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I.1 Generalidades de Azotobacter vinelandii

Azotobacter vinelandii es una _ -proteobacteria de vida libre perteneciente a la

familia Pseudomonadaceae, posee f | ag el o s quederconfieren maviidad,

es gramnegativay p | e o movafdésded.5 a2um de di; dsnaerbbia pero

capaz de crecerenconcentraci ones b aj as(Figl &). Adxinaesn ama s er
bacteria q ui mi o r g a yaoquerudblitai aczal csaalceholesy s al es organi c
para crecer, A. vinelandii es poliploide. Puede tener hasta 80 copias de su
Cromosoma; su genoma tiene un tamafio de 5.
Guaninas-Citocinas de 65 . 6 8 %. No posee ppebospoedeados end

reci bir DNA exdgeno mediante cow®jgh2Qd)ci 6n o t

Fig. 1. Azotobacter vinelandii( mi ¢cr o s c
electrdonica de tra
Entrel as ¢ ar a ogueeposeesesta laetesia destacan, su capacidad de fijar
ntrgeno en presehai adi der eonxd igeeoquedsafre o r f ol 6 gi
condiciones adversas formando quistes; y | a prdodu poildmede s de
industrial, el p o | érémgrdcelular poli- -hidroxibutirato (PHB) y el pol i sacari do

extracelular alginato (Fig. 2) (Galindo et al. 2007).
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Fig. 2. A) Cubierta de alginato de A. vinelandiife n f ase vegetati v,
electréonica de barrido). B) A gnelarglit(erd ca @rs «

electronica de transmision).
1.2 Ciclo de vida de A. vinelandii
A. vinelandii presenta dos fases en su ciclo de vida, una fase vegetativa y una
fase de latencia (Fig. 3).
Cuando inicia el proceso de diferenciaci dn,
i nicia una 0l tima @i gieniedranc alows| aréaydidt mcde es f
engrosamiento en sus paredes, dejando un quiste resistente, cuyo cuerpo central
(formado princi pal mente por granul os de PHB) e s
(intina), y otra externa (exina), ambas compuestas de alginato (13% y 32%
respectivamente)y de | i p ¢Sadofb, 1925).n a s
Cuando el quiste germina, el cuerpo central aumenta de tama f, @cupando el
volumen de la intina, y provocando la fractura de la exina; posteriormente, sufre un
procesodedivi si 6 n ¢geos&r aid cdasquehno presesntan movilidad, pero

gue | a recuperan tenwrminada | a germinaci o
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Fig. 3. Ciclo de vida de A. vinelandii (Modificado de Sadoff, 1975).

1.3 Alginato.

3. 1 Comppsapl iyadainkn én bi ol 6gi ca.

Los alginatos son copolimeros I|lineares comp
manur énico y acido gulur(e) codiuaohad® smepmod mernd
distribuyen en bloques de residuos de manuronato (bloques M), guluronato

(bloques G), o residuos alternos (blogques M-G). (Rehm et al. 1997).

En presencia de Ca** u otros cationes divalentes, los alginatos tienen la capacidad

de formar geles termoirreversibles (Clementi, 1997). La variabilidad en la

di stribucion y contenido de guluroénico y man
con diferente capacidad de gelificaci dédn.

Los alginatos son ampliamente utilizados en la industria, principalmente como

estabilizantes, viscosificantes, emulsificantes y gelificantes (Clementi, 1997). Los

g € n e Psedomonas 'y Azotobacter han sido caracterizados como productores

de alginato (Rehm, 1996). En P. aeruginosa, los alginatos parecen ser un factor de



virulencia importante al estar involucradoenl a f or maci én deto bi opel i
tiene relevancia médica a(Muhamemadi era. 200A.t 6geno o
En A. vinelandii; los alginatosact tan como una barrera protec
pesados y otras condiciones ambientales, participan en el intercambio de iones y

cC omo barrera de difusi dn de oxiygeairfiase e n | a

vegetativa ayudan en la adherencia de la bacteria a superficies mediante

formaci 6n de(Sabraerp/e00l)c ul as

Bloque MM Bloque GG Bloque MG
M-M-M-M-M-........... G-G-G-G-G-G-........... M-G-M-G-M-G-

o #° |\ \e _ Epimerasa

P °Ca? ~Bloques GG

Figo4. Composi ci 6n Tomddo delSapramiaat 2001

.I3. 2 Biosintesi sAuheandil gi nat os en

La biosintesis Al enelantiigutilipaacomossustato inicial a la
fructosa-6-P, de manera directa u obtenida por reciclaje de triosas provenientes

d e | antneriDauddfoff. La fructosa-6-P es convertidaaadac. -@BRur 6ni co,

teniendo como intermediarios manosa 6-P, manosa 1-P y GDP-manosa (Fig. 5)

(Campos et al, 1996) . La sintmahiug 6dec@cedto uGDPuUTr
contr ol mu 'y i mportante en | a producci O6n al
manur gademas de ser el precurseertambieén o uuwc
precur sor i mportante en | a si etat2304. Elde 1| i po
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aci do-m@DhRr 6ni dioerizad® a pivel de membrana interna, formando
dcido polimanur oéni co. Al gunos residuos son
es exportado de | a célul a. Una vez fuer a, .

epi merizados a &ci do gtbleprn dneirac ap @mr oldacéeBnidr

los alginatos (Sabra et al. 2001).
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Fig.5.Bi osint esi s deshelardi(Glenestit1897)e n

13.3Genéti ca deisdealginato ensdi wnélandi.

En A. vinelandii, los genes que codifican las enzimasinvol ucrados en | a si
de alginato han sido caracterizados en su totalidad. Los genes biosintetd.i
encuentran agrupados en cuatro unidades transcripcionales. ElI gen algD, que

codifica la GDP-manosa deshidrogenasa es transcrito a partir de tres posibles

promotores, uno de ellos (P1l) es sE dependiente, mientras que el segundo



promotor (P2) presenta secuencgd%QCanmeaenso ti

al. 1996).

Los genes alg8, alg44, algK'y algJ se encuentran agrupandos en
localizado inmediatamente debajo de algD. Sus productos participan en la
polimerizaci drely asg@émadcioon | nmedi at amente des
0 p e ralp6XLVIFA, alg G codifica para una epimerasa; algL para una alginasa;

los productos de algX, algV algly algF son los responsables de la acetilacio n d e

| os r esi duo s aglaxodiica panailaceonsz;i ma que cataliza | a
de fructosa 6-fosfato a manosa6-f osf at o y par & manasa tfosfatoer si 6 n

a GDP-manosa (Fig. 6).

Fig. 6. Genes involucradosenl a sint esi s Adwielandiigi nat o en

4Si stemas de transducci 6n de sefiales de dobl

Para que las bacterias sobrevivan en el entorno en que se encuentren, deben
continuamente contender contra cambios y condiciones que incluso las pueden

levara un estadaaldemesunm éayment o o ,dambiesi nuci 6n
en la osmolaridad, temperatura, entre otros. Es por ello que han desarrollado

mecanismos que les ayudan a detectar los cambios y actuar contra estas

variaciones ambientales.

Tales el caso de |l os sistemas de transducci 6n

en los que dos proteinas s e wmantiene activadducnhasa ¢ a s |,



generalmente tiene un residuo de histidina, por lo que es denominada cinasa
histidinica (@OHK) np leda athraegmul ador transcr.i
como regulador de respuesta (RR).

Las HK pueden responder a diferentes e s t i mydxpresar esta respuesta en

fenotipos variables, per o | a manera en que activan su n
similar, poseen un dominio de entrada y un dominio transmisor, que a su vez

cuenta con dos subdominios, unod e di me r ielzotacc adtna lyi t i c o. E I d «
de entrada es el encargado de detectar | a se
encuentre, lo que promueve un cambio conformacional y una fosforilacidé n
dependiente de ATP.Est a f osf oril aci 6n ocurre en el re
en el dominio transmisor, y es @sarealizAosforil

formando homodi merosetal ©D2y. 7) (Parkinson

ATP

ADP

Fig.77For maci 6n de homodimero en un sistema de dob

Por su parte, losRRi nt eract uan con | a HK a través de
cuentaconunresiduode aci do aspartico y Qque es capaz
proveniente de laHK, modulando asi | a acti vi dadL ad emaryeosrpiuae s t

delosRR poseen motivos de wuera/ldd92).a DNA (Par ki ns«



Phosphoryl transfer
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Stimuli {} His Ao Asp Responses
Input DHp CA REC  Output
HK RR

Fig. 8. Dominios de las HK y los RR de los sistemas de doble componente (Tomado de Gao et a/.

2009).

Actualmente, se sabe que exi st en HK gue ademas de

convencionales, poseen un dominio receptor similar al de los RR, y un dominio

transmisor o Hpt que tiene un residuo de histidina. A estas cinasas se les conoce

como HK multidomi ni os, hibri das | bechm de poseet tamtos x a s . E
dominios, permite un mejorcontr ol en |l a regul aci én de | a a
(Fig. 9).

Phosphorelay

Stimull /’0\ /O\T‘“S/O\:\ sp Responses
m ------ O
Input DHp CA HPt REC Output
Hybrid HK RR

Fig.9.Domi ni os de | as HK hdelos sisttmas deodobte compandnte (Tomados

de Gao et al. 2009).
I.4.1 El sistema de doble componente GacS/GacA
Uno de | os Ssistemas de transducci 6n de s e
gramnegativas, es el sistema de doble componente GacS/GacA. La importancia
de este sistema radica en que a su vez ejerce control sobre otros, hasta ahora
descritos el sistemade Qu o r um SE@SB8)sRpayy e | sistema de regu



post-transcripcional RsmA/X/Y/Z, regulando | a producci O6n de me t
secundarios y enzimas extracelulares involucradas en la patogenicidad de plantas
yanimales,toler anci a al otcs.t(He€ébetal 2001). r e

GacS se ha descrito como una HK  hi bri da, con un dominio d
extremo N-terminal, que contiene dos motivos transmembranales separados por

un asa iy ungdminie® transmisor, un dominio receptor y un dominio

HPt. GacA, por su parte, tiene dos dominios, un dominio receptor y un dominio de

salida que contiene un mot i woeltadheé | LiHEHO n( a DN/
SesabequelaHKGacS responde a &acidos guegustos de cz¢
consu RR GacA,regul an | a producciadn dos ¢ E®SOIL i va ope

etc.

1.4.2 El sistema GacS/GacA en A. vinelandii

El sistema de doble componente GacS/GacA en A. vinelandii es un regulador

posit i vo de | a si ntodacé contrdlando dalt griannastoodel geai 6
algD (codifica para GDP-manosa deshidrogenasa, enzimaclave en | a bi osi nt
de alginato). L a regul aci én s e e | econtra@ando a dos

transcripcionalmente | a e x pr e s ino8 qud eolificagpara el factor sigma

S. Este factor sigma controla la transcripcion del gen a/lgD a partir de uno de sus

tres promotores ( Ca st adia,®2@01). E | otro nivel de regul aci
el sistema GacS/A es el postranscripcional, Gac S/ A control an | a expr
familia de pequlaldres ¢de IR KuAiba Rsn® que contrarrestan la

uni @ | a protes nnti &sndagdriboaoma del mensajero del gen

algD. RsmA es una proteina represor ampgere al ut
s u u alirikbsoma,i mposi bi | it an ¢rag. 18)((Manzo & d.2@12).i 6 n



Gacs

GacA-P ﬂ
,“ -—“ GaCA-

:+F;l\-m
é{f /é

|
\O@%QQ l

RsmA Alginato

Fig.10.Regul aci 6n de | a sintesis de alginato a travées de

(Manzo etal 2011; Ca s t a fefeatd 2001).

IS5EI si st ema d etranserigainhabGsrA/8 (RsnpAOXEY/Z)

El sistema Rsm est & constituido por |l a proteina
regul ador es, qAMBseudanonasseé demammanrRemX/Y/Z (Kay et al.

2005) . El mecani smo de accswnumndierRsandgis®&n c e
cercana al sitio de udeomual bFraboesmae( RES

(Lapouge etal 200 8) . Est a purnoitéeni ndae R sarblanca impida RaN A
traducci 6n lya pdreogmueethiRidé.iLosme gqeefios RNA regul ad
con estructura car acdnmagonizartlia af umec ilt@Gnl pdotye iars&
RsmA.Est o sucede porque | as asas depodeeans peque
una secuencia consenso que son reconocidas porl a pr ot ei na Rs mA, pro
s u u ndefamdo Ippre al RNA mensajero, lo que posibiltas u t r a dRigcld)i 6 n

(Baker et al. 2007; Romeo, 1998).
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f—

WY .
RNA 4 @ RNAm ‘“—W—Ti
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Fig.11.Model o de r e-granscipcidna del sistensatCsrA/B (RsmA/RsmX/Y/Z)
(Modificado de Romeo, 1998).

Como se me n c i anteormente, en A. vinelandii el sistema GacS/A regula
positivament e | a nesxguyecodificangara las sRNAds la farailia
Rsm. Hechos similares han sido descritos en otras especies de la familia

Pseudomonadacea y en enterobacterias.

11



Il. ANTECEDENTES.

En P. aeruginosad os ci nas as,RdSylLadS,conmolaclazs expresi 6n d
genes del sistema de secreci oén t.Egias HK | | y
forman partet ambd€nl a cascada de sefializaci 6n GacsS.
el sistema RsmA/RsmX/Y/Z, regulan la virulencia en la bacteria (Fig. 12).

Se ha descrito que RetSf or ma het er odi n&EacSeRetS,bloquear@a c S,

la fosforilaci 6 n de, y&que Se interrumpe | a f ormaci 6n del hom
GacS-GacS, | o que pr ovoc aRRIGacAie maidetqiuvea @aicdmi ed eslo b r e
RsmZ, su bl anc o Pa el contearpueh preséendiande LadS, GacA se

fosforila y activa |l a transcr i plequéraesuld e | pequ
en un cambio de un estado de infeccion aguda

P. aeruginosa (Goodman et al. 2009).

Fig.12.Esquema de interacci &hGeoArel a$t HKsRem8 YakadS vy
RNA regulador RsmZ (Modificado de Ventre et al. 2006).
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Dada | a fiel ¢ @ existente entee P. aeruginosay A. vinelandii, se

reali zo | a bus g@uadétsdy Lads e A wie/kmaigEn el algoritmo

BLASTX se utilizo dk Hdami proteiaasmRBOS, Lad
aeruginosac omo patr on de comparaci 6n, esto debido
capaces de formar heened wnddnasiét asf oomaGadés del
heterodi mero ocurre en el subdominio de di me

dominio transmisor).

La busqueda arrojé un homoél ogo , rombRidos S, dos
GacS2 y GacS3; y tr ellamatios onginalmgntedaddl, Lladsd S,

y LadS3 (Fig. 13). En P. aeruginosa, las HK RetS y LadS poseen siete segmentos
transmembranales (7TMR-D1 SM_ 7T M) y un subdomini o de
DISMED2, seguido de un dominio transmisor y un dominio receptor para el caso

de LadS, mientras que RetS posee dos dominios receptores. AmMbas proteinas
carecen del dominio Hpt. Por el contrario, las HK encontradas en A. vinelandii, no

presentan en el dominio de entrada los siete segmentos transmembranales
(7TMR-DISM_7TM) ni el subdominio 7TMR-DISMED2. En su lugar poseen un
domini o transmembranal tipico flanqueando wu
modo, los dominios transmisores se parecen a los de las HK RetS y LadS de ~.

aeruginosay t ambi én carecen del dominio Hpt.

13
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Fig. 13. Alineamiento de los dominiost r an s mi




Una sdquéda ma s d et del domidi@ utilizando el programa SMART

(http://smart.embl-heidelberg.de/) r e v e leclgugas de las HK encontr ad a s , si

contaban con un dominio de fosfotransferencia (Hpt). Tal es el caso de LadS2, que

Ve

posee | os dominios caracter i Ptaerggmssa, d enassu hom

un dominio Hpt (Fig. 14).

1H21, 1J68 IC41
v

795 LadS

7TMR- 7 TMR-DISM_ HisKA HATPase_ Response_
DISMED2 7™ Cc reg

Fig. 14. A) Dominios de la HK LadS en P. aeruginosa. B) Dominios de la HK LadS2 en A.

vinelandi.

Este hallazgo nos hizo cuestionar si la HK LadS2 se trababa realmente de un

homél ogo a A aadn@inosh ee incentivo a una nueva
bi oi nforSeate mml e oritme IBLAGTPgtoeni endo cComo patro
compar alaseéuenciacompletade | a pr ot eoh est@a estradedisSse ,

obtuvo un score significativo con la HK GacS y la HK RpfC de Xanthomonas

campestris (Fig. 15).

Sequences praducn sigficant aligomests

s = Moo Dbl | Qoo | fae L
BL - Reclens: =S Tarschion e pten e i i £ i
HECL Rochane: -G tmnsduh d L i efl
""" Reclens: =By pren cd i i T &l
L Reclene Fl=hindce s stz ) u u % i
Reclens: Fu=utondice v etz ) L n o ow [
N H

Reclens: =B requ\amr.prctnwc nooon TR

I @

(00 Relane: Fl=batomducr ] sev e st L) g l

Fig.15.An &l i si s B LndoSals€cuendaicdmpleteade LadS2.
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http://smart.embl-heidelberg.de/

Este descubrimiento mot iev@nal i sd eantdeexlt o g e/adddmenceb de
cromosoma de A. vinelandji, para esclarecersis e tr at aba de Rof@ homol c

de X. campestris, y no de LadS de P. aeruginosac o mo s e plamtaaold eam un

inicio (Fig. 16).
RpfC2
I /RP '
i I MLTH pLL L nm R N p il N N
D ) e P B
QA @e@ «J d a 4@
A% NN I INU% ININ N NN NN I W%
Lo

( dEEECOeOElmcCX ] (GO

Fig.16.Cont ext o gepf@@mi co de

Ri o abajo del gen que codisfei cean cymamaraco@é a HK er
lectura abierto que codifica para un regulador de respuesta similar a los RR de la

familia Rpf, el c u a | se designd como Rpf L. skigrenos r esu
que laHK queinici al ment e se cr eeina reeraa ildaaddS 2h,o medrla g a

por | o que se renombrdé: Rpf C2.

Il.1 El sistema Rpf de Xhantomonas campestris

En X. campestris el sistema RpfC/G/F forma parte del sistema de Quorum Sensing

(@S) que controla la virulencia, la produccio nd e | exopolisagodar i do ( E
xantana,ylaformaci 6 n de b (Dowetf&/20O&).1 a s

Lo destacable de est e Si st ema de transducci &n de S
reguladores de respuesta de RpfC: RpfF y RpfG. RpfF es un RR con actividad

sintasa (modifica &aci domolgdawloss geaieal)f uemmgeal

16



mi entras

gue Rpf G es wu

n

RR

tambi én poseeHDGYPd¢ohiomi @i o

GMP <ci.clico)

cuent a

ucr a-do

RpfC posee un dominio transmembranal (5TM), un dominio transmisor, un dominio

receptor y un dominio Hpt. En condiciones basales, forma un complejo con RpfF,

cuando aumenta la densidad poblacional,

mol écul as

medio (elaci do

con I o gue

produciendo el FSD) y se fosforila a RpfG. Es t e

sefial gue son

grasoomo@nbacdor

cambi a s u

cla sirftasa Rydc (gu@ nsigue s e

t ambi
i bedataest al

d e FSDg sedadsforih,i f usi bl |

aument a

U una vemactivo, rompe las

mo | é c u | diGVMPdaeumulado en el interior celular. Este segundo mensajero

es un efector del factor transcripcional Clp, el cual a su vez activa otros factores

transcripcionales que

pr oducci 0 rantdna I(FigELP)$He et al. 2008).

Fig.17. Representaci O6n
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Cuando se habla de X. campestris, se asocia principalmente a su capacidad para

producir xantana, debido a las aplicaciones industriales que posee. De igual modo,

en bacterias como P. aeruginosa, P. fluorescens, P. putida, P. syringae, P.
mendocina y A. vinelandii, la bi osi nt esi s de EPS es cruci a
aplicaciones gue s e deri van de este, cC omo
sobrevivencia de las bacterias.

En P. aeruginosa se ha descrito que el d-GMP ¢ estabiliza Il a inte
proteinas Al rmn&doyun dinmejb 4lginatb polimerasa/co-polimerasa

en | a membrana interna. Est e -GMPoa @minio i ni ci a
PilZ de Alg44, lo que promueve el cambio confor maci on al de dicha p

permit i endo su i nt e(Mexrigucatal aB0079.on Al g8

Se ha planteado que los niveles intracelulares de d-GMPc¢c est an control ad
fosfodiesterasas (PDEs con dominios HD-GYP o EAL) y diguanilato ciclasas

(DGCs, con dominios GGDEF)quere s ponden a difestatkspéedal e
se ha demostrado experimentalmente en Gluconacetobacter xylinus, donde se
copurifico | a DGC DgcA yGMPcaunidé 2Ba célutbsaA con e
sintasa, y en Caulobacter crescentus, donde los niveles intracelulares de di-GMPc

var eanel proceso delardHay e&&a/2008). aci 6n cel u

En P. aeruginosa se encontro6 a | a proteina MucR, | a
GGDEF (DGC) y un dominio EAL (PDE), asi como
quesehapropuesto detecta oxigeno, CO ounNO. Se
reservorio localizado de d-GMPc muy <cercano a | a proteina A
actividad de degradar vy si nt eti zar d i depeade deb médo wlé a

creci mi ento de | a bacteria, ya que durante | a
di-GMPc, pero se degrada duranteelcr eci mi ent o (Fip.118 (Haytebal i c o

2009).
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Fig.18. Representaci 6n de | os domi ni osMoBifoddodyHap& & de | a pr
2009).

En A. vinelandii, tambi én se encontraron proteinas <c
entre ellas RpfL (el RR de la HK RpfC2). Analizando los dominios de este RR, se
encontr6 que ademas del dominio tipico REC, R

GGDEF (diguanilato ciclasa) (Fig. 19).

Fig. 19. Dominios del RR RpfL de A. vinelandii.

El hecho de encontrar en A. vinelandiirpr ot ei nas con dominios qu
degradan di-GMPc, sugiere que en la bacteria este segundo mensajero juega un
papel importante, como sucede en P. aeruginosa, X. campestris, y otros

microorganismos.
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m. HI POTESI S

La cinasa histipdirniecaeRmufnC2siests ema de transd
i mplicado en | a sintesis de alginato y biope

en Azotobacter vinelandi.
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IV. OBJETIVOS.
Objetivo general:

U Estudiar | a ci nas adzdiobasterivilelamdi. ca Rpf C2 de
Objetivos particulares:

U Obtener las mutantes del gen rpfC2 de A. vinelandii.

U Caracterizar | as mat d at egsenemaciedmcidén bi

enquistamiento, movilidad y alginatos.
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V. RESULTADOS
Ob t e n c ilaé mutadtes rpfC2en A. vinelandii
Con s t r u c daimbtantegadar.

Paragener ar | a polarseadc § 6 far on RpfCBF.560GA §EGCGGC
GCT GTT GCT GAG -3 y RHPECGG2GGC GGG GGA AAG GTG-3. Se
amp | iufniac 6r e gi 6 nb, wikzando.cé® mélde DNA cromosomal de la

cepa E de A. vinelandli (Fig. 20).

[t

‘ 2.28Kb ‘

Fig. 20. Producto de PCR del gen rpfC2 de A. vinelandii.

El product o dael RPCGR tsoer Idieg 6c-HEasynya cai ocnl ope@ECM OTh
corropor 6 patr 6n duilizande das erizimasi Azan Rl (libera un
fragmento de 3.0 Kb correspondiente al vector, y otro de 2.28 Kb, correspondiente

al inserto) y Pst| (escinde 3 fragmentos: 3.3 Kb, 1.7 Kb y 285 pb) (Fig. 21).
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3.0Kb
2.28Kb

pGEM T-easy

MPM Pst

—— 3.3Kb
e 1. 7K D

pGEM T-2asy

——> 285b
Fig.21.Patr 6n de restricciEboRIB)Bsnldélas leing dapdda&melAd e

vector pGEM T-Easy.

La construcci édn obteni daSad paraensectaraeldendde con | a
resistencia a kanamicina (Km), gue también fue <cortado co
cuidando | a orieoatéani d@nmdepeta gqueeel nsentido

del gen de resistencia a kanamicina quedara divergente al gen rpfC2 La

orientaci 6n se corr obocahlapmzimaAraRl (Fig.22) de r estr
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(Bs) Ap m Sp N/E S2 Ml Ml Ap Si| H3 RI Sm Sp N/E S2 (Bs)

3a H S
o il o sl s olar 1] Lol o sl o e g s msuon

Km 1.2 Kb

3.0Kb
2.7Kb

pPGEM T-easy

0.8Kb

Fig. 22. Mapader e st n EcoRlid&lacon st r uc c ipf&nKmplonhda el vector pGEM T-

Easy

Se utilizdéd I a construcci én polar obtenida pa
céluas compet ent e sA vinelaadi. A das taesforanantes aislkadas
candidat as de t ener nfCasenes éxmamiDAAC reonomo s o mal el c
se ocupé6 de mol de para amplificar el alelo
corrobor ar cortandarcon laenzin@arba/l. Cabe mencionar que el alelo
mutante t i ene un det 3abmkbibo por | o que sequali sefnar c
flanquearan al cassette de Km a menor distancia (menos de 200 pb de cada

extremo) obteniendo pen.uEedimpalliecléon smal vestre (ge

24



fragmento de 0.4 Kb aproximadamente y el mutante de 1.6 Kb. La naturaleza del

amplni csée come dibaonmtéoe patron de r &8/t(Fig.23ci 6 n con

Alelo silvestre

e
NENE Fz;fézp
— E
1.6 Kb " —— — él.ZKb
—> -
400 pb 0.18 Kb
0.16 Kb

S
Alelo mutante

Fig.23. AnlsisdePCR y pat r 6 n ShMdedaensitanteirgdCe:Anipalar.

Construcci 6de mutante no polar.

Originalmente nos planteamos complementar la mutante RpfC2P para corroborar

que | os fenotipoanqoar aet eprrieztaernachdrde adee bi er an
mutaci 6n grnuestroacdsa,. nEo pudi mos obtenede | a com
la mutante polar a pesar de que se realizaron varios intentos. Analizando la

secuencia del gen rpfC2, nos percatamos que tanto el ge
arriba, como/pfLque se encuentra rio &3 pooellosse e mpal
dedupqgue podrairassetrdee un operdédn y qgque eso podr
compl ementaci 6n en PRomaloamaribrasnet ep rRopsfiCRUPi.6 a obt
mut ante no polar de | a HK RpfC2 para corrob

gen rpfC2.
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Para obt enernobpotar, sauwtllizaron laswligopsdi sefados para gen

la mutante polar: RpfC2F:5 -CGA TGC GGC GCT GTT GCT GAG -3
CGG GGC GGG GGA AAG GTG-3, all

y RHpf C2R:

i gual gue toda | a metod

mencionada. La diferencia para obtener la mutante no po | ar eraadidac la

orientaci 6n del cassette de Km, d eib6 dode

g u e
dicho gen de resistenciaiquedar a e

n el sentido owC2l a tran

La mutaci on se cor EawRFig24ron | a enzi

ma

(Bs) Ap Sm Sp N/E S2 Ml Ml Ap Si| H3 Rl Sm Sp N/E S2 (Bs)
[on sl | Lo

T H3
Kp xy'qa‘qs Ps . ¢ Bhl}{h Bx| S1| s.BSL98

L1l 3. BSL148)
ka 1.2 Kb

Fig. 24. Mu t a cpf@:Km no polar clonada en el vector pKOK Tc- corroborada con la enzima

EcoRl.
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Se realizaron |l os ensayos de transformaci Oon

varios intentos, n o daate fo dar nila, siOQuUeEiemp@r una m

se obtuvieron mutantes no polares merodiploides (poseen el alelo silvestre y el

alelomutante). La naut ur al ez a deeolr raomplrioc GSaInEigl a enzir
25).

Alelo silvestre

—_
MPM Sall
RpfC20.4Kb
MPM E RfC2NP E
S
1.6 Kb - 1.2 kb
— -
400pb
0.18Kb 0.16Kb
0.18 Kb
< 0.16 Kb
Alelo mutante
Fig. 25. Amp | i f iy mapa dedestriccion de los alelos silvestre y mutante de la mutante RpfC2
no polar. E I mapa deonlkengimada/lt.ci 6n se realizbo

Obtenci 6n de | aRkmut ante RpfL (R

R © abajo del gen rofC2s e e n cum megutador de respuesta putativo que fue
nombrado rpfL. De manera adicional al trabajo originalmente propuesto, decidimos

mutar este gen esperando obtener fenotipos similares a los observados en la

mutante polar.

Para generar la mutante rpfLse di sefiar on | ooBCCAGA TG ACTr pf LF 5
GGATTT C-3 y r-PrA GAG (3G CCC TTC AGG TA-3 y se amplific

PCR un fragmento de 1.4 Kb que contiene al gen rpfL. E producto de PCR
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al vector de c-Eoqnywcy 6ne pdGerMr b or 6laénaimal i gaci 6

EcoRI, que libera el inserto del vector (Fig. 26).

- s =

| EcoRI

EcoRl

3.0Kb

pGEM T-easy

Fig. 26. Amplificado delgen rpfLyr est rd e cli @ ncl onaci 6 n dGEMTgasyn en el ve
con la enzima EcoRl.
Posteriorment e, e tlee dienKer eoCaclbBecases of Uadcb

construcci 0 tasenzmms$ Miral’tldqae lineariza en un fragmento de 5.6

Kb) y Sacl (que fragmentalaconst r uc c i 6 nKbe 600 pbd(Big. 27h

| MPM Hindll Sa¢
" Hindll
5.6Khb - 5.0Kb sael
| — o
| —
i 600pb

pGEM T-easy

Fig.27. Mapa de rdstt acc b damitAmenea vedar pPGEM T-Easy utilizando las

enzimas Hindllly Sac.
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A |l a construtei pnosebgenedan | os ne resnaycéd ud ea st
competentes de la cepa E de A. vinelandli, en los que se obtuvo la mutante RpfL,
gue fue corroborada medlée amé¢ £t rPICRc iyo npatutdi | i z

Sall (Fig. 28).

Alelo silvestre

A) —_—
1.4Kb
<
t—1
o 2.6 Kb
o —_—
- 1.4Kb 0.8K 0.6Kb
R <_
.-
B
Alelo mutante
-
B)

sall

— 1.8 K

———3> 800 pb

Fig. 28. A) Amplificado de la cepa E y la mutante RpfL. B) Re s t r i clampéfinadadde la mutante

RpfLcon la enzima Sa/l.
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Producci 6 n ehdasmutagtesiRpft o

Il ni ci al ment ecammaerizardas maamtds dé la HK polar: RpfC2P, no
polar: RpfC2NP y del RR: RpfLc uant i f i ¢ an d ode hlginatp a lasdi8hc c i 6 n
per o se quddurantevias diferentes fases de la curva de crecimiento se
p r o d ucaarntidades de alginato diferentes a la sintetizada por la cepa E. Por ello

se opt dé pdas medeienesi darante diferentes puntos de la curva de

crecimiento. E | e X per i me npootriplcado, obseavhndase a las 24h una

sobr epr o culgitato @mla mutante RpfC2P. Alas36h | a producci én
alginatoseincr ement 6 en | a makadBheo ®pf CROPel i ncr e
de este EPS en la mutante RpfL. Noobst ant e, al tranhsl@urrir r

producci 6n ded raédcanenteasn las tresanytantes (Fig. 29).

Alginato
10
8
6
B ——L
&
bo —l—RpfL
2 4
= RpfC2P
'5"2 —<—RpfC2NP
0
-2
Fig.29.Curva de producci o6n de alginato en |l as mutantes R

A. vinelandli.
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Cuantificacién de f oenfaamitagtes/zfe bi opel icul as

Para la deter mi naci 6 n de f or maclasénutantce y Hai cegae |l i cul a
silvestre se crecieron en medio BS en un pre-i n6cul o, y déasgpués de
inocularon en placas de poliestireno, por triplicado en los medios BS y PY, el

cultivo se dejld @&@sB8@t CcoPpvsaddédOestxee | faipjsd, I
con metanol, se ti A0 c oetaycsrei sctuaalntviifalc 60 rmMadaei opel i c
relaci 6n al Erceal experimente nedlizado en medo BS, las mutantes

RpfC2P y RpfC2NP mostraron una di s ndedweces@ém | a f or maci 6n
bi op elréspeatd ala cepa E. Sin embargo, la mutante RpfL, aunque muestra

una di s miodetadaiedlaf or madcd 60mi o p e$pécm a la eepa E, al

compararla con las mutantes RpfC2PyRp f C2 NP, pm ieceemento de casi

el triple. En medi o PY, | a producci 6n de bi opel
di sminuida en | as mut an thmeestrasRjpeflcO2utamdeoRpfar y no
mo s t wundincremento de | a formaci 6n de bi opelicul e

aproximadamente el doble los valores que se muestran en la cepa E (Fig. 30).
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A)

Biopelicula en BS

0.250 - +/-0.007
Q
t
@ 0.200 - +/-0.021
£
o
g mE
. 0.150 -
o m RpfC2P
a
= M RpfC2NP
-
S 0.100 -
= H RpfL
g.a_ +/-0.008 +/-0.002
2
G 0050 -
a
0.000
E RpfC2P RpfC2NP RpfL
B)
Biopeliculas en PY
+/-0.055
1.200 -
Q
=]
3 1.000 -
£
o
S 0.800 - mE
. +/-0.058
o m RpfC2P
a
0.600 -
= B RpfC2NP
-
(=]
0 0.400 - B RpflL
o
5]
om
o 0.200 - +/-0.004 +/-0.003
° 4
0.000
E RpfC2P RpfC2NP RpfL
Fig.30.Cuantirddembor aci 6n de biopeliculas en | as

la cepa E de A. vinelandiia 60 h en los medios A) BS y B) PY.
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Ensayos de movilidad

Para observar la movilidad en las mutantes RpfC2P, RpfC2NP, RpfL, y la cepa E,
se estandarizaron condiciones del ensayo ( i n6cul o,cicéonn cdeentagaar , f u
de carbono),ysedej 6 banca 30 °h(parpdes Bwbés medir | a di
recorrida por cada cepa. No se encontraron diferencias significativas en las

mutantes RpfC2P, RpfC2N y RpfL respecto a la cepa E (Fig. 31).

Movilidad
3.5
3
=
® 25
[1-]
E 2
S
S 15
=
m
21
(a]
0.5
0
RpfL RpfC2P RpfC2NP

Fig. 31. Ensayo de movilidad de las mutantes RpfC2P, RpfC2NP, RpfL y la cepa E de A. vinelandlii

en medio BS.
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V.DI SCUSI ON

El di-GMPc es un segundo mensajeroi nvol ucrado en | a wsegul aci
bi ol 6gi cas cone Iba ofped mawil@s, producci én de
otras. Se ha descritoque su f unci éd6n depe @adiersod eecept@es,uni 6 n
como | as ©protei nasRiboswitchesdyo mfii amé¢ toorPeisl Zde tr ans
(Mills et a/, 2011).

En P. aeruginosa, se identificaron ochopr ot ei nas que contenian un
(dominio que presenta afinidad por di-GMPc, demostrado por interacciones PilZ-

diGMPc en E. coliy G. xylinus) , a | as cuales se |l es probod
segundo mensaj er o. pobadas eestaca Algdp cuyd domimoa s

PilZ se localiza en el extremo N-terminal,yquees r equeri da para | a pr
alginato en P. aeruginosa. Se ha demostrado que PilZ de Alg44 se une
especificamdiBct g gueai esta uni 0enciapparadac e ser
producci 6n de alginato en esta bacteoi a, I o

de r e gul ataductionalgMesgti et al/, 2007).

En A. vinelandii;, | os genes i nvolucrados en l a sinte
caracterizados en su totalidad. Se sabe que el producto de a/lg44 forma parte del
complej o de pol iymes e @ rade édiéhin rEPS. Esto ocurre una vez
obtenido el-marcurdoniGP en |l a via de sintesi:

poli merizado y a«lprmembrandioterra pdr AlgBv € s

Al igual que P. aeruginosa, en A. vinelandii Alg44 forma parte del complejo de

poli meri zaci 6n del abBR$ i &l ¢i rbhasesugi¢r®guendgdd c o s
posee un dominio PilZ, que probablemente pudiera estar regulando post-

traduccional mente | a sintesis de-GERct e pol i me
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La sintesis yledieMRadasi d@ndada por proteinas
enzi mat i c o <l dd@uP¢ esisidtetizado a partir de GMP por diguanilato
ciclasas (DGCs) que poseen un dominio conservado con residuos GGDEF, y es
degradado por fosfodiesterasas (PDEs), que contienen motivos EAL o HD-GYP

(Fig. 32) (Mills et al. 2011).

Fig.32.Model o de sintesi sGMPc@angdodaMills ¢t8.1201the di

En A. vinelandii se encontraron ocho p r o t enio re@onadas con sistemas de
transducci 6 nde doble corapdreertescgie contienen dominios PDEs y
DGCs relacionadas a la degr ad & sii @n desdi-GMPc respectivamente

(Tabla 1).

Proteina # gen Avin_ Dominio Motivo
cyclic di-GMP 7761433 PAS GGDEF EAL

signal transduction
protein
_cyclic di-GMP 7761642 PAS GGDEF EAL
signal transduction
protein
_cyclic di-GMP 7761769 GGDEF EAL
signal transduction
protein
ransmembrane 7763318 CHASE GGDEF
sensor cyclic di-
GMP signal
transduction
protein
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