteria para mantener la resistencia conferida por éste es recombinar el
gen de resistencia en el cromosoma mediante intercambio alélico. La doble
recombinacién homéloga se probé mediante PCR utilizando un oligonucleétido
gue se une al gen de resistencia a Sm vy el oligonucleétido RsmAD, que reconoce
una region rio arriba del gen rsmA. El producto del amplificado con estos primeros
tendria que tener un peso de 950 pb como se muestra en las transformantes
probadas (Fig. 18).
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1: MPM

2, 3: Amplificado del locus rsmA::Sm a partir de
dos mutantes JGDEArsmA::Sm

4: Control negativo, cepa JGDE

Figura 18
Amplificacion del locus mutante rsmA en la cepa JGDEArsmA::Sm y en la JGDE con los
oligonucle6tidos SmR y RsmAD

Una vez que se comprobd la mutacion del gen rsmA, proseguimos a
establecer la presencia del alelo silvestre. Para esto hicimos otro PCR con los
oligonucledétidos RsmAD y RsmAR que amplifican 900 pb del locus de rsmA. Se
hace evidente la presencia del locus silvestre y la merodiploidia de la cepa (Fig.
19).

RsmA R
—
RsmA D
P 900 pb
900 pb

1: MPM

2,3: Amplificado del locus rsmA en dos cepas JGDEArsmA::Sm
4: Control positivo, amplificado de la cepa JGDE

Figura 19

Amplificacion del locus silvestre rsmA en la cepa JGDE y en la JGDEArsmA::Sm

con los oligonucle6tidos RsmAR y RsmAD 30



Pudimos observar algo inesperado: el fenotipo de esta mutante, presenta
un aspecto mucoide a diferencia su cepa madre no mucoide (Fig. 20).

Posteriormente se realizO una segunda transformacion con uno de los
plasmidos que se describieron anteriormente el pGEMrsmA::Gm; (construccién
con la mutacion por insercion en el extremo carboxilo terminal con resistencia a
Gentamicina). Se utilizé la construccion con resistencia a Gentamicina ya que la

mutante JGDE es resistente a Kanamicina.

7

"

. %

Figura 20. Fenotipo mucoide de la cepa
JGDE y JGDEArsmA
Izquierda -JGDE , Derecha - JGDEArsmA

Una vez realizada la transformacién verificamos por PCR a las
transformantes obtenidas utilizando los oligonucledtidos delantero y reverso del
locus de rsmA, en donde observariamos como resultado un amplificado de 2 kb

para el alelo mutante y de 900 pb para el alelo silvestre (Fig. 21).
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RsmA R

«—
RlsmA D

900 pb
1: MPM

2: Amplificado del locus rsmA en la cepa silvestre

3: Amplificado del locus rsmA en la mutante JGDErsmA::Gm

Figura 21
Amplificacion de los alelos silvestre y mutante del locus rsmA, en la cepa
JGDE y JGDErsmA::Gm usando los oligonucleétidos RsmAR y RsmAD

Una vez corroborada la doble recombinaciéon, pudimos determinar que

seguiamos obteniendo mutantes merodiploides y ademas que el fenotipo mucoide

T a8

se repetia (Fig. 22).

N %

Figura 22 Fenotipo mucoide de la cepa
JGDE y JGDErsmA::Gm
Izquierda -JGDE , Derecha - JGDErsmA::Gm

Algo importante de puntualizar es que la mutante JGDErsmA::Gm crecia

normalmente en medio minimo Burk-Sacarosa solido; sin embargo le costaba
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crecer en medio liquido, se observo que a las 48 horas presentaba un crecimiento
casi nulo y floculado.
El fenotipo descrito se corrobor6 determinando la produccién de alginato en

medio Burk-Sacarosa solido (Fig. 23).
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Figura 23
Produccién de alginato en las cepas E, JGDE y JGDErsmA
*No Detectado

Al analizar la manera en la que se generd la mutante JGDE pudimos
establecer que la mutacion generada por la insercion del casete de resistencia a
Kanamicina se encontraba en un sitio de reconocimiento para la enzima Scal
justo, entre el subdominio catalitico y el subdominio de pegado a sustrato (Fig. 24).
Lo anterior nos hizo pensar que la insercion del casete de resistencia podria dejar
una proteina parcialmente funcional, que en condiciones basales de expresion su
actividad no es suficiente para sintetizar alginato, sin embargo al mutar a rsmA la
posible sobreexpresion compensaria su funcion defectiva haciendo posible
nuevamente la produccion de alginato. Debido a este resultado nos dimos a la
tarea de construir una mutante nula EAalgD en donde se removeria la region

catalitica del gen.
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Km

Xhol Scal Xhol

JGDE (EalgD)
Cepa no productora
de alginato

Region catalitico

Figura 24
Representacion de los dominios cataliticos
codificados en el gen algD

Generacion de la nueva mutante EAalgD

Se disefié una nueva estrategia (Fig. 25), en la que utilizamos un par de

oligonucledtidos previamente disefiado en el grupo (Tabla 4) para amplificar un

locus que contiene en su parte central al gen algD.

RRDD Km
ol v Xhol
| |

UDPG_MGDP_dh UDPG_MGDP_dh_C
UDPG_MGDP_dh superfamily UDPG_MGOP_dh_C superfamily

Figura 25
A. Amplificacién del locus algD-alg8
Rojo - Region catalitica Azul - Sitio de pegado a sustrato
B. Construcciéon de algD removiendo casi por completo la region catalitica
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Tabla 4
Oligonucledtidos utilizados para la generacion de pGEMAalgD

Secuencia m o
6ptima
RRDD |5 GAC TGACGT CGC GTG ATG 3 66.3°C 400
Alg8 5" GTC GGG CAT GTG GCG GGA GAT 3° | 58°C

Este locus contiene la region reguladora del gen algD y parte del gen
aledafio alg8, obteniendo un amplificado de 2.4 Kb. (Fig 26 A) ElI amplicon fue
clonado en el vector pPGEMT Easy (pGEMalgD), verificamos la clona por patrén de
restriccion con la enzima EcoRIl, en donde se liber6 una banda de 3 Kb
correspondiente al vector pPGEMT Easy y una de 2.4 Kb del producto de PCR (Fig.
26 B). Una vez obtenida la clona proseguimos a remover con la enzima Xhol gran
parte de la region catalitica y parte del sitio de pegado a sustrato del gen algD,
para abatir por completo la actividad de la enzima GDP manosa deshidrogenasa.
La remocion realizada con Xhol libera una banda de 600 pb y el resto del plasmido
de 4.8 Kb (Fig. 26 C).
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4.8 Kb
2.4Kb

600 pb

A

1: MPM

1: MPM 1: MPM
2: Amplificado del gen algD

3: Restriccion pGEMalgD / EcoRI  2,3: Restriccion pGEMalgD / Xhol

Figura 26
A. Amplificado del gen algD
B. Patrén de restricciéon del pGEMalgD con la enzima EcoRI
C. Remocioén con la enzima Xhol de la region catalitica de algD contenido en el plasmido pGEMalgD

Posteriormente proseguimos a ligar el casete de resistencia a Kanamicina
en el plasmido digerido por Xhol. La construccién obtenida se verifico con la

enzima Kpnl liberando el casete de resistencia a Kanamicina, al plasmido se le
llamé pGEMAalgD (Fig. 27).
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1: MPM
2,3: pPGEMAulgD / Kpnl
Figura 27
Verificacién de la liberacion del casete de Kanamicina (1.4Kb) con la enzima de restriccién Kpnl en el
pGEMAalgD

Una vez obtenido el pGEMAalgD, proseguimos a transformarlo en la cepa
silvestre E. Para verificar que se hubiera presentado el proceso doble
recombinacién homdloga amplificamos el locus algD de las transformantes con los
oligonucledtidos que aparean en la la region reguladora de algD y el gen aledafio
alg8, esperando un amplificado de 2.4 Kb para el alelo silvestre y de 3.2 para el

alelo mutante (Fig 28. A); la mutante obtenida se le llamo EAalgD.

RRDD D
e
I | 1
algD | 1 alg8
o e s fum i e o st " A —
Dominio catalitico Alg8 R
1 |
3.2Kb . 2.4Kb .
24 Kb —>
RRDD D
é B
Km =
algD | | alg8
R g g g . e
Dominio catalitico Alg8 R
1 1
) 3.2Kb '
1: MPM
2: Amplificado de la cepa silvestre
3, 4: Amplificado de la mutante EAalgD
Figura 28

Verificacion por PCR de la mutante EAalgD
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Una vez verificada la mutante EAalgD procedimos a transformar las
construcciones en las que se muté el gen rsmA en el extremo carboxilo terminal.
En las transformantes obtenidas se verificoO la doble recombinacion homadloga
mediante PCR usando un par de oligonucleotidos que amplifican un fragmento de
0.9 kb del locus rsmA para el caso del alelo silvestre; para la mutacion por
insercion un amplificado de 2 kb y para la mutacién por remocién-insercién un
amplificado de 1.9 Kb.

A B
RsmA D RsmA D
—_— —
7 7 D a— <«
RsmA R RsmA R
l | 1 1
2 Kb & : 1.9Kb !

RsmA R
[ ——— |
h
RsmA D
P
900 pb
1.9kb
1.9kb
900 pb
<— 900 pb
1: MPM 1: MPM
2: Amplificado de la cepa silvestre 2: Amplificado de la mutante
3-6: Amplificado de la mutante ErsmA::Gm EArsmA:Gm
3: Amplificado de la cepa silvestre
Figura 29

A. Verificacion por PCR de las transformantes EAalgD rsmA:Gm
B. Verificacién por PCR de transformantes EAalgDArsmA::Gm

La doble recombinacion de la mutacion por insercion fue exitosa (Fig. 29A),

y algo importante a destacar es que en los carril 5 y 6 observamos solo el
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amplificado del alelo mutante poniendo de manifiesto la obtenciébn de mutantes
nulas. A diferencia del caso anterior podemos observar que la doble
recombinacion entre la construccidon de la mutacion por remocién y el gen
silvestre, s6lo se dio en algunas copias del cromosoma pudiéndose observar ain

copias silvestres del locus(Fig. 29 B).

Obtencién de mutantes rsmA en la cepa silvestre E de A. vinelandii

Con las construcciones descritas anteriormente proseguimos a transformar
inicialmente el pGEM ArsmA::Km la construcciébn por remocion del extremo
carboxilo terminal (P GEMArsmA::Km) en la cepa silvestre E. A las transformantes
recuperadas se les verificé la doble recombinacién usando un oligonucleétido
delantero que aparea rio arriba del gen rsmA y uno reverso que lo hace en el
casete de Km. La presencia de la remocion-insercion nos daria un amplicon de
440 pb (Fig. 30 A). Por otro parte para determinar la presencia del alelo silvestre
de rsmA utilizamos los oligonucle6tidos delantero y reverso del locus de rsmA. En
el caso de que todavia tuviera copias silvestres se amplificaria un fragmento de

900 pb, (Fig. 30 B) lo que evidencié en el experimento.
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Figura 30
LMPM B A. Amplificacién del locus rsmA::km en las transformantes
g'iﬁlﬁﬁf:;gfg:; tcrzng;ﬁ?rfs ArsmA obtenidas con los oligonucleétidos rsmAD y Km R
’ B. Amplificacién del locus silvestre rsmA las transformantes
obtenidas con los oligonucleétidos RsmAD y rsmAR

RsmA D

—
RsmA R

, 900 pb
L 1 1 < 900pb

1: MPM

2-5: Amplificacion de de transformantes ArsmA
6: Amplificacion de la cepa silvestre
De manera interesante, las transformantes obtenidas y probadas

presentaban fenotipos variables respecto a la mucoidia, con un rango cualitativo
gue iban desde cepas no mucoides hasta cepas con una mucoidia mayor que la
de la cepa silvestre. Una de las mutantes con un fenotipo de mayor mucoidia fue
crecida en cantidades crecientes de antibidtico desde la concentracion inicial de
Km 4 mg/ml hasta Km 40 mg/ml esperando que se segregara la mutacion a las
copias silvestres del cromosoma de A. vinelandii. Observamos que desde
concentracion de 8 mg/ml hasta la de12 mg/ml la mutante perdia la mucoidia (Fig.
31A).
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Para monitorear la segregacion de la mutacion se realizé un PCR con los
oligonucledtidos delantero y reverso del locus de rsmA. El alelo silvestre se

conservo (Fig. 31 B).

,.'234 56 7

Figura 31
A. Fenotipo de la mutante merodiploide ArsmArsmA en BS Km de 8 mg/ml y BS
Km 12 mg/ml
B. PCR de la mutante ArsmA/rsmA crecida a concentraciones crecientes de Km:
Carril 1 MPM
Carril 2 concentracion de Km 4 mg/ml
Carril 3 concentracion de Km 8 mg/ml
Carril 4 concentracion de Km 12 mg/ml
Carril 5 concentracion de Km 20 mg/ml

Una vez que obtuvimos la mutante por remocion del extremo carboxilo
terminal, proseguimos a obtener la mutante por insercion del extremo carboxilo
terminal, para ésto transformamos el plasmido pGEMrsmA::Km en la cepa E de A.
vinelandii. Las transformantes fueron verificadas siguiendo el procedimiento
explicado anteriormente. Utilizamos el oligonucledtido reverso del gen de

resistencia a Km y el delantero del locus de rsmA (Fig. 32).
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1: MPM
2-5: Amplificacion del locus rsmA::Km en las transformantes seleccionadas mutante rsmA:Km
6: Cepa silvestre

Figura 32
Verificaciéon por PCR del alelo rsmA::Km, amplificando el locus rsmA en que se insert6 el
casete de resistencia a Km, utilizando los oligonucle6tidos rsmA D y Km R en
transformantes de 1a cena F

Se puede observar (Fig. 32) la presencia de la insercion del gen de
resistencia a Km en el extremo 3" del gen rsmA. Para verificar que la doble
recombinacién homologa no presentara copias silvestres, se amplificd por PCR el
locus del gen rsmA, para ello se utilizaron los oligonucle6tidos rsmAD y rsmAR. El

locus silvestre tiene una longitud de 900pb (Fig. 33).
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RsmA D

RlsmA R

900 pb 900 pb

1: MPM

2-5: Amplificacion del locus silvestre rsmA en las
transformantes seleccionadas

6: Amplificacion del locus rsmA a parir de la cepa silvestre

Figura 33
Verificacion por PCR del alelo silvestre del locus rsmA con los oligonucleétidos
RsmA D y RsmA R en las transformantes obtenidas a partir de la cepa E

Al observar fenotipicamente estas mutantes no observamos mayor cambio

en la mucoidia con respecto a la cepa silvestre (Fig. 34).

Figura 34
Fenotipo de una mutante ErsmA:: Km
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8. DISCUSION

En estudios anteriores (Cocotl Yafiez, 2006 y Reyes Valencia, 2009) se
reportd la dificultad de obtener mutantes nulas del gen rsmA en la cepa silvestre E.
Debido a la poliploidia de A. vinelandii es comun que al tratar de mutar un gen
importante, se conserve en una misma célula el alelo mutante con el marcador de
resistencia (usado para su seleccion) y el alelo silvestre, estableciéndose un
fendbmeno de merodiploidia. En los estudios antes citados, sélo se obtuvieron
cepas merodiploides y no se pudo segregar la mutacion a todos los cromosomas
de la cepa.

En E.coli, CrsA esta involucrado en la regulacién negativa de la sintesis de
glucogeno, por lo que en mutantes de csrA se favorece la sintesis de glucégeno,
disminuyendo el flujo de carbono a Ciclo de Krebs, impactando también de
manera negativa a las vias glucoliticas. Por lo anterior una mutante csrA nula
presenta dificultades para crecer en medios con fuentes de carbono glucoliticas.
Esta condicionalidad de crecimiento fue superada cuando ademas de mutar a
csrA se muto el gen glgC implicado en la sintesis de glucégeno (Timmermans y
Melderen, 2009). Ante la imposibilidad de obtener mutantes rsmA en A. vinelandii
nos planteamos la posibilidad de que el alginato jugara un papel semejante al del
glucégeno en E. coli, por lo que planteamos tratar de mutar a rsmA en un fondo
genético no productor de alginato. Para ellose eligié a la mutante JGDE, una
derivada de la cepa E con una mutacion generada por insercion en el gen algD.
De manera interesante al mutar el gen rsmA, tanto por remocion total como
parcial, la mutante JGDE recuperd su capacidad de producir alginato. Como se
menciond la insercion del casete de resistencia a Km en la mutante JGDE se
localiz6 a la mitad de sus subdominios cataliticos pudiendo dejar una proteina
parcialmente funcional, la que en condiciones basales de expresion
probablemente su actividad no es suficiente para sintetizar alginato. Sin embargo
al mutar a rsmA la posible sobreexpresion del gen algD::Km compensaria su
funcidon defectiva haciendo posible nuevamente la produccion del polimero. Para

probar lo anterior se podria medir la actividad enzimatica de la GDP-manosa
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deshidrogenasa (AlgD) en las mutantes JGDErsmA esperando que la enzima se
mantenga activa a pesar de la insercion que porta. Estos datos de manera general
apuntalan la idea de que RsmA es un regulador muy importante de la biosintesis
del exopolisacéarido controlando la expresion del gen algD.

Debido a que la cepa JGDE no nos fue util para alcanzar el objetivo planteado
originalmente, construimos otra mutante en el gen algD en el que se removio su
centro catalitico y se sustituyd por un casete que confiere resistencia a Km. En
esta mutante fue posible mutar el gen rsmA sin restaurar la sintesis de alginato, lo
cual indirectamente apoya la hipotesis de que la enzima con actividad parcial en la
mutante JGDE original se activa por sobre-expresion.

En E. coli originalmente se caracterizé el gen csrA al estudiar una mutante
generada por mutagénesis al azar con un transposon. La insercion del transposén
se localizé en el extremo 3" que codifica para el C-terminal de la proteina. Esta
mutacion afecta solo parcialmente la funcién de la proteina, no presentando la
condicionalidad de crecimiento de las mutantes generadas por remocion total del
gen (Romeo et al.,, 1993). De acuerdo a ésto, generamos dos mutaciones que
afectan el C-terminal RsmA, una por insercion y otra por insercién/remocion.
Originalmente planteamos que estas mutaciones se podrian segregar
completamente en cepas mucoides y no mucoides. Sin embargo sélo logramos
obtener cepas con el alelo mutante completamente segregado en el fondo no
mucoide. Estos resultados sugieren que tanto la remocién completa del gen como
la alteracion del extremo 3" afectan de manera similar a las bacterias productoras
de alginato.

Las mutantes merodiploides derivadas de la cepa E, presentaban fenotipos
variables; desde cepas mas mucoides que la silvestre, con mucoidia similar a la
cepa madre y las que no presentaban mucoidia alguna. Esto posiblemente podria
deberse a las diferentes proporciones de los alelos mutante y silvestre que posee
cada cepa. Tratando de segregar la mutacibn en las cepas merodiploides
mucoides, se aumento la concentracion de antibiotico en resiembras sucesivas. Al
hacer ésto sorprendentemente las mutantes perdieron el fenotipo mucoide. En

relacion a la segregacion de la mutacion se siguieron observando copias
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silvestres. Una posible explicacion a la perdida de mucoidia es que la mutacion en
rsmA podria promover una sobreproduccion de alginato que seria deletérea para
la bacteria y que posiblemente estaria forzando la seleccion de revertantes no
productoras de alginato.

Finalmente pudimos obtener cepas con la mutacidbn completamente

segregada en el fondo de la cepa en la que se removid la region catalitica del gen
algD. La mutacion integrada en el cromosoma de esta cepa es la mutacion
generada por insercion en el extremo 3" del gen. Queda pendiente establecer si la
mutacion por remocion/insercion del extremo 3" y la remocion total del gen se
comportan de manera semejante.
Solo se pudieron construir mutantes nulas de rsmA en el fondo de la cepa
AalgD::Km no productora de alginato, esto impide la caracterizacion del regulador
de RsmA sobre la produccion del polimero. Sin embargo esta mutante podria ser
atil para estudiar la regulacion de mdultiples blancos y fenotipos. En un trabajo
previo se encontraron por prediccion bioinformatica cerca de 300 genes con una
caja consenso de pegado para RsmA que podrian ser estudiados en esta mutante
(L6pez Pliego, 2011). Esto contribuira al entendimiento de la funcion que juega no
solo RsmA sino el Sistema de regulacion GacS/GacA-Rsm en la fisiologia de A.
vinelandii, (Fig.35).
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Figura 35
Esquema propuesto del papel que juega rsmA en A. vinelandii
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9. CONCLUSION

Se pueden obtener mutantes nulas de rsmA en fondos genéticos no

productores de alginato.

10. PERSPECTIVAS

2 Medir la actividad de la enzima GDP-Manosa deshidrogenasa en las
mutantes JGDErsmA
& Estudiar la regulacion de algunos genes que presentan una caja consenso

de pegado para RsmA y sus fenotipos
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ANEXO

Medios De Cultivo

5 Medio LB (Luria Bertani)

Reactivos Volumen
Agua destilada 11t 500 ml 250 ml
Peptona de caseina 10g 59 25¢g
Extracto de Levadura 59 25¢g 1.25¢g Medio liquido
NaCl 10g 59 25¢g
Agar Bacteriologico 15¢g 759 3.75¢g Medio sélido

E. coli se cultiva en medio LB a una temperatura de 37°C; en medio liquido se coloca ademas en agitacion a

200 rpm.

fal

Medio Burk Sacarosa:

Reactivos g/L
KoHPO4* 0.8
KH,PO, * 0.2
Sacarosa 0.2

CaCl,.2H, O 0.073

Na,SO, 0.183

FeS0,.7H,0 0.005

Na,M00,.2H20 0.0002
MgCl,.6H,0 0.16
Acetato de amonio 1.5 M 0.01156
Cloruro de amonio 1.5 M 0.00802
Acetato de potasio 1.5 M 0.0147
Agar (g) 15
Agua (ml) 1000

* Se disuelven ambos reactivos y se ajusta aun pH 7.0 para obtener una solucién de Buffer fosfatos

Reactivos (ml) BS CM
Buffer fosfatos 100 100
Sacarosa 100 100
CaCl, 10 10
Na,SO4 10 10
MgCl, 1 1
**Na,MoO,4 1 -
**FeSQOy 1 -
Acetato de amonio 10 -
Cloruro de amonio 10 -
Acetato de potasio 10 -
Agar (9) 15 15
Agua (ml) 800 800

** No se adicionan en el medio CM.

Se agrega agar bacteriologico (15 g/L) en el caso de que se quiere

solidificar el medio. A. vinelandii fue crecido en medio BS y/o CM segun las

necesidades.
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El medio CM no contiene Hierro ni Molibdeno y permite crecer a la bacteria

y ser competente para la transformacion.

Enzimas de Restriccion. Enzimas ocupadas para la realizacion de este proyecto:

Enzima Temperatura de actividad(°C)
Hindlll 37
Sall 37
EcoRI 37
Xhol 37
Kpnl 37
Preparacion de antibiéticos
ANTIBIOTICO SOLVENTE E. coli (mg/ml) A. vinelandii (mg/ml)
Estreptomicina (Sm) Agua 20 2
Kanamicina (Km) Agua 20 4
Acido Nalidixico (Axl) Agua 10
Ampicilina (Amp) Agua o0 e
Gentamicina (Gm) Agua 10 15

Se adiciona 1 y de antibidtico por ml de medio de cultivo.
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