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RESUMEN

Azotobacter vinelandii es una bacteria gramnegativa, de vida libre y fijadora de
nitrégeno. Esta bacteria es interesante por su capacidad de producir un polimero de interés
industrial, el poli-B-hidroxibutirato (PHB). En A. vinelandii los genes que participan en la
biosintesis de PHB se organizan en un operon tricistronico (phbBAC), 512 nucledtidos
hacia arriba del oper6n y de manera divergente se encuentra el gen phbR. EI gen phbR
codifica para la proteina PhbR, la cual es un activador transcripcional del operon phbBAC y
pertenece a la familia de activadores transcripcionales AraC. Recientemente, se encontro
que el sistema de fosfotransferasas de nitrégeno (PTSN") controla la biosintesis de PHB en
A. vinelandii. Una mutacién en el gen ptsP (I", la primera proteina del sistema) abate la
produccion de PHB; de manera similar, una mutacion en el gen ptsO (Npr, segunda
proteina del sistema) disminuye drasticamente la sintesis de PHB. Sin embargo, una
mutacion en el gen ptsN (IIAN', Gltima proteina del sistema) aumenta los niveles de PHB
por arriba de los observados en la cepa silvestre. En experimentos de proteccidn a nucleasa
S-1 en la cepas mutantes del sistema PTS™" los resultados sugieren que el sistema PTS" de
A. vinelandii controla la sintesis de PHB a nivel transcripcional, los datos también sugieren
que la proteina HAN" en su forma no fosforilada tiene un efecto negativo sobre la
transcripcion del operén phbBAC. Cabe sefialar, que la proteina IIAM" no presenta motivos
de union a ADN, por lo que su efecto negativo sobre el operén phbBAC puede ser a través
de intermediarios. También, debido que en locus rpoN-orfl07-ptsN-orf284-ptsO se
encuentran los genes orfl07 y orf284 no caracterizados, los productos de estos genes
podrian estar involucrados en la regulacion de la biosintesis de PHB. Dado lo anterior, el
objetivo de este trabajo fue identificar y caracterizar las posibles proteinas que interactien
con la proteina IIA™" que intervienen en el control de la expresion del operén phbBAC.
Para lograr esto, primero se llevaron a cabo experimentos de RT-PCR tiempo real para
cuantificar el efecto de las mutaciones de los genes del sistema PTS™" (ptsP, ptsO y ptsN)
sobre la transcripcion del operén phbBAC y para estudiar el efecto de las mutaciones en los
genes orfl07 y orf284 sobre la transcripcion del operon phbBAC. Adicionalmente, se
clonaron los genes ptsN y ptsN H/A (el cual lleva una mutacion puntual que cambia el
codon que codifica para el aminoacido histidina propuesto de fosforilacion, por el
aminodcido alanina que no se fosforila) en el vector de expresion pET24a para: 1.
cointegrarlos en el cromosoma de A. vinelandii y evaluar el efecto del la proteina HAN" no
fosforilada sobre la biosintesis de PHB y 2. llevar a cabo experimentos de interaccion in-
vitro de proteinas con el sistema Pull-Down (Pierce). Los experimentos de RT-PCR tiempo
real mostraron que el sistema PTS™" controla a nivel transcripcional la biosintesis de PHB,
sugiriendo que la proteina I1AN" en su estado no fosforilado ejerce un efecto negativo sobre
la biosintesis de PHB. Lo anterior, se comprob6 al expresar la proteina IIAN" no
fosforilable en A. vinelandii y cuantificar la acumulacion de PHB. Por ultimo, los
resultados de los experimentos de interaccion in-vitro de proteinas revelaron a las proteinas
enoil-CoA hidratasa/isomerasa y 4-aminobutirato aminotransferasa como posibles blancos
de interaccién con la proteina I1AN" no fosforilada.



I1. ANTECEDENTES
I1.1 La biosintesis de PHB en A. vinelandii
En A. vinelandii la sintesis de PHB se lleva a cabo en tres etapas enzimaticas. La primera
reaccion se da por la condensacion de dos moléculas de acetil-CoA, la cual es catalizada
por la enzima [-cetotiolasa, obteniéndose como producto acetoacetil-CoA (Ritchie y
Dawes, 1969). En el segundo paso enzimatico, la acetoacetil-CoA es reducida por la
acetoacetil-CoA reductasa, utilizando NADPH y produciéndose D-B-hidroxibutiril-CoA,

que es polimerizada por la PHB sintasa (Fig. 3) (Ritchie y Dawes, 1969).

0 B-cetotiolasa Acetil CoA
(0] (0] PHB polimerasa
reductasa OH O P OH o
M N M 7 n
SCoA
S SCoA PHEB

Fig. 3 Biosintesis de PHB en Azotobacter vinelandii

11.2 Regulacién a nivel enzimatico de la biosintesis de PHB

En general en las bacterias productoras de PHB, se presenta la acumulacion del polimero en
respuesta a una limitacion para su crecimiento, principalmente por la falta de algun
nutriente como: nitrogeno, fosforo, magnesio u oxigeno, y en presencia de un exceso de
fuente de carbono y energia (Anderson y Dawes, 1990). Por estudios realizados en A.
vinelandii y en A. beijerinkii se conoce que el control de la sintesis de PHB se presenta
principalmente a nivel enzimético, controlando alostéricamente las enzimas de la via de
biosintesis de PHB (Senior et al., 1972). Un punto de control importante es la actividad de
la enzima p-cetotiolasa. La B-cetotiolasa es activada cuando la relacion acetil-CoA/CoA es

alta, situacion que se puede dar cuando se acumula NADH o NADPH como respuesta a la



baja concentracion de oxigeno en el medio. Como NADH o NADPH inhiben las enzimas
del ciclo de Krebs citrato sintasa e isocitrato deshidrogenasa, se disminuye el flujo de
carbono hacia este ciclo, lo que genera un incremento de la relacion acetil-CoA/CoA y por
lo tanto la estimulacion de la actividad de B-cetotiolasa (Senior et al., 1972). Estas
condiciones también favorecen la actividad de la enzima que cataliza el segundo paso de la

via, la acetoacetil-CoA reductasa.

11.3 Organizacion de los genes estructurales de la biosintesis de PHB en A. vinelandii

Se han identificado tres genes estructurales de la biosintesis de PHB: 1) phbA, codifica para
la B-cetotiolasa (primer enzima en la via de sintesis de PHB) (Segura et al., 2000); 2) phbB,
codifica para la acetil-Co reductasa y 3) phbC, codifica para la PHB-sintasa (la segunda y

tercera enzima de la via) (Peralta-Gil, 2002).

Los genes phbA, phbB y phbC se encuentran organizados en operén (phbBAC), que se
transcribe a partir de 2 promotores sobrepuestos pB1 y pB2. El sitio -10 del promotor pB2
sobrelapa el sitio -35 del promotor pB1 (Peralta-Gil et al, 2002). Hacia arriba del operon
phbBAC y de manera divergente se encuentra el gen phbR que codifica para la proteina
PhbR, la cual es un activador transcripcional de la familia de activadores transcripcionales

AraC (Fig. 4).

El gen phbR se transcribe a partir de dos promotores pR1 y pR2, localizados a 61 y 139
nucledtidos antes del codon de inicio de la traduccién. Arriba del coddn de inicio de la

traduccion del gen phbB, en la posicion -134 y -155, se encuentran 2 secuencias identicas



de 18 nucleotidos de longitud, designadas R1 y R2. R1 y R2 se encuentran separadas por 3
nucleotidos; R1 sobrelapa el -10 del promotor pB2. Se propone que R1 y R2 son los sitios
de unién del activador PhbR, por lo esta proteina podria actuar como activador del
promotor pB1 al interaccionar con la region -35, y como represor al sobrelapar

completamente el promotor pB2 (Fig. 4) (Peralta-Gil et al., 2002).

pPR2 pB2
pRl‘ ‘pBl
"u—-c'p“u:}—
phbR R? R1 phbB phbA phbC
B-cetotiolasa
Acetoacetil-CoA
PhbR reductasa PHB sintasa

Fig. 4 Organizacion del operon phbBAC en Azotobacter vinelandii.

11.4 El Sistema PTS™

El Sistema de fosfotransferasas relacionado con el metabolismo de nitrégeno (PTS"") esta
presente en muchas especies de bacterias. Consiste en las proteinas: Enzima IN", Npr y
IAN" que son homélogas de las enzimas I, Hpr y la IIAGIlu del sistema PTS que funciona
en la entrada y fosforilacion de varios azucares entre ellos la glucosa en bacterias Gram
positivas y Gram negativas (Postma et al, 1996). En E. coli y en diversas bacterias la
enzima IN" esta codificada por el gen ptsP (Reitzer et al, 1996; Segura y Espin, 1998; Tan
et al, 1999). Ademas, los genes ptsN y ptsO codifican para las proteinas Npr y HAN
respectivamente, y se localizan de manera conservada en el locus rpoN debajo de este gen
(Merric y Coppard, 1988). El gen rpoN codifica para el factor sigma 54; también, de

manera conservada en este locus y en muchas especies bacterianas se encuentran los genes



orf107 y orf284, cuya funcién es desconocida. La localizacion de los genes orf107 y orf284
dentro del locus rpoN-orfl107-ptsN-orf284-ptsO, hace suponer que el producto de estos
podrian participar en el sistema PTS™" (Fig. 5).

D ) (e

ptsP rpoN ORF107 PtsN  ORF284 PptsO

l oo l
®

Fig. 5 Genes y proteinas del sistema PTS""

En E. coli, la enzima I"", Npr y IIA™" forman una cadena de transferencia del grupo fosfato
del fosfoenolpiruvato (PEP), en la que IIAN" parece ser aceptor terminal (Fig. 6) (Rabus et

al, 1999).

Piruvato PEP

S

EIntr
Fig. 6 Sistema de fosfotransferasas PTS"".

La proteina IIAN" juega un papel como regulador en algunas especies bacterianas: en E.

coli una mutante en ptsN (IIAN") muestra un bajo crecimiento en medio minimo con

nitrégeno organico como fuente nitrogenada (Powell et al, 1995); también, esta mutante

presenta sensibilidad extrema a peptidos que contienen leucina. Adicionalmente, la proteina



IIAN" en su estado no fosforilado es requerido para la desrepresion del operén ilvBN ( Lee
et al., 2005). En Rhizobium etli, la inactivacién de ptsN afecta la produccion de melanina
(Michiels et al, 1998), mientras que en Klebsiella pneumoniae aumenta la transcripcion de
algunos promotores reconocidos por sigma 54 (Merrick y Coppard, 1988). En Legionella

IN" esta involucrada en el control de la virulencia y en

pneomophila la enzima
Pseudomonas putida el estado de fosforilacién de la proteina 1AM regula la inhibicién por
la fuente de carbono del promotor Pu del plamido TOL (Higa y Edelstein, 2001; Tan et al,

1999; Cases et al., 1999).

1.5 El Sistema PTS" en Azotobacter vinelandii y su funcién en la regulacién de la
expresion del operdn biosintético de PHB

IN"™ de A. vinelandii, abate la produccién de PHB (Segura y

Una mutacion en el gen ptsP (
Espin, 1998). Recientemente se caracterizaron los genes ptsN y ptsO de A. vinelandii y se
encontré que de manera similar a la mutacion en ptsP, una mutante en ptsO disminuye

drasticamente la sintesis de PHB, mientras que en una mutante en ptsN se aumentan los

niveles de éste poliéster por arriba de los observados en la cepa silvestre (tabla 1).

Tabla 1. Cuantificacién de PHB en las cepas mutantes del sistema PTSN".

Cepa Genotipo Contenido PHB ug(mg proteina’l)
UW136 Silvestre 303.16359 +36.57

ptsP ptsPeminiTnb 3.15429469 +0.82

p1s0 pisOzlem 5.72105619 £0.43

ptsN ptsNzkm " 525.848929 +39.05

Mutantes en los genes ptsO y ptsP afectan de manera negativa la transcripcién de los genes
phbR y phbBAC, mientras que en la mutante ptsN se observé un aumento en la

transcripcion de estos genes (Noguez et al, 2007). Por otro lado, se encontr6 que la



mutacion ptsN suprime el efecto negativo sobre la sintesis de PHB de la mutacion en ptsP;
sin embargo, el efecto de la mutante ptsO fue sélo parcialmente suprimido por la mutacion

ptsN.

La informacién anterior muestra que el Sistema PTS"" controla la sintesis de PHB a nivel
transcripcional. Los datos también sugieren que la proteina IIAM" en su forma no
fosforilada, tiene un efecto negativo sobre la transcripcion del operén phbBAC. Cabe
sefialar que 11AN" no presenta motivos de unién a ADN, por lo cual su efecto puede ser a
través de intermediarios. Ademas, la supresion parcial del efecto negativo de la mutacion
ptsO por la mutacion ptsN, sugieren que la proteina Npr juega un papel positivo adicional

sobre la sintesis de PHB.

Debido a que estos datos han sido deducidos por experimentos de proteccion a nucleasa S1-
los cuales son semicuantitativos-, seria conveniente cuantificar de manera directa la
expresion del operén phbBAC en las cepas mutantes del sistema PTS"". Es por esto que
uno de los objetivos de este trabajo fue llevar a cabo experimentos de reverso transcripcion
y reaccion en cadena de la polimerasa tiempo real (PCR-RT) para poder cuantificar el

efecto de las mutantes en los genes del sistema PTS™" en la expresion del operén phbBAC.

11.6 Organizacion y conservacion de los genes orf107 y orf284
La organizacion del locus rpoN en A. vinelandii muestra que ademas de los genes rpoN,
ptsN y ptsO existen los marcos de lectura abierta orf107 y orf284 no caracterizados que se

encuentran conservados de manera estructural en diversas especies bacterianas de las y



proteobacterias como Pseudomonas auruginosa, Escherichia coli, Xantomonas campestris

y de las & proteobacterias como Geobacter metallireducens (Fig. 7).

Azotobacter vinelandii oN orf107  ptsN. ori284 50
y proteobacteria

oN

orfll tsN 2 tsO

Pseudomonas aeruginosa
y proteobacteria

Escherichia coli
v proteobacteria

Geobacter metallireducens
8 proteobacteria

Xantomonas Campestris =
v proteobacteria

Fig. 7 Organizacion del locus rpoN en diversas especies bacterianas

Rio abajo del gen rpoN en A. vinelandii se encuentra el gen orf107 de 360 pb. Este marco
de lectura abierta codifica para una proteina hipotética de 107 aminoacidos; sin embargo,
sus homologos en otras bacterias no han sido caracterizados. El alineamiento de la
secuencia de aminoacidos de la proteina ORF107 con el banco de datos, muestra que ésta
presenta similitud a una proteina de ribosoma de Bacillis subtilis. Por otro lado, rio abajo
del gen ptsN se encuentra el gen orf284 que codifica para una posible proteina de 284
amino&cidos. Los homdlogos de la proteina hipotética ORF284 de A. vinelandii no han sido
caracterizados y no se ha encontrado similitudes del ORF284 con otras proteinas

caracterizadas y anotadas en el banco de datos.



En muchas especies bacterianas, algunos genes cuyos productos tienen funciones
relacionadas (componentes de una via biosintética o degradativa) se encuentran agrupados
en operones. Al agrupar los genes en operones, las células se aseguran que si expresan una
enzima ( miembro de una via metabdlica) sus enzimas comparfieras en la misma via,
también se encontraran presentes para llevar a cabo su funcion (Watson et al., 1988). Dado
a lo anterior y a que los genes orf107 y orf284 se localizan dentro del locus rpoN junto con
los genes del sistema PTS™", en este trabajo se postula que los productos de los genes

orf107 y orf284 podrian participar en la regulacién de la biosintesis de PHB.



1. HIPOTESIS
Con base a lo anterior, en este trabajo se proponen que la proteina IHAN" interactua con
alguna proteina que regule la expresion del operén biosintético de PHB de Azotobacter
vinelandii, dando como resultado los siguientes modelos:

IN", a su vez EIN" fosforilada, transfiere su grupo fosfato

-Fosfoenolpiruvato fosforila a la E
a la enzima Npr. Npr puede fosforilar a la enzima 1HAN". Pero IIAM" en su estado no
fosforilado puede interaccionar con:

a) algun intermediario que regule a nivel transcripcional el gen phbR, regulando la

actividad del promotor pB1 del operon biosintético phbBAC

b) algln intermediario que regule la actividad de promotor pB2 del operén phbBAC.

Los intermediarios entre IAN" no fosforilada y los promotores pB1y pB2 pueden ser: a) un
regulador negativo (represor) activado por la interaccién con 1AM no forforilada, 6 b) un
regulador positivo (activador) inactivado por la inteccion con AN no fosforilada (Fig. 8).
Cualquiera de las dos posibilidades daria como resultado una reduccion significativa en la

transcripcion de los genes phbR y phbBAC.
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Fig. 8 Modelo hipotético de regulacién del oper6n biosintético
de PHB en A. vinelnadii



IV. OBJETIVOS
IV.1 OBJETIVO GENERAL:
Identificar y caracterizar las posibles proteinas que interacttien con la proteina 1AMy que

intervengan en el control de la expresion del operdn biosintético de PHB phBAC.

V. 2 Objetivos particulares

-Llevar a cabo experimentos de reverso transcripcion y reaccion en cadena de la polimerasa
tiempo real para:

a)cuantificar el efecto de las mutaciones de los genes del sistema PTS™" (ptsP, ptsO, ptsN)
sobre la transcripcion del operon phbBAC y

b)estudiar el efecto de las mutaciones en los genes orfl07 y orf284, los cuales estan
localizados en el cluster rpoN-orf107-ptsN-orf284-ptsO sobre la transcripcion del operdn
phbBAC.

-Llevar a cabo experimentos de interaccion in-vitro de proteina-proteina para identificar la
(s) posible (s) proteina (s) que interaccionen con HAN".

-Evaluar la interaccion de la (s) posible (s) proteina (s) encontrada (s) con HHAN" y su

participacion en la regulacion del operén phbBAC.
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Materiales y métodos

VI. MATERIALES Y METODOS

Tabla 2. Plasmidos usados en este trabajo

Plasmido Caracteristica Referencia
pET24a Vector de expresion (5310 pb) Novagen
Km" ~
pMOSBlue Vector de clonacién (2889 pb) Amersham
Amp’
pRN3 Derivado del pMOSBlue con el gen ptsN' silvestre Noguez et al., 2007

de A. vinelandii , Amp’

pALA7 Derivado del pET24a con el gen ptsN  silvestre
de A. vinelandii | Km®

Este trabajo

pALAS Derivado del pET24a con el gen ptsIN (H58.4)
de A. vinelandii , Km®

Este trabajo

Tabla 3. Oligonucledtidos usados en este trabajo.

Oligonucleo6tido Secuencia
ptsNup1 5-GGCTTCATATGATCAGACTCGAAGACAT-3’
ptsN (HG8A) 5-GGGCGGCGGCACGCAGGAATGGCCATG-3’
ptsNlow2 5-CGGAACTCGAGCAGGCTCTTCTGTGC-3’
thoFw 5-GGAAATGGCCGAACAGATGG-3’
thorev 5-GATTTCCTCGCCGCTTTTCG-3’
gyrAFw 5-CCAGCAAGGGCAAGGTCTA-3’
gyrArev 5 TCGTCCAGCGGCAACAGGT-3’
phbBFw 5 TTCGCAATCCAAACGCAAAG-3’
phbBRev 5"-GTGCTCTCCCAATCGGTTAC-3"
phbRFw | 5-CCACATGCGTTTGGTTTCTTG-3’
phbRRev 5 TCTGCCCTAAGCGTCTCCTC-3’
15



Tabla 4. Cepas utilizadas en este trabajo.

Cepa

Caracteristicas

Materiales y métodos

Referencia

Azotobacter vinelandii

UW136
pstP-
ptsN-
ptsO-
orf107-
orf284-
Uw12
Uw74

Escherichia coli
DHb5a

BL21

Silvestre Nal

Derivada de 1la UW136 con

la mutacidn pisP:Tns

Derivada de 1a UW136 con

la mutacion psIN:zKm
Derivada de la UW136 con

la mutacién pisQ::Sp !

Derivada de la UW136 con

con la mutacién orf107:Km *
Derivada de 1a UW136 con

con la mutacion o#f284:Km
Derivada de 1la UW136 con

el plasmido pALA7 cointegrado
Derivada de la UW136 con

el plasmido pALAS cointegrado

supEA4 DiacU169bsdR17 rec Al
end AT gyrA96 relA

hsdS gal (cl1s857 indl Sam7
nin lacUV5-T7 gene 1

Martinez- Salazar et al., 1996
Segura and Espin, 1998
Noguez et al., 2007

Noguez et al., 2007

Noguez et al., 2007

Noguez et al., 2007

Este trabajo

Este trabajo

Hanahan et al., 1983

Sanbrook et al., 1989

V1.1 Medios y condiciones de cultivo de las cepas de A. vinelandii y E. coli

Las cepas de E. coli se crecieron en medio LB (con la siguiente composicion en g/L :

peptona de caseina 10, cloruro de sodio 10, extracto de levadura 5 para medio liquido y

suplementado con 15 de agar para medio sélido) y se incubaron a 37°C por 12 h. Por su

parte, las cepas de A. vinelandii se crecieron a 30°C por 72 h en medio Medio BS (que tiene

en g/L: MgCl, - 6H,0 0.160, NaMoO, - 2H,0 0.0002, FeSO, - 7H,0 0.005, CaCl, - 2H,0

0.073, Na,SO, 0.183, K,HPO, O.8>y KH,PO, 0.2). Los antibidticos usados para E. coli

fueron: ampicilina 200 pg/ml y kanamicina 20 pg/ml en medio liquido o sdlido. Para A.

vinelandii fueron: 4cido nalidixico 15 pg/ml y kanamicina 1 pg/ml en medio liquido o

solido.
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V1.2 Reacciones de digestion de ADN

VI.2.1 Digestion para ‘analizar el patron de restricciéon por electroforesis

Las digestiones de los pldsmidos construidos en este trabajo formularon de la siguiente
manera: ADN plasmidico 15-50 ng, enzima (Xhol, Ndel y EcoRl) (10 U), buffer (10x) 1 ul,

H,O aforar a un volumen total de 10 ul. Finalmente, la reaccién se incub6 por 1 ha 37°C.

V1.2.2 Digestiones para purificar el inserto por electroforesis
Las digestiones de los plasmidos se llevaron a cabo de la siguiente manera: ADN
plasmidico 50 pl (15-20 ng/ul), enzima (Xhol o Ndel) 20 U, buffer (10x) 6 ui, H,O 2 ul, el

volumen final fue de 60 ul; la reaccién se incub6 por 1 ha 37°C.

V1.3 Electroforesis del ADN

Se prepararon geles de agarosa al 1% en solucién amortiguadora de tris-acetatos (ver
apéndice). Los pozos del gel fueron cargados de acuerdo a la concentracion necesaria de la
muestra de inter€s, mas 1-2 ul de colorante. Una solucién de ADN del fago A digerido con
las enzimas Hindlll y BamHI (100 ng/ul), fue utilizada para calcular el tamafio de las
bandas de ADN y su concentraciéon. También se utiliz6 como marcador de peso molecular
ADN 1 Kb plus ladder (Invitrogen). La electroforesis se corrié a 80 volts, por 45-60 min en
solucién amortiguadora de tris-acetatos al 1X. Posteriormente, el gel fue tefiido con
bromuro de etidio (0.5 ug/ml) durante 3-5 min, enseguida se lav6 con agua por 5 minutos y

posteriormente se observé en el transiluminador de luz UV, para visualizar el ADN

(Sambrook et al., 1989).
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V1.4 Reacciones de ligacion

Una vez que se obtuvo el fragmento de ADN deseado, éste se ligd a un vector previamente
digerido con una enzima de restricciéon en una relacién molar 3 (inserto): 1 (vector). Se
utiliz6 la enzima T4 ADN ligasa siguiendo las instrucciones del fabricante (Boehringer™™®).
Las condiciones de ligacion fueron las siguientes: se incubd la reaccion por 12 h a 16°C,

posteriormente se procedio a realizar transformacion en E.coli (DH5).

VLS5 Preparacion de células competentes de E.coli DHSa por el método de CaCl,

Se transfirié una colonia bacteriana a 5 ml de LB y se crecié a 37°C por 16-20 h.
Posteriormente, se inocularon 100 ml de LB liquido (en matraz de 250 ml) con 1 ml de este
cultivo y se incubd a 37°C por 3 h, en agitacion vigorosa hasta que se alcanz6 una D.O.,
de 0.4-0.5. Después, el cultivo se transfirié a tubos de polipropileno y se incubaron en hielo
durante 10 min. Enseguida, la muestra se centrifugd a 4000 rpm durante 10 min a 4°C (ultra
centrifuga Beckman) y se recuper6 el paquete celular. Este se resuspendié en 30 ml de
CaCl, 50 mM dejandose en hielo por 15 min. La muestra se centrifugé a 4000 rpm 10 min a
4°C y la pastilla se resuspendié en 3-5 ml de CaCl, 50 mM frio por cada 50 mi del cultivo
original. Se hicieron alicuotas de 0.2 ml en tubos eppendorf de 1.5 ml y se mantuvieron a -

70°C en solucién de glicerol al 14 % hasta el momento de usarlas (Sambrook et al., 1989).

V1.6 Transformacion en E. coli DHSa.

Se mezclaron 0.1 ug de ADN con 0.2 ml de células competentes de E. coli. Esta mezcla se
incubd en hielo por 30 minutos, posteriormente, se le dié un choque térmico a 42°C por 2

min y se volvié a incubar en hielo por 2 min. A la muestra se le adicioné 1 ml de medio LB
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(sin antibidtico) y se crecio a 37°C por 1 h, a 200 rpm. Después, se sembraron de 0.1 a 0.2

ml, en cajas con medio sélido LB y el antibidtico correspondiente (Sambrook et al., 1989).

VL.7 Extracciéon de ADN plasmidico (‘“Miniprep”)

Se realiz6 un indculo con las células transformadas de E. coli en 3-5 ml de ;nedio de cultivo
LB (con el antibidtico respectivo). Se incubd toda la noche a 37 °C. Al dia siguiente, se
verti6 el cultivo en un tubo eppendorf y se centrifugd por 1 min a 14,000 rpm, recuperando
la pastilla celular. Esta se resuspendié en 100 i de solucién 1 fria (ver apéndice) y se dejé
reposar 5 min a temperatura ambiente. A la muestra se le agregaron 200 ul de la solucién
de lisis (sol. 11), se mezclé'el contenido por inversién. La mezcla se dejé reposar 5 min y
posteriormente se agregaron 150 ul de solucién III fria; se mezcl6 el contenido agitando
suavemente en vortex en posicion invertida durante 10 seg y se colocé en hielo 5 min. El
tubo se centrifugé 10 min a 14,000 rpm, seguido se transfiri6 el sobrenadante a un tubo
eppendorf nuevo. Al tubo se le adicioné un volumen igual de fenol-cloroformo y se mezcl6
en vortex; después se centrifugé a 14,000 rpm por 2 min y se transfirié el sobrenadante a
otro tubo eppendorf nuevo. Posteriormente, al tubo se le agregd un volumen de cloroformo-
alcohol isoamilico (24:1) y se agit6 en vortex, centrifugando por 2 min a 14,000 rpm. El
sobrenadante se volvi6 a transferir a otro tubo eppendorf nuevo y se adicionaron dos
volimenes de etanol absoluto, se agité en vortex y se dejé reposar por 2 min a temperatura
ambiente. El tubo se centrifugé 8 min a 14,000 rpm recuperando la pastilla la cual se lavé
dos veces con etanol al 70 %. La pastilla se sec6 y finalmente se le adicionaron 15 pl de

una solucién de ribonucleasa (RNAsa) y se incub6 a 37 °C por 30 min (Sambrook et al.,

1989).
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VI.8 Método de megaprimer para generar mutaciones puntuales (Modificado por
Barik, S. y Galinski, 1991. Método de PCR).

VIL.8.1 Amplificacion y clonacion del gen ptsN (H68A)

El método de megaprimer, es una técnica importante para crear mutaciones en sitios
especificos, usando la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). Este método requiere
de dos PCR’s sucesivos, utilizando tres oligonucleétidos, uno de los cuales es interno y
contiene la mutacion de interés, generando asi un megaprimer. El megaprimer obtenido, es

usado en la siguiente (segunda) reaccion de PCR, junto con el otro oligonucleétido para

sintetizar asi finalmente todo el producto mutagenizado.

Para construir el gen mutado prsN (H68A), sobreexpresarlo y purificar el producto (proteina
IIAM(H68A))para llevar a cabo ensayos de interaccion in-vitro de proteinas, se disefié un
oligonucledtido interno llamado ptsN (H68A) que lleva una mutacién puntual en el codén

que codifica para la histidina 68 (CAT) resultando en un cod6n que codifica ahora para una

alanina (GCG)-

En una primera reaccion de PCR se utilizé como templado ADN plasmidico (pRN3) y los
oligonucieétidos: ptsN (H68A) (10 pmol/ul) y ptsNupl (10 pmol/ul). Las condiciones de
amplificacion fueron las siguientes: temperatura de desnaturalizacién 95 °C/1 minuto,
temperatura de alineamiento 58 °C/45 segundos, temperatura de extensién 72 °C/1 minuto,
30 ciclos. Posteriormente, se le dio un ciclo mis de extensién a 72 °C/10 minutos. En esta
primera reaccion se obtuvo el megaprimer del 200 pb. En la figura 9 b), carril 2 se muestra

el fragmento de PCR esperado. En la segunda reaccién de PCR, para amplificar el gen
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completo ptsN (H68A) (ya mutagenizado) de A. vinelandii se utilizaron los
oligonucleétidos: megaprimer de 200 pb (previamente purificado de gél 1 ug/pl) y
ptsNlow2 (10 pm/ul) y como templado DNA plasmidico (pRN3). Las condiciones de
amplificacion fueron las siguientes: temperatura de desnaturalizacién 95 °C/1 minuto,
temperatura de alineamiento 65 °C/1.30 minutos, temperatura de extensién a 72 °C/1
minuto, por 30 ciclos y por iltimo, se le dio un ciclo mas de extension a 72 °C/10 minutos.

En esta segunda reaccién de PCR se obtuvo el gen ptsN (H68A) completo de 486 pb, el cual

se observa en la fig 9 b), carril 3.

Ndel

a) A, ptsN silvestre b)

Primera reaccién de PCR
para generar el megaprimer

<_‘Xho[

Segunda réaccién de PCR para
generar el gen ptsN (II68A) completo

Ndel

Xhol

Fig. 9 Obtencién del gen ptsN (H68A). a) Secuencia de reacciones de PCR, primero
utilizando el oligonucledtido mutado (flecha con cuadro) generando un
megaprimer. El megaprimer es utilizado en una segunda reaccion para
amplificar al gen ptsN (H68A) completo. B) Carril 1: DNA ladder mix, carril
2: megaprimer 200 pb, carril 3: gen ptsN H/A 486 pb.

El producto de PCR, fue purificado y digerido con las enzimas de restriccién Ndel y Xhol
para su clonacion dirigida en el vector de expresiéon pET24a (previamente digerido con las

mismas enzimas). Con el producto de la digestion del fragmento ptsN (H68A) y del vector
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pET24a se llevé a cabo una reaccién de ligacion, la cual se introdujo en la cepa DH5a de

E. coli, seleccionando las transformantes en medio LB con kanamicina.

Para encontrar las clonas correctas se realizd un analisis de restriccion con las enzimas Ndel
y Xhol con ADN plasmidico purificado de varias colonias. Como se observa en la figura 10
b), carril 3, con la digestién el plasmido pET24a/prsN (H68A) se fragmenta en 2 bandas de

5,226 pb y 470 pb que es el patrén esperado. Este plasmido fue denominado pALAS.

a) Xhol b)
Ndel

Poli Hist

ptsN (H68A)

Fig. 10 Clonacién del gen ptsN (H68A) en pET24a para generar el plasmido pALAS8
a) Mapa del plasmido con sus sitios de restriccion, la estrella dentro del gen
representa la mutacién y el cuadro después del gen la etiqueta de histidinas.
b) Analisis electroforético del plasmido pALAS. Carril 1: DNA ladder mix,
carril 2: DNA plasmidico de la clona 1 sin digerir, carril 3: DNA plasmidico
de la clona 1 digerido con Ndel y Xhiol.

El pldsmido pALAS8 se mandé a secuenciar para cerciorarnos que el gen ptsN (H68A)
llevara la mutacion en el codén seleccionado y que la clonacién del gen ptsN (H68A) no
hubiera cambiado el marco del lectura de fos codones.que codifican para las 6 histidinas. El

reporte de la secuencia indicé que el codén se habia cambiado como se esperaba.
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VI.9 Amplificacion y clonacion del gen ptsN silvestre

Con la finalidad de utilizar la proteina IIA™ como control en la cointegracion del plasmido
PALAS en A. vinelandii, el gen ptsN se amplific por PCR utilizando los oligonucleétidos
ptsNupl (10 ng/ul) y ptsNlow2 (10 ng/ul); se usé como templado DNA plasmidico
(pRN3). El primer oligonucleétido contiene un sitio para el corte de la enzima Ndel,
mientras que el segundo oligonucledtido, contiene un sitio para el corte del la enzima Xhol
y elimina el codén de terminacién de la traduccion. El objetivo de anadir los sitios Ndel y
Xhol, es dirigir la clonacién de este gen en el vector pET24a permitiendo la adicién de una

secuencia de nucleétidos que codifican para 6 histidinas al extremo 3 del gen (extremo

carboxilo de la proteina IIAN"Y).

Las condiciones de la amplificacion fueron las siguientes: temperatura de desnaturalizacién
95 °C/1 minuto, temperatura de alineamiento 58 °C/1 minuto, temperatura de extensién 72
°C/1 minuto, por 30 ciclos. Posteriormente, se le dio un ciclo final de extensién a 72 °C/10

minutos. En la figura 11 se muestra el PCR obtenido, en el carril 2 se muestra la banda

esperada de 486 pb.

<4386 pb

Fig. 11 Amplificacién del gen pisN silvestre. Carrill:
DNA ladder mix, carril 2: ptsN silvestre de 486 pb.
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Este fragmento, fue purificado y digerido con las enzimas de restriccién Ndel y Xhol. Por
separado, el vecto-r pET24a fue dirigido con las enzimas de restriccion Ndel y Xhol. Con el
producto de la digestion del fragmento ptsN silvestre y del vector pET24a se llevé a cabo
una reaccion de ligacion, la cual se introdujo en la cepa DH5a de E. coli, seleccionando las

transformantes en medio LB con kanamicina.

Para encontrar las clonas correctas se realizé un analisis de restriccién con las enzimas Ndel
y Xhol con ADN plasmidico purificado de varias colonias. Como se observa en la figura 12

b), carril 1, con la digestién el plasmido pET24a/prsN silvestre se fragmenta en 2 bandas de

5,226 pb y 470 pb, que es el patrén esperado. Este pldsmido fue denominado pALA7.
12

2) Xhol b)
o]
Ndel 5,226 pb

_ Poli Hist

470 pb —»

Fig. 12 Clonacion del gen ptsN silvestre en pET24a para generar el plasmido
pPALA7. a) Mapa del pladamido con sus sitios de restriccion. El cuadro
después del gen, representa la etiqueta de histidinas. b)Analisis
electroforético del plasmido pALA7. Carril 1: DNA plasmidico de
una colonia digerido con Ndel y Xhol, carril 2:DNA Ladder mix.

El plasmido pALA7 fue secuenciado a partir del oligonucleétido T7 localizado hacia arriba
del operador lacl en el vector. El andlisis de la secuencia indica que no hay mutaciones en
el gen ptsN silvestre y que éste quedd en el marco de lectura correcto bajo el control del

promotor T7 y con la fusién de las 6 histidinas en el carboxilo terminal en el producto.
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VI1.10 Preparacion de células competentes de A. vinelandii

Como primer paso se cultivaron las cepas de A. vinelandii 2 veces en medio CM (Medio de
Competencia, el cual contiene los mismos reactivos que el medio BS excepto Na,MoO, -
2H,0 y FeSO, - 7H,0) incubandola por 48 h a 30 °C. Después se recolectaron todas las
células para inocular 50 ml de medio CM liquido. Se incubé a 30 °C por 48 h a 200 rpm.
Posteriormente se recolectaron las células por centrifugacion a 4,000 rpm. por 10 min, se
lavaron las células con MgSO4 10 mM. Finalmente se resuspendieron las células en 2 ml

de medio CM con 16 mM de MgSO4.

VI.11 Transformacion en A. vinelandii

Se mezclaron 0.1 ml de células competentes de A. vinelandii con 10 ug de ADN. Esta
mezcla se incubd por 1 h a 30 °C, sin agitacién. Después, se platearon las células en cajas
con medio CM sdlido, dejando incubar por 48 horas a 30 °C. Posteriormente, con un asa de

siembra se levantaron las células en 0.5 ml de medio CM liquido; enseguida se platearon

0.1 mi en medio Burk con kanamicina 1ug/ml.

V1.12 Cuantificacién de PHB

Para cuantificar PHB en las cepas mutantes y silvestre, se partio de células crecidas en
medio PY sélido suplementado con sacarosa al 2%, por 96 hrs a 30 °C. Las células se
levantaron de la placa de PY y se resuspendieron en | ml de agua destilada en un tubo
eppendorf de 1.5 ml; enseguida, se centrifugé la muestra celular por 5 min a 13,000 rpm y
se decanto el sobrenadante. La pastilla celular se resuspendi6 en Hipoclorito comercial al

30 % (Cloralex) y se incubo por 30 min a 30 °C. Terminado el tiempo de incubacién, se
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centrifugé la muestra por 5 min a 13,000 rpm y se decantd el sobrenadante. La pastilla se
lavé sucesivamente con 1 ml de agua, | ml de: alcohol y 1 ml de acetona, secandola al final.
La pastilla de PHB se resuspendi6 en | mi de acido sulfirico concentrado y se incubd por
10 min a 95 °C. Por dltimo, se ley6é la D.O.,;5 ,,, para estimar la formacién de acido

crotonico (P.M. 86) . Para cuantificar la concentracion de PHB se utilizé la ecuacion de

Lambert-Beer :
C=A/Eb
donde:
C= concentracién (ug/ml)
A= abS(.)rbancia (nm)
E=Coheficiente de extincion del 4cido croténico (15 600 Imol'cm™)

b= longitud de la celda (1 cm)

VI1.13 Determinacién de proteina

La cuantificacion de proteina se realizé por el método de Lowry. Los ensayos se realizaron
por duplicado. El procedimiento fue el siguiente: se tomé 1 ml de caldo de cultivo y se
centrifugé a 13, 000 rpm por S min, a la pastilla se le adicion6 1 ml de MgSO, 10 mM para
lavar las c€lulas. Posteriormente, se centrifugd la muestra por 5 min a 13,000 rpm y se
elimind el sobrenadante. El paquete celular se resuspendié en 1 ml de H,0. Se tomé una
alicuota de 200 ul de células y se aforo a 1000 ul con H20. Por separado se prepard
solucion reactiva (ver apéndice) y se le agregd 5 ml de ésta solucién a las células diluidas
(con la solucidn reactiva se lisaron las células). La mezcla se agité y se dejé reposar por 10

min; posteriormente, a la mezcla se le agregé 0.5 ml de folin diluido (1 volumen de folin +
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2 volimenes de H,O) y se dejo reposar esta mezcla por 30 min. Por dltimo se midié la
absorbancia a 595 nm. Simultineamente se corrié una curva de calibracidn utilizando un

patron de albumina con las siguientes concentraciones en ug/ml: 10, 25, 50, 100, 200 y 400

(ver apéndice).

VI.14 Ensayo de interaccién in-vitro de proteinas “PULL DOWN?”

VI.14.1 Expresion de la proteina IIAN"(H68A) de A. vinelandii en la cepa BL21 de E.
coli

El plasmido pALA8 (ptsN (H68A)) se introdujo en la cepa BL21 de E. coli para la
expresion del gen prsN (H68A); La cepa transformada se creci6 en medio LB por 12 hrs y
se usé para inocular al 1 % de este cultivo otro matraz con medio LB. El segundo cultivo se
incubd a 37 °C y 250 rpm hasta una D.O.y ,, de 0.2 =0.4 nm. Una vez alcanzada la D.O.
deseada, se indujo la expresion del gen pisN (H68A) agregando al cultivo IPTG a una
concentracion final de 300 um/ml. El cultivo inducido se incub6 por 3 hrs a 37 °C y 250

rpm. Terminado el tiempo de incubacidn, se cosecharon las células y se procedié al

protocolo de lisis celular.

V1.14.2 Preparacién de la proteina ITA""(H68A) del sistema de expresion en E. coli

Las células crecidas e inducidas fueron cosechadas én tubos eppendorf de 1.5 ml. La
pastilla celular, fue resuspendida con 1 ml de buffer TBS ( por 5 ml de cultivo original, el
buffer TBS contiene: Tris 25 mM y Cloruro de Sodio 0.15 M a un pH de 7.2); seguido, se
centrifugé por 5 min a 10, 000 rpm y se decant6 el sobrenadante. El paquete celular se
resuspendi en 200 pl de TBS frio (por 5 ml de cultivo original) y se le agregé 200 ul de la

solucién de lisis (proporcionada por el kit™), ésta mezcla de incubé en hielo por 30 min.
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Terminado el tiempo de incubacién, la muestra se centrifugd por 10 min a 13,000 rpm. El
sobrenadante (extracto proteico) se separd a un tubo nuevo y se le agregd Imidazol a una

concentracion final de 40 mM. Se procedi6 a equilibrar la minicolumna de afinidad (resina

con perlas de agarosa con cobalto).

VI1.14.3 Preparacion de la columna de afinidad

Para equilibrar la minicolumna, se prepard una solucién de lavado con 1 volumen de buffer
TBS y 1 volumen de solucién de lisis; adicionalmente, a esta solucion se le agregd Imidazol
a una concentracion final de 40 mM. Por otro lado, se agreg6 50 ul de resina (de cobalto) a
cada minicolumna usada, se tapé la parte de a.bajo y se le agregd 40 ul de solucién de
lavado; seguido, se tapé la parte de arriba de la columna y se agité manualmente varias
veces. La minicolumna se destapd por arriba y por abajo, y se colocé en un tubo de lavado

para centrifugarlo por 30 seg a 4,000 rpm. El lavado de la resina se llevé a cabo 5 veces.

VL.14.4 Inmovilizaciéon de la proteina IIAN"(H68A) en la columna de afinidad

Para inmovilizar la proteina IIAN(H68A), Ia minicolumna equilibrada se destapé por la
parte de arriba y se le agregé el extracto proteico de E. coli (el cual lleva la proteina
IIA™(H68A)). La minicolumna fue cerrada y se incubé a 4 °C por 1 hr con agitacién
constante. Terminado el tiempo de incubacion, se le removieron ambas tapas de la columna
y se coloco en un tubo de coleccién para centrifugarla por 30 seg a 4,000 rpm. El extracto
que paso a través de la columna fue guardado y marcado como “sobrenadante cebo”.
Nuevamente se le colocé la tapa de abajo y se le agregaron 400 ul de solucién de lavado,

invirtiendola varias veces. Se destaparon ambos lado de la minicolumna y se colocé en un
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tubo de lavado; seguido, se centrifugd esta muestra por 30 seg a 4,000 rpm. El lavado de la

minicolumna se repitio 5 veces.

VI1.14.5 Preparacion del extracto celular de A. vinelandii

La cepa 1;1utante ptsN- de A. vinelandii se crecié por 30 hrs en medio PY liquido
suplementado con sacarosa al 2 %. El cultivo celular se transfiri6 a tubo eppendorf y se
centrifugd por 5 min a 13,000 rpm. Para obtener el extracto proteico de A. vinelandii, la

pastilla celular fue tratada con el mismo protocolo de lisis que E. coli.

VI1.14.6 Captura de la proteina presa

La minicolumna (con la proteina IIAN"(H68A)) fue destapada por arriba y se le agregé el
extracto proteico de A. vinelandii. Seguido, se tapé la minicolumna y se incub6 a 4 °C por 1
hr con agitacién constante. Terminado el tiempo de incubacién, se destapd la minicolumna
y se colocé en un tubo de coleccion para eliminar las proteinas que no interaccionaron con
IIAN(H68A) mediante centrifugacion por 30 seg a 4,000 rpm. El extracto que pasé a través
de la columna fue guardado y llamado “Sobrenadante presa”. Por otro lado, a la
minicolumna se le colocé la tapa de abajo y se le agregaron 400 pl de solucion de lavado,
invirtiendo varias veces la minicolumna. Se destaparon ambos lados de la minicolumna y se

colocé en un tubo de lavado; seguido, se centrifugod ésta muestra por 30 seg a 4,000 rpm. El

lavado de la minicolumna se llevd a cabo 5 veces.
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V1.14.7 Elucién de las proteinas: IIAY'(H68A) y proteinas presas

Para eluir las proteinas que interaccionaron con IHAN'(H68A), se preparé un buffer de
elucién conteniendo solucion de lavado e Imidazol a una concentracién final de 290 mM.
La minicolumna fue destapada por arriba y se le agregaron 250 ul del buffer de elucion;
nuevamente, la minicolumna fue tapada y se incubd por 5 min a 4 °C con agitacion
constante. Al final del tiempo de incubaci6n, la minicolumna se destapd y se coloc6 en un
tubo de coleccién, centrifugando la muestra por 1 min a 4,000 rpm. La solucién que eluyo

de la minicolumna, fue concentrada y guardada para analizarla por SDS-PAGE.

V1.15 Purificacién de ARN total de A. vinelandii

Las cepas de A. vinelandii se crecieron en medio PY sélido, suplementado con sacarosa al 2
% por 30 hrs a 30 °C. De la placa de PY, se levantaron las células y se resuspendieron en
500 wl de solucién A (la cual lleva: SDS 0.5 %, acetato de sodio 20 mM y EDTA 10 mM);
seguido, a las células se les agregaron 500 ul de fenol dcido (pre-calentado a 60 °C)
incubindolas por 5 min a 60 °C. Al terminar el tiempo de incubacion, la muestra se
centrifugd por 2 min a 12,000 rpm y la fase acuosa se pasé a un tubo limpio. A la fase
acuosa se le agregé 1 ml de etanol absoluto agitando vigorosamente; después, se centrifugo
el tubo por 5 min a 12,000 rpm. El sobrenadante del tubo fue decantado y al tubo se le
agreg6 1 mi de etanol al 70 %; el tubo se centrifugd por 5 min a 12,000 rpm y se decantd el
sobrenadante. La pastilla se resuspendié en 400 ul de solucién A y se le agregd 1 ml de
etanol absoluto; séguido, se centrifugo la muestra por 5 min a 12,000 rpm, estos pasos se
repitieron 2 veces mas. Por altimo, se dejo secar la pastilla y se resuspendié en 100 ul de

agua con DEPC (dietil pirocarbonato) al 0.1 %.
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V1.16 Sintesis de ADN complementario

Para sintetizar.ADN complementario a partir de ARN, se llevé a cabo la siguiente mezcla:
ARN total 1 ug, oligonucleétidos a 20 pm (phbBRev, phbRRev, rhoRev y gyrARev) y agua
a 12 ul; esta mezcla fue incubada a 70 °C por 5 min; inmediatamente después, la mezcla fue
colocada en hielo. A la mezcla de ARI;I y oligonucledtidos se le agregaron 4 ul de buffer de
reaccion (5X), 1 ul de inhibidor de ribonucleasa (20 u/ul) y 2 ul de dNTP’s (10 mM); ésta
mezcla, se incubd por 5 min a 37 °C. Terminado el tiempo de incubacion, al tubo de
reaccion se le agregé 1 ul de reverso transcriptasa "“™"* (200 U/ul) y se incubd por 60 min

a 42 °C. Por dltimo, se detuvo la reaccién con un choque de calor a 70 °C por 10 min.

VI1.17 Reaccion en cadena de la polimerasa-Tiempo Real

Para cuantificar la expresién de los genes phbB y phbR, se utilizaron los genes rho'y gyrA
como controles internos. Para los genes rho, gyrA, phbB'y phbR se llevé a cabo la siguiente
mezcla por triplicado de cada cepa (pisN-, ptsO-, ptsP-, UW136, orfl07-y orf284-): 10 ul
de SY BRGREENAPied Biosysem 3 i1 de ADNcomplementario (5 ng), 1 ul de oligonucledtido
fw (250 nM), 1 pl de oligonucleétido Rev (250 nM) y 7 pl de agua estéril. Las mezclas
fueron colocadas en una placa de 96 pozos y se colocd en el termociclador. Las condiciones
para la PCR-RT fueron las siguientes: 1 ciclo a 95 ®c. por 10 min., 1 ciclo a 95 °C por 15

segundos y 1 ciclo a 60 °C por 15 min; los dos ditimos ciclos se repitieron 40 veces.

VI1.18 Electroforesis de proteinas (SDS-PAGE)

Para llevar a cabo electroforesis de proteinas, se prepararon geles de poliacrilamida-sds al

14 % (ver apéndice). Los pozos del gel fueron cargados de acuerdo a la concentracion

31



Materiales y métodos

necesaria de la muestra de interés, mas | volumen de buffer de carga (ver apéndice). Como
marcador de peso molecular se utilizé6 SeeBlue plus2 Pre-Stained Standar tvitcogen 1 g
electroforesis se corrié a 50 amperes, por 1 1/2 hrs en solucién amortiguadora Tank (ver
apéndice). Posteriormente, el gel fue tefiido con una solucion de azul de coomassie durante
1 hr, enseguida se lavé con una solucion desteiidora por 30 min (ver apéndice). Por ultimo,

el gel fue secado para preservarlo.
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION

VI11.1 Expresion de los genes phbR y phbB en las cepas mutantes del sistema PTS™"

Para cuantificar la expresion de los genes phbR y phbB en las cepas mutantes del sistema
PTSN", se Ilevaron a cabo experimentos de reverso transcripcion PCR-RT; para llevar
acabo estos experimentos se crecieron las cepas de A. vinelandii en medio PY sélido
suplementado con sacarosa al 2% por 30 horas. En la figura 13 se muestra el perfil de

expresion del gen phbR en las cepas: UW136 (wt) y en las mutantes ptsP-, ptsO- y ptsN-.
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Fig. 13 Expresion del gen phbR
Como se esperaba, la mutacion en el gen ptsP disminuye drasticamente la expresion del
gen phbR (79 %), mientras que la mutacion en le gen ptsO reduce significativamente la
expresion de phbR (68 %). Por otro lado, la mutacién en el gen ptsN afecta de manera
positiva la expresion del gen phbR ya que aumenta mas del doble que la cepa UW136 (125

%) (Fig. 13).



La expresion del gen phbB en las cepas silvestre y mutantes del sistema PTSN" se muestra

en la figura 14.

ra

1.9 4

Expresion Relativa
*
L

LW ize osth- pitsO- prsiv-

Fig. 14 Expresion del gen phbB

De manera similar a los resultados en la expresion de phbR, la mutacion en los genes ptsP y
ptsO afectan de manera negativa la expresion del gen phbB (71 % y 57 %,
respectivamente). La expresion del gen phbB en ambas mutantes disminuye drasticamente
con referencia a la cepa silvestre. Sin embargo, la mutacién en el gen ptsN también afecta
de manera positiva la expresion del gen phbB ya que aumenta casi el doble que la cepa

silvestre (79 %).

La reduccién de la transcripcion de los genes phbR y phbB en las cepas mutantes en los
genes ptsP y ptsO, correlacionan con los resultados obtenidos de la cuantificacion de PHB

en dichas cepas, donde la produccion de PHB disminuye drasticamente (tabla 1). De igual



forma, el aumento en transcripcion de los genes phbR y phbB en la cepa mutante ptsN-, se
refleja en la cuantificacion de PHB, donde la produccion de dicho polimero aumenta de
manera significativa. Estos resultados también confirma que el sistema PTS™" controla a
nivel transcripcional los genes phbR y phbB. y sugieren que el control de la expresion del

gen phbB por el sistema PTS™" es en parte un efecto indirecto a través del control de phbR.

VI11.2 Caracterizacion del fenotipo de produccion de PHB de las cepas mutantes en los
genes orf107 y orf284

VI11.2.1 Analisis del producto de los genes orf107 y orf284

El orf107 codifica para una proteina hipotética de 107 aminodacidos; el alineamiento de la
secuencia de aminoacidos con el banco de datos mostrd que esta proteina presenta mayor
identidad con proteinas hipotéticas de bacterias de los géneros Pseudomonas y

Oceanobacter (tabla 5).

Tabla 5. Identidad de la proteina hipotética ORF107 de A. vinelandii con otras proteinas

Organismo % identidad Producto
Psendomonas mendocina 87% Proteina hipotética moduladora del factor sigma 54
proteina ribosomal S30EA

P. aernginosa 86% Proteina hipotética/ proteina asociada a ribosoma
P. fluorescens 77% Proteina hipotética/ proteina asociada a ribosoma
P. stutzeri 7% Protefan hipotética

P. syringae 76% Proteina hipotética moduladora del factor sigma 54
Oceanobacter sp. 68% Proteina hipotética/ proteina asociada a ribosoma
Alcalinoborax burknmensis 63% Proteina hipotética moduladora del factor sigma 54

Escherichia coli 54% Proteina hipotética moduladora del factor sigma 54



Para determinar si la proteina hipotética ORF107 presenta motivos presentes en otras
proteinas, se llevo a cabo un analisis de la secuencia de aminoacidos con el programa
SCANPROSITE. El resultado del anélisis mostré lo siguiente: los residuos 4-7 (NISG) es
un sitio potencial de N-glicosilacion; los residuos 25-28 (SrlE), 57-60 (SgaE) y 100-102
(TaR) son potenciales sitios de fosforilacion por Serina/treonina cinasas (fig. 15). Sin

embargo, tanto la glicosilacion como la fosforilacion dependen del plegamiento de la

proteina.
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Fig. 15Secuencia de aminoécidos de la proteina hipotética ORF107 de A. vinelandii.
Los residuos en color morado representa el posible sitio de glicosilacion. Los
residuos en color verde representan los posible sitios de fosforilacion.

Dado que en la mayoria de las especies bacterianas no se ha caracterizado la funcién de esta
proteina (ORF107), se ha sugerido que podria tener un papel en la modulacion del factor
sigma 54 ya que se encuentra en el mismo locus (funcion sugerida en la anotacion del
gen)(Fig. 7). Adicionalmente, se encontré que el ORF107 presenta 80 % identidad con la
region N-terminal de una proteina hipotética de Bacillus subtilis, la cual forma parte de
proteinas ribosomales de la subunidad 30 S. Sin embargo, no se ha encontrado que
mutaciones en los ortélogos del orf107 tengan un fenotipo en el metabolismo de nitrégeno,

carbono o en la sintesis de proteinas (Powell et al., 1995).



Por otro lado, el orf284 de A. vinelandii codifica para una proteina hipotética de 284
aminodcidos. El alineamiento de la secuencia de aminoacidos con el banco de datos mostré
que esta proteina (al igual que ORF107) presenta mayor identidad con proteinas hipotéticas

homologas de bacterias del género Pseudomonas (Tabla 6).

Tabla 6. Identidad de la proteina hipotética ORF284 de A. vinelandii con otras proteinas

Organismo % identidad Producto
P. stutzeri 88% Proteina hipotética con P-loop de ATPasa
P. fluorescens 84% Proteina hipotética
Psendomonas mendocina 85% Proteina hipotética
P. aeruginosa 83% Protefan hipotética
P. syringae 83% Proteina hipotética con P-loop de ATPasa
P. putida 83% Proteina hipotética
Escherichia coli 50% Proteina hipotética

Se llevé a cabo un analisis de la proteina hipotética ORF284 de A. vinelandii para encontrar
motivos presentes en otras proteinas con el programa SCANPROSITE, el resultado del
analisis mostro lo siguiente: los residuos 7-9 (SgR), 12-14 (SgK), 104-106 (TrR), 116-119
(SlaE), 152-154 (TIK), 204-207 (SgID), 241-243 (SnR) y 273-275 (SLK) son sitios
potenciales de fosforilacion por Serina/treonina cinasas; los residuos 8-15 (GrsgsGKS)
presenta identidad con motivos que forman estructuras secundarias tipo P-loop que unen
ATP/GTP; los residuos 99-102 (KRfS) son sitios potenciales de fosforilacion por cinasas
dependientes de cCAMP y cGMP y por ultimo los residuos 114-117 (NRSL) son posibles

sitios de glicosilacion (Fig. 16).
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Fig. 16 Secuencia de aminoacidos de la proteina hipotética ORF284 de A. vinelandii.
Los residuos en color verde representa el posible sitio de fosforilacién. Los
residuos subrayados representan el posible dominio de union a ATP/GTP. Los
residuos con formato superindice representan a los posibles sitios de
miristoilacion. Los residuos en color amarillo representa al posible sitio de

fosforilacion por quinasas dependientes de CAMP y cGMP. Los residuos en
subindice representa al posible sitio de N-glicosilacion.

Cabe sefalar, que a pesar que esta proteina ORF284 presenta diversos sitios potenciales de
modificacion post-traduccional y un motivo P-loop, alin no se han caracterizado su funcién
en A. vinelandii ni en sus homologos en otras bacterias, por lo que se ha sugerido que
pudiera tener un papel en la modulacion del factor sigma 54 (funcién sugerida en la
anotacion del gen). Sin embargo, al igual que el orf107 no se ha encontrado un fenotipo en

el metabolismo de nitrogeno y carbono (Powell et al., 1995).

Dado que no se les ha encontrado una funcion a las proteinas ORF107 y ORF284, en este
trabajo se utilizaron mutantes en estos genes para caracterizar su efecto en la transcripcion

de los genes phbR y phbB y su fenotipo en cuanto a la biosintesis de PHB.



VI11.2.2 Expresion de los genes phbR y phbB en las cepas mutantes en los genes orf107
y orf248

Con el objetivo de estudiar el efecto de las mutaciones en los genes orf107 y orf284 (los
cuales estan localizados en el cluster rpoN-orf107-ptsN-orf284-ptsO) sobre la transcripcion
de los genes phbR y phbB se llevaron a cabo experimentos de reverso transcripcion y PCR-
RT; para llevar acabo estos experimentos se crecieron las cepas de A. vinelandii en medio
PY sélido suplementado con sacarosa al 2% por 30 horas. La expresion de phbR en las
cepas mutantes en los genes orf107 y orf284 se observan en la figura 17.
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Fig. 17 Expresion del gen phbR
En la figura 17 se observa que la expresion del gen phbR en la cepa mutante orfl07 no
cambia significativamente con respecto a la cepa silvestre; sin embargo, en la cepa mutante
orf284 se observa que la expresion del gen phbR disminuye hasta la mitad con respecto a la
cepa silvestre.

Por otro lado, la figura 18 muestra la cuantificacién de la expresion del gen phbB en la

cepas mutantes en los orf107 y orf284.
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Fig. 18 Expresion del gen phbB

Como se observa en la figura 18, tanto en la cepa mutante orf107 como en la cepa mutante
orf284 no se observan diferencias significativas en la expresion del gen phbB con respecto

a la cepa silvestre.

Estos resultados sugieren que el gen orfl07 no participa en la regulacion a nivel
transcripcional de los genes phbR y phbB. Los resultados también muestran que la
mutacion en el gen orf284 afecta de manera negativa la expresion del gen phbR; sin
embargo, la reduccion de la expresion de phbR no repercute en la expresion de phbB. Este
comportamiento puede deberse a una degradacion de ARNm en esa muestra (donde se
reduce le expresion de phbR) y no a una regulacién de la expresion de los genes phbR y
phbB. Cabe sefialar, que podria existir una regulacion post-transcripcional del producto de
los genes orf107 y orf284, sobre PhbR y PhbB. Para estudiar esta posibilidad se cuantificd

la acumulacion de PHB en las cepas mutantes orf107 y orf284.



VI11.2.3 Cuantificacion de PHB en las cepas mutantes en los genes orf107 y orf284

Para corroborar los resultados de los experimentos de Reverso transcripcién y Reaccion en
Cadena de la Polimerasa de las cepas mutantes en los genes orf107 y orf284 se cuantificé la
acumulacion de PHB en estas cepas. Las cepas fueron crecidas en medio PY sdlido
suplementado con sacarosa al 2 % por 96 horas. En la figura 19 se muestra la cuantificacion

de PHB.
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Fig. 19Cuantificacion de PHB. Las barras pequefias
indican la desviacion estandar.

Los resultados de la cuantificacién de PHB (fig. 19) muestran que la mutacién en el gen
orf107 no tiene un efecto sobre la acumulacién de PHB, ya que esta cepa produce
cantidades similares de PHB a la cepa silvestre. Sin embargo, la mutacion en el gen orf284
reduce la acumulacion de PHB, esta reduccion es menor a la observada en el caso de las
mutantes ptsO y ptsP (tabla 1). También, el fenotipo de opacidad de las cepas mutantes en
los orf107 y orf284 muestra que no existen diferencias evidentes en la acumulacion de PHB

en ambas mutantes (Fig. 20).



Fig. 20Fenotipo de opacidad (PHB) en las cepas
mutantes en los genes orf107 y orf284.

La caracterizacion de las cepa mutante en el gen orfl07, muestran que su producto no
parece participar en la regulacion de la biosintesis de PHB. Por tales motivos, en este
trabajo se descarta que el producto del gen orf107 esté participando en la regulacién de la

expresion de los genes de PHB.

Por otro lado, en la cepa mutante en el gen orf284 se observa una disminucion de la
expresion de phbR, la cual no se ve reflejado en la expresion de phbB. Cabe sefialar, que en
repeticiones de experimentos de cuantificacion de phbR en esta cepa mutante (datos no
mostrados) los resultados fueron inconsistentes, de manera contraria a los observados en la
cuantificaciéon de phbB. La inconsistencia en las repeticiones de la cuantificacion de phbR
pudiera deberse a que los genes rho y gyrA (controles) no son buenos controles internos
para cuantificar la expresion de phbR en esta cepa mutante orf284, por lo que seria
interesante utilizar otros genes controles. Ahora bien, en la cepa mutante orf284 se observa
una disminucion en la produccion de PHB; sin embargo, esta reduccion no es tan fuerte

como en las cepas mutantes ptsO y ptsP (tabla 1). Dado que la mutacion en el orf284 no



presenta una disminucion tan marcada de PHB como las mutantes ptsO y ptsP, se puede
concluir que el producto de este gen teniene una participacion menor en la regulacion de los

genes de PHB.

VI11.3 Construccion del plasmido pALAS, que lleva el gen ptsN (H68A)

Debido a que la hipétesis de este trabajo es que la proteina HAN" en su estado no
fosforilado interacciona con algun intermediario que regula a nivel transcripcional el gen
phbB, se construyo el plasmido pALAS8 que contiene el gen ptsN (H68A). El gen ptsN
(H68A) lleva una mutacion en el sitio propuesto de fosforilacion, la mutacion consiste en el
cambio del coddon que codifica para la histidina 68 por alanina, provocando que
IIAN"(HB68A) se encuentre siempre en estado no fosoforilado. Los detalles de la

construccion del plasmido pALAS se describen en la seccidén de materiales y métodos.

VI1.4 Estudio del efecto del reemplazamiento del gen ptsN silvestre por una version
mutante, codificante de una version no fosforilable

Los fenotipos de las cepas mutantes del sistema PTS™ (ptsO, ptsP y ptsN) sugieren que la
proteina 11AN" en su estado no fosforilado afecta negativamente la acumulacién de PHB.
Con el objetivo de conocer si el estado de fosforilacién de la proteina HAN" afecta la
acumulacion de PHB en A. vinelandii, se transformé la cepa UW136 con el plasmido
pALAS, el cual lleva el gen ptsN que tiene un cambio de codon de una histidina por una
alanina y no se replica en A. vinelandii; se seleccionaron colonias en las que ocurrié la

cointegracion del plasmido en su cromosoma.



El plasmido pALA8 puede cointegrarse de dos formas: en la primera, el plasmido se
cointegra de la manera en que el gen ptsN (H68A) queda rio arriba por lo que se espera que
se exprese normalmente, mientras que el gen ptsN silvestre queda rio abajo y sin promotor.
En la segunda forma, el plasmido pALAS8 cointegra de modo que el gen ptsN silvestre se
expresa y el gen ptsN (H68A) queda sin promotor. La cointegracion deseada es la primera
como se muestra en la fig. 21 b. Cabe mencionar que la cointegracion del plasmido pALAS

no afecta la expresion de los genes localizados rio abajo de la cointegracion.
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Fig. 21Cointegracion del plasmido pALAS8 en el cromosoma de A. vinelandii. a) Formas de
cointegracion del plasmido pALAS. b) Primer arreglo genético del locus rpoN-orf107-
ptsN (H68A)-ptsN-orf284-ptsO después de la cointegracion del plasmido pALAS. c)
Segundo arreglo genético del locus rpoN-orf107-ptsN-ptsN (H68A)-orf284-ptsO después
de la cointegracion del plasmido pALAS. La estrella en la figura representa el cambio de
coddn en el gen ptsN, el cual la hace no fosforilable. Las flechas representan los oligos
utilizados.



Para descartar la posibilidad de que la cointegracion del plasmido pALAS8 por si solo y no
el cambio del gen ptsN (H68A) por ptsN silvestre afectara la acumulacion de PHB, se
procedio a cointegrar por separado el plasmido pALA7 (ptsN silvestre) en la cepa UW136,

dando como resultado la cepa UW12.

Las colonias transformadas fueron seleccionadas con kanamicina. Para elegir las colonias
que recombinaron de la manera deseada, se amplificoé por PCR el gen ptsN que quedo
arriba utilizando los oligonucledtidos ptsNupl, T7-ter (fig. 21) y ADN cromosomal de las
colonias transformantes; se confirmo por secuencia la presencia de la mutacion H68A. En
la figura 22 se observan los productos de la amplificacion de 500 pb que posteriormente

fueron purificados y secuenciados.
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Fig. 22 Amplificacion del gen ptsN (H68A). Carril 1: MPM 1 kb
fermentas, carril 2: ptsN H/A de la cepa candidata UW4, carril
3; ptsN (H68A) de la cepa candidata UWS5 vy carril 4: ptsN
(H68A) de la cepa candidata UW74.

El resultado de la amplificacion y del analisis de la secuencia indicé que la cointegracion se
habia llevado de manera que la version ptsN (H68A) quedo bajo el control de su promotor
en las tres cepas candidatas. Para conocer el fenotipo de estas cepas mutantes, se crecieron
en medio PY sdlido suplementado con sacarosa al 2 % por 96 horas. En la figura 23 se

muestra el fenotipo de las cepas mutantes.



Fig. 23Fenotipos de opacidad (PHB) de A. vinelandii crecidas en medio PY durante 4 dias.
UW136 es la cepa silvestre, las cepas mutantes del sistema PTSN" son: ptsP-, ptsO- y
ptsN-. La cepa UW12 es la cepa UW136 complementada con el plasmido pALA7
(ptsN silvestre), y es utilizada como control. UW4, UW5 y UW74 son las cepas
transformadas con el plasmido pALAS8 (ptsN (H68A)).

Como se puede observar en la figura 23, la acumulacion de PHB en las cepa UW136, ptsN-
y UW12 produce un fenotipo blanco opaco; mientras que la cointegracion del plamido
pALAS8 (ptsN (H68A)) en las cepas UW4, UW5 y UW74 produce un fenotipo menos opaco
que las cepas UW136 y UW12. Lo anterior muestra que la proteina IIAN"(H68A) (ptsN

(H68A) tiene un efecto negativo sobre el fenotipo de opacidad (PHB).

De las tres cepas se procedio a tomar la cepa UW74 y crecerla en medio PY solido
suplementado con sacarosa al 2 % por 96 horas y cuantificar la acumulacion de PHB. La

figura 24 muestra los resultados de la cuantificacion de PHB.
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Fig. 24 Cuantificacion de PHB. Las barras pequenas
indican la desviacion estandar.

Como se esperaba, en la cepa UW74 la acumulacion de PHB se vio afectada fuertemente;
sin embargo, la mutacion no abati6 la acumulacion de este polimero. Por otro lado, en la
cepa control UW12 la acumulacion de PHB disminuy0, pero esta disminucion no fue tan

fuerte a comparacion de la cepa UW74.

Lo anterior muestra que la proteina IIAN"(H68A) tiene un efecto negativo en la
acumulacién de PHB (fig. 24). Cabe sefialar que en la cepa UW74 no abati6 al mismo nivel
que las mutantes ptsP y ptsO la acumulacién de PHB como se esperaba (tabla 1). Esto
puede deberse a dos posibilidades: la primera posibilidad es que debido a que A. vinelandii
es una bacteria poliploide, la cointegracion del plasmido pALA8 no se llevo a cabo en
todos los cromosomas de la bacteria por lo que auin existirian copias silvestres del gen ptsN
expresandose, resultando en un baja acumulacion de PHB. La segunda posibilidad es que,
la copia del gen ptsN silvestre desplazada por el evento de cointegracion aln presente una

fuga de expresion.



Sin embargo, el efecto negativo sobre PHB en la cepa UW74 apoya la hipotesis de que la
proteina IHAN"(H68A) (en su estado no-fosforilado) regula de manera negativa la expresion
de los genes de PHB. La identificacion de los intermediarios entre la proteina HAN" no
fosforilada y la regién de regulacion de los genes de PHB confirmaria esta hipétesis. Para
buscar los intermediarios se llevaron a cabo experimentos de interaccion in-vitro de

proteinas.

VI1.5 Expresion de la proteina AN (H68A)

Con la finalidad de llevar a cabo experimentos de interaccion in-vitro de proteinas, el
plasmido pALABS se introdujo en la cepa BL21 de E. coli, seleccionando las transformantes
en medio LB con kanamicina. De las colonias que fueron transformadas, se aislé una y se
utilizé en primera instancia para hacer ensayos de expresion de la proteina HAN"(H68A).
Para lo anterior, como se describe en materiales y métodos, se utilizaron 3 concentraciones
del inductor IPTG (100ug/ml, 250 ug/ml y 500 ug/ml). Al final del tiempo de cultivo, las
celulas fueron lisadas y con el extracto total se llevaron a cabo experimentos tipo SDS-

PAGE. La figura 25 muestra estos resultado.
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Fig. 25Electroforesis en gel-sds de capas expresando IIANtr(H68A)(extracto total). Carril
1: Extracto de celulas sin inducir, carril 2: extracto de celulas con 100 ug/ml de
inductor, carril 3: extracto de células con 250 ug/ml de inductor, carril 4: extracto
de celulas con 500 ug/ml de inductor y carril 5: MPM.



Como se observa en la figura 25, la proteina HAN" (H68A) se esta expresando en la cepa
BL21. La expresion de esta proteina es dependiente de la concentracion de IPTG, ya que
aumenta su cantidad conforme aumenta la cantidad de inductor. Para futuros experimentos
de expresion se estandariz6 la concentracion de inductor a 300 ug/ml. Dado que en algunos
experimentos de clonacion de otros genes en el mismo vector de expresion (pET24a) se
encontré que los genes se expresaban, pero los productos se localizaron en cuerpos de
inclusion y no eran funcionales, se procedio a realizar un experimento tipo SDS-PAGE con
la fraccion soluble de la cepa BL21 (con el plasmido pALA8) para descartar esta
posibilidad. En la figura 26 se observa el gel desnaturalizante de proteinas con la fraccion

soluble.
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Fig. 26Electroforesis en gel-sds que muestra la ubicacion de la proteina

IIANU(H68A) en la fraccion soluble. Carril 1: fraccion soluble de

células inducidas, carril 2: fraccion soluble de celulas sin inducir, carril
3: fraccion soluble de celulas sin vector y sin inductor, carril 4: MPM.

El experimento anterior, muestra que la proteina IIAN"(H68A) se encuentra en la fraccion
soluble (figura 26, carril 1). Esto nos dio la seguridad de que era factible utilizar la proteina

IIAN"(HB8A) en experimentos de interaccion in-vitro de proteinas (Pull-Down).



VI11.6 Ensayo de interaccion in-vitro de proteinas “Pull-Down”

Con la finalidad de buscar intermediarios entre la proteina HAN"(H68A) y la region de
regulacion de los genes de la biosintesis de PHB, se llevo a cabo el ensayo de interaccion
in-vitro de proteinas como se describe en materiales y métodos. Para el ensayo se utilizd a
la proteina IHAN"(H68A) como cebo y extracto proteico de la cepa mutante ptsN- de A.
vinelandii como presa. En la figura 27 se muestran las proteinas que eluyeron al final del

ensayo, analizadas en SDS-PAGE.
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Fig. 27 Anélisis electroforetico en gen SDS-PAGE de proteinas encontradas en el
ensayo de interaccion in-vitro de proteinas. Carril 1: MPM, carril 2:
protefnas que posiblemente interaccionen con la HAN(H68A).

En la figura 27, carril 2 se observan 4 bandas que corresponden a proteinas que eluyeron de
la minicolumna en el ensayo Pull-Down, las cuales corresponden a proteinas de 8, 17, 36 y

50 kDa aproximadamente. Estas bandas fueron cortadas en condiciones de esterilidad y se



mandaron a secuenciar por el método de MALDI. El resultado de la secuenciacion de las
proteinas indico lo siguiente: la primera banda. de 8 kDa aproximadamente, no pudo ser
secuenciada; la segunda banda de 17 kDa (aproximadamente) corresponde a la proteina
IIAN"(H68A), la tercera banda de 35 kDa (aproximadamente) corresponde a una proteina
de A. vinelandii llamada Enoil-CoA hidratasa/isomerasa y la cuarta banda de 52 kDa
(aproximadamente) es una proteina de A. vinelandii Ilamada 4-aminobutirato
aminotransferasa. En repeticiones de este experimento se lograron observar bandas del
similar peso molecular que las encontradas en los resultados anteriores; sin embargo, en las
repeticiones no se pudo identificar las proteinas por problemas de contaminacioén con
queratinas. Es importante sefialar que en el primer experimento no se utilizaron controles
negativos para evitar interacciones inespecificas de proteinas de E. coli y A. vinelandii;
pero, en las repeticiones se utilizaron ambos controles negativos y las proteinas que se

lograron identificar no se encontraron en los controles negativos.

La primera banda encontrada en el experimento anterior, aunque no pudo ser secuenciada,
pudiera corresponder a la proteina Npr (que pertenece al sistema PTS™') ya que se
encuentra en el tamafo aproximado del 9 kDa. En E. coli, se ha observado que la proteina
Npr interacciona con la proteina IIAN" fosforilandola, de modo que en A. vinelandii se

podria confirmar esta interaccion secuenciando esta banda (Lee et al., 2005).

La tercera banda encontrada en la posible interaccién con IIAN'(H68A) corresponde a la
proteina enoil-CoA hidratasa/isomerasa, la cual pertenece a una superfamilia de enzimas
Ilamadas crotonasas. Las crotonasas participan en una gran variedad de mecanismos, entre

los cuales se encuentran: dehalogenacion, hidratacion, dehidratacion, decarboxilacion,



formacién y corte de uniones C-C e hidrdlisis de grupos thioester (Hazel et al, 2001). En
particular, la enzima enoil-CoA hidratasa/isomerasa lleva a cabo la conversion de 2-trans-
enoil-CoA en (S)-B-hidroxiacil-CoA en las vias de metabolismo de lipidos. Se ha reportado
en cepas recombinantes de Saccharomyces cerevisiae que esta enzima, esta involucrada en
la degradacion de lipidos, afecta la produccion de intermediarios para la sintesis de PHA’s
(Robert et al., 2005). De manera similar, la enzima enoil-CoA hidratasa/isomerasa de A.
vinelandii (no caracterizada) pudiera estar involucrada en la via de degradacion de lipidos
con la finalidad de producir intermediarios para la biosintesis de PHB. Si existiera
interaccion de I1AN"(H68A) con la enoil-CoA hidratasa/isomerasa, [IAN"(H68A) pudiera
estar regulado negativamente la actividad de esta enzima por interaccion con ella; lo
anterior provocaria, una disminucién en la produccion de posibles intermediarios para la
biosintesis de PHA"S reflejandose en la acumulacion de estos polimeros. Para comprobar
esto, seria necesario confirmar esta interaccion por medio de experimentos tipo “dos
hibridos”, junto con la medicién de la actividad de esta enzima en diferentes mutantes del
sistema PTSM", asi como el efecto de una mutacién en el gen de la enoil-CoA

hidratasa/isomerasa sobre la sintesis de PHB.

Por ultimo, la cuarta banda encontrada corresponde a la enzima 4-aminobutirato
aminotransferasa. En P. aeruginosa, esta enzima participa en la via de metabolismo de
arginina; especialmente, la 4-aminobutirato aminotransferasa cataliza la formacion de
semialdehido succinico a partir de 4-aminobutirato (Voellmy et al., 1976). En E. coli, esta
enzima participa en el metabolismo de putrecina, y su actividad aumenta cuando existe
limitacion de nitrogeno en el medio de cultivo (Schenider et al., 2002). En A. vinelandii, la

4-aminobutirato aminotransferasa no ha sido caracterizada; el gen que codifica para esta



enzima esté localizado en un grupo de genes cuyos productos participan en el metabolismo
de aminoacidos, lo que podria indicar que la 4-aminobutirato aminotransferasa esta
involucrada en el metabolismo de nitrégeno. Ahora bien, la posible interaccion de la
proteina IIAN"(H68A) con la enzima 4-aminobutirato aminotransferasa pudiera estar
regulando su funcion en el metabolismo de nitrégeno; sin embargo, como se menciono
anteriormente para confirmar esta interaccion habria que llevarse a cabo diversos

experimentos adicionales.

Los experimentos de interaccion in-vitro de proteinas pudiera mostrar que el sistema
PTSN", en especial la proteina I1AN" pudiera estar involucrada en la regulacién a nivel post-
transcripcional de enzimas que participan en el metabolismo de lipidos y aminoacidos. El
objetivo al llevar a cabo experimentos de este tipo era encontrar uno (0 mas) posible
regulador transcripcional que controlara la expresion del operon phbBAC, lo cual no se
ocurrié. Una posible explicacion al no encontrar un posible regulador transcripcional es que
la concentracion de reguladores transcripcionales en las células es baja y el ensayo in-vitro
de proteinas se lleva a cabo en minicolumnas con microvolumenes, lo que provocaria que
al final del experimento se recuperaran cantidades minimas de proteina que no se pueden
observar en un gel de poliacrilamida. Para solucionar esto, seria conveniente llevar a cabo
experimentos de interaccion in-vitro con columnas de mayor volumen, asi como tener mas
concentrada la proteina cebo I1AN"(H68A) y mayor cantidad de extracto proteico de A.

vinelandii.



VIIl. CONCLUSIONES
- La proteina IIAN" de A. vinelandii, en su estado no fosforilado, ejerce un efecto negativo

sobre la biosintesis de PHB.

- El control de la sintesis de PHB por el sistema PTS"" se da a nivel transcripcional sobre la

expresion de los genes phbR y phbB.

- Las proteinas enoil-CoA hidratasa/isomerasa y 4-aminobutirato aminotransferasa son

posibles blancos de interaccion con la proteina HAN" no fosforilada.

- Tanto el andlisis de la transcripcion de los genes phbR y phbB, como la cuantificacion de
PHB en la cepa mutante orfl07, sugieren que el producto de este gen no tienen una

participacion en la regulacion de la biosintesis de PHB.

- El andlisis de la transcripcion de los genes phbR y phbB, y la cuantificacion de PHB en la
cepa mutante orf284, sugieren que el producto de este gen tiene un efecto negativo sobre la

biosintesis de PHB, aunque este efecto es moderado.



IX. PERSPECTIVAS
- Comprobar la interaccién in-vivo de la proteina IHIAN" con las enzimas enoil-CoA
hidratasa/isomerasa y 4-aminobutirato aminotransferasa a través de experimentos con un

sistema de “dos hibridos”.

- Continuar con los experimentos de interaccion in-vitro de proteinas modificando
condiciones para buscar el posible intermediario en el control de la transcripcion de phbR y

phbB, asi como otras proteinas que interactien con AN,
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X1. APENDICE

Soluciones utilizadas en la extraccion de ADN plasmidico

Solucion |
Reactivo Concentracion
Tris - Cl (pH 8) 25 mM
EDTA (pH 8) 10 mM
Glucosa 50 mM

La solucidn se esterilizé a 120 °C por 20 minutos.

Solucion Il
Reactivo Concentracion
NaOH 0.2N
SDS 2%

Solucion 111, para 100 ml.
Reactivo Volimen
Acetato de Potasio (5 M) 60 ml
Acido acético glacial 11.5 ml

H,0 28.5ml



Soluciones utilizadas en la extraccion de ADN cromosomal

Solucion amortiguadora TE (g/l).

Reactivo Cantidad
Tris - Cl (10 mM) 1.57¢
EDTA (1 mM) 0.372¢

Se aford a un litro y se ajustd a un pH de 7.4 con NaOH.

Solucién CTAB 10 % / NaCl 0.7 M (g/l).

Reactivo Cantidad
CTAB 10 % 1009
NaCl (0.7 M) 409¢

Se aforé a un litro.

Electroforesis de ADN en gel de agarosa al 1 %

Solucién amortiguadora de acetatos 10X. Para 1 litro.

Reactivo Cantidad

Tris Base 48.4 ¢

Acido acético glacial 22.48 ml

EDTA hidratado 37.22 ¢

H,0 988 ml

Agarosa al 1% 1 Gramo de agarosa por cada

100 ml de tris acetato a 1X.



Electroforesis de proteina en gel de acrilamida al 14 %

Solucién amortiguadora Tank 1 X. Para 1 litro.

Reactivo Cantidad
Tris Base 12 g
Glicina 5769

SDS 10 % 40 ml

H.0 AforarallL

Mezcla para el gel de acrilamida al 14%.

Reactivo Gel separador
Acrilamida al 30% y Bis- 4.62 ml
acrilamida 2.7 %

Tris-Cl 1.5 M pH 8.8 2.5ml
Tris-Cl1 0.5 M pH 6.8 -

SDS 10 % 0.10 ml
H20 2.72 ml
Persulfato de Amonio 10 % 0.050 ml
TEMED 0.005 ml
Volumen Final 10 ml

Solucion para tefiir el gel de acrilamida.

Reactivo

Azul de Coomassie R-250 al 1%
Matanol

Acido acético

H20

Cantidad
Gel concentrador

0.67 ml
1.25ml
0.050 ml
3mi
0.025 mi
0.002 ml
5mi

Volumen
31.25 ml

125 ml

25 ml

aforar a 250 ml



Solucién para destefiir el gel.

Reactivo Volumen
Metanol 250 ml

Acido acético 50 ml

H,0 Aforar a 500 ml

Buffer de carga.

Reactivo Volumen
Tris-Cl 0.5 M pH 6.8 2.5 ml

SDS 10 % 4.0 ml

Glicerol 2.0 ml
2-mercaptoetanol 1.0ml

H,O Aforar a 10.0 ml

Solucion reactiva para cuantificacion de proteina por el método de Lowry

La solucidn reactiva para 100 ml contiene: 1 ml de soluciéon C + 1 ml de solucion B + 98
ml de solucién A.

Solucion Reactivo

A Na,CO3 2 % en NaOH 0.1 N
B Tartrato de Nay K 2%

C CuS0,4 1%

Curva Estandar y ecuacion usada para la cuantificacion de proteina

LU
G

21

Concentracion proteia ug S
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