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1. RESUMEN
Azotobacter vinelandii es una protobacteria gram negativa, de la subdivision v, la

cual es capaz de producir metabolitos secundarios de uso industrial, como el
polisacarido extracelular alginato, y el poliéster intracelular poli-B-hidroxibutirato
(PHB). El Alginato es utilizado como viscosificante y gelificante a nivel industrial. En
un banco de mutantes generadas al azar con un Tn5 se identificé una, llamada
GG15, que mostré un incremento de 11 veces en la producciéon de alginato en
comparacion con la cepa silvestre. En esta mutante el Tn5 interrumpi6 el gen cbrA,
el cual codifica una cinasa histidinica, paraloga de CbrA del sistema de dos
componentes CbrA/CbrB en Pseudomonas aeruginosa. Recientemente se encontrd
que en Pseudomonas spp el sistema CbrA/CbrB es necesario para la transcripcion
del RNA pequefo (sRNA) CrcZ, el cual secuestra a la proteina de union a mRNA Crc
antagonizando su actividad. Este sistema de regulacién post-transcripcional esta
involucrado en la asimilacion jerarquica de fuentes de carbono. Basados en estos
antecedentes el objetivo de este estudio fue investigar si en el mecanismo molecular
del control negativo que CbrA ejerce sobre la produccién de alginato esta
involucrado el sistema post-trascripcional Crc/CrcZ. La hipdtesis propuesta fue que
en ausencia de CbrA se abate la expresion de sRNA CrcZ lo que provoca un
aumento en la actividad de la proteina Crc, la cual a su vez regula positivamente la
sintesis de alginato. Mediante ensayos de extensién del iniciador y fusiones
transcripcionales del promotor de crcZ con el gen reportero gusA pudimos establecer
que la cinasa histidinica CbrA es necesaria para la expresiéon de CrcZ en A.
vinelandii. Una de las primeras estrategias que abordamos para evaluar el efecto de
Crc y de CrcZ sobre la sintesis de alginato fué tratar de construir mutantes en estos
genes. Sin embargo no fue posible obtener estas mutantes lo que sugiere un papel
esencial de estos dos genes en la fisiologia de A. vinelandii. Como segunda
estrategia sobre-expresamos estos genes en frans utilizando el plasmido pSRK-Km
el cual se induce por IPTG y evaluamos su efecto en la sintesis de alginato. La sobre
expresion de crc en la cepa silvestre no aumenté de manera significativa los niveles
de alginato. Por otro lado la sobre-expresion de CrcZ en el fondo de la mutante cbrA
no redujo la sintesis de alginato a niveles silvestres. Estos resultados indican que el
sistema de regulacidn post-transcripcional Crc/CrcZ no participa en el control
negativo que la cinasa histidinica CbrA ejerce sobre la sintesis de alginato en A.

vinelandiii.



2. INTRODUCCION
2.1 Generalidades de Azotobacter vinelandii.

Azotobacter vinelandii es una protobacteria gram negativa, de la subdivisién y que
pertenece a la familia Azotobacteriaceae; son pleomorficas (su morfologia varia
desde bacilos hasta cocos) de 2 a 5 u de diametro; habitan en suelos, se reproducen
por fisibn binaria y su locomocion es por flagelos. Son microorganismos
quimiorganotroficos que metabolizan sales inorganicas, alcoholes y azucares para
su crecimiento (Espin, 2003). Esta bacteria no posee plasmidos enddgenos, pero
puede recibir DNA exdgeno mediante transformacion o conjugacion. Azotobacter fija
nitrégeno en condiciones aerobias esto a pesar de la extrema sensibilidad de la
nitrogenasa y posee mecanismos que protegen este complejo de la inactivacién por
oxigeno. Posee la habilidad de sufrir un proceso de diferenciacion formando quistes
metabdlicamente inactivos, los cuales son resistentes a condiciones adversas
(Espin, 2003; Sadoff, 1975). A. vinelandii produce metabolitos secundarios de uso
industrial, como el polisacarido extracelular alginato, y el poliéster intracelular poli-3-
hidroxibutirato (PHB) (Galindo et al., 2007).

A. vinelandii posee un genoma circular de 5.3 Mb, y la secuencia de la cepa AvOP
ya se encuentra disponible (www.ncbi.nlm.nih.gov) (Setubal et al., 2009). Tiene un
porcentaje de G+C que varia entre 64.9-66.5%, e incluye un origen de replicacion de
200 pares de bases (pb); un fragmento mas largo de 1652 (que incluye las 200 pb
de origen) contiene 14 sitios putativos de uniéon a DnaA, diez sitios putativos de
union a IHF y 19 cajas GATC (sitios potenciales de unién a Dam metilasas).
Comunmente A. vinelandii posee multiples copias de su genoma, pudiendo alcanzar
hasta 80 copias por célula en fase de crecimiento exponencial tardia; en fase
estacionaria tardia la cantidad de DNA se reduce drasticamente, probablemente
como una forma de prepararse para el proceso de enquistamiento (Bergey, 2001;
Setubal et al., 2009).

2.2 Alginato

2.2.1 Composiciéon y aplicaciones.

Los alginatos son una familia de heteropolimeros lineales compuestos por
monomeros de acido manuronico (M) y su epimero el acido gulurénoico (G) los
cuales estan unidos por enlaces B(1-4). La distribucion y contenido de los

mondmeros puede ser muy variada. En presencia de Ca*™" u otros iones divalentes,
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los alginatos forman geles termo-resistentes. La variabilidad en la composicion de
los monomeros del alginato le confiere también variabilidad en la capacidad de
gelificacion: un alginato con alto contenido de acido gulurénico genera geles rigidos,
mientras que uno de bajo contenido produce geles suaves y elasticos (Espin, 2003;
Rhem, 2008).

Una de las caracteristicas por las que A. vinelandii ha sido objeto de estudios es su
capacidad para producir el polisacarido extracelular alginato. Este polisacarido es
utilizado como agente gelificante y viscosificante en industrias como la farmacéutica
y la alimenticia. Recientemente se ha estudiado el uso de alginato como agente para
realizar micro encapsulacién de células para diferentes terapias, debido a que este
material presenta grandes ventajas, como el de ser biocompatible, es decir, que no
estimula la respuesta inmune; Ademas el alginato forma una membrana
semipermeable que permite el paso de nutrientes y la salida de desechos,
permitiendo que las células inmovilizadas continuen viables (Hernandez et al., 2010).
En la actualidad los alginatos utilizados en la industria, son extraidos de algas
marinas cafés de los géneros Laminaria, Macrocystis y Ascophyllum. La
composiciéon de los alginatos algales esta sujeta a las variaciones del medio
ambiente y a la edad de los tejidos de donde son extraidos, por lo cual la calidad de
estos alginatos es también muy variable. Es por esta razéon que la produccién de
alginatos de origen bacteriano de una composicion definida y uniforme es una
alternativa interesante. Los alginatos producidos por microorganismos, a diferencia
de aquellos que son producidos por algas, estan acetilados; ademas de que los
alginatos bacterianos usualmente tienen un mayor peso molecular (variando de 48 a
160 kDa) (Cimini, 2012; Galindo et al., 2007; Rhem, 2008).

2.3 Biosintesis.

La ruta biosintética del alginato es similar en Pseudomonas aeruginosa y A.
vinelandii y se ha descrito a detalle (Galindo et al., 2007) (Figura 1). En estas
bacterias los azucares de 6 carbonos son degradados por la via Entner-Doudoroff
cuyos productos finales son el piruvato y el gliceraldehido-3P. El piruvato es
posteriormente catabolizado en acetil-CoA y el gliceraldehido-3P es convertido en
fructosa-6P por el proceso de gluconeogénesis (Conway, 1992).



En A. vinelandii, el alginato se sintetiza a partir de fructosa-6-P, la cual es convertida
por la fosfo-manosa-isomerasa (PMI), a manosa-6-P; esta a su vez se convierte en
manosa-1-P por la fosfo-mano-mutasa (PMM) (Figura 1). El siguiente paso consiste
en la activacion de la manosa-1-P por la GDP-manosa-pirofofofrilasa (GPMP) dando
como resultado la formacion de GDP-manosa, la cual es oxidada a acido GDP-
manuronico por la GDP-manosa-deshidrogenasa (GMD). El acido GDP-manuroénico
es el substrato que se polimeriza a nivel de la membrana interna para formar acido
polimanurénico. En el periplasma algunos de los residuos manurénicos del acido

polimanuronico son acetilados por una acetilasa (Galindo et al., 2007).

El polimero exportado en A. vinelandii, en contraste con Pseudomonas, es
modificado por una familia de siete epimerasas extracelulares homologas (AlgE 1 -
7); los residuos del acido guluronico en el alginato son importantes para la formacion
de la capa de alginato que circunda a los quistes. Se propone que las proteinas
AlgG, AlgK, AlgX y AlgL forman un andamiaje que guia al polimero a través de
periplasma para secretarlo fuera de la membrana (Remminghorst y Rehm, 2006). En
Pseudomonas, el papel principal de AlgL es degradar los alginatos que no logran ser
exportados (Bakkevig et al., 2005).

FRUCTOSA 6-FOSFATO

2
(PMI-GMP) Fosfomanosa isomerasa
algA4 GDP manosa pirofosforilasa

MANOSA 6-FOSFATO

<

algC. (PMM)
Fosfomanomutasa.

MANOSA 1-FOSFATO

algA (PMI-GMP) Fosfomanosa Figura 1. Pasos de la ruta de biosintesis de
isomerasa /GDP manosa
<& pirofosforilasa . . .
GDP MANOSA alginato en Azotobacter vinelandii.
(GMD) GDP -manosa deshidrogenasa (mOdIflcadO de Ga“ndo et al, 2007)

algD

>

GDP - MANURONICO

alg8 (MP) Manurato-Polimerasa

S

AC. POLIMANURONICO

algG AlgG,AlgK, AlgX
algE1-7 ME, MEs
aloJ Proteina formadora de poro
> Acetilasa Gen
algL,alglalgF cetiass y
algl, ¥ Liasa Enzima
ALGINATO Producto



2.4 Genética de la biosintesis.

Los genes estructurales para la sintesis de alginato han sido identificados en A.
vinelandii. Excepto algC que codifica para la (PMM), todos los genes estructurales
se encuentran agrupados en el cromosoma y se transcriben a partir de varios
promotores. El gen algD, que codifica la GDP-manosa deshidrogenasa (GMD),
encabeza el grupo de genes biosintéticos alg (Figura 2). Los genes alg8, alg44, algK
y algJ que se localizan inmediatamente abajo de algD estan organizados en una
unidad transcripcional (Galindo et al., 2007; Setubal et al., 2009) y sus productos
participan en la polimerizacién y secrecion del alginato: el producto de alg8 es una
glicosil transferasa membranal que se ha propuesto con actividad de polimerasa;
alg44 codifica otra proteina de membrana interna, la cual forma parte del complejo
de polimerizacion o que tiene que ver con el transporte del polimero al periplasma,
recientemente se ha propuesto que actua en conjunto con alg8 en la co-
polimerizacidén, y que ambas proteinas se requieren in vivo para la reaccion de
polimerizacién que conduce a la produccion de alginato (Galindo et al., 2007,
Oglesby et al., 2008); algJ codifica para una proteina de membrana externa con
actividad de canal idnico que es esencial para la secrecion del alginato y el producto
de algK es una proteina periplasmica que pudiera participar en la incorporacion de
AlgJ en la membrana externa (Galindo et al., 2007). Inmediatamente después de
este operon se encuentra el operén algGXLVIFA. algG codifica para una epimerasa
y algL para una alginato liasa o alginasa. Los productos de algV, algl y algF son los
responsables de la acetilacion de los residuos manurdénicos en el periplasma y el
producto de algA es la enzima bifuncional que cataliza el primer y tercer pasos de la
via (Galindo et al., 2007; Vazquez et al., 1999). Existe otro grupo de genes que
codifican una familia de epimerasas extracelulares (AlgE 1-7 y AlgY) responsables
del contenido de residuos manurdnicos y gulurénicos en el polimero final
(Gimmestad, 2006; Remminghorst y Rehm, 2006).
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Figura 2. Representacion de los genes estructurales involucrados en la sintesis de alginato en A.
vinelandii. Los genes de P. aeruginosa estan organizados fisicamente de una manera muy similar.
Las regiones promotoras para el inicio de transcripcion de los genes se indican en rectangulos

(modificado de Remminghorst and Rehm, 2006).

2.5 Regulacién de la biosintesis.

El gen algD codifica la GDP-manosa deshidrogenasa, una enzima clave de la ruta
de la biosintesis del alginato. La transcripcidn de este gen inicia a partir de tres
promotores los cuales son el blanco de varios reguladores globales, como el factor
sigma de estrés AlgU, RpoS y el sistema de dos componentes que regula
metabolismo secundario GacS-GacA (Castaneda et al., 2000; Nuiez et al.,
2000)(Figura 3). GacS/GacA regula la transcripcion de algD a través de dos vias: la
primera por regular positivamente la transcripcion del gen rpoS (Castafeda et al.,
2001) y la segunda esta mediada por el sistema de regulacién post-transcripcional
RsmA/RsmB. RsmA es una proteina que se une directamente al mRNA de algD
evitando su traduccion. GacA activa la transcripcion de un RNA regulador pequefio

llamado RsmZ, el cual titula a RsmA (Manzo et al., 2011).

Por otra parte, AlgU es esencial para la produccién de alginato, pues reconoce el
promotor del gen algC para inicio de su transcripcion y para obtener niveles altos en
la transcripcion del gen algD. AlgU es un ortélogo del factor sigma de estrés (o) en
Escherichia coli (Potvin et al., 2007). AlgU esta codificado en el operon
algUmucABCD vy al igual que en E. coli, los genes localizados rio abajo de algU,
mucABCD, codifican para reguladores negativos de la actividad de AlgU (Martinez-
Salazar et al.,, 1996). De esta manera los niveles de produccion de alginato se
abaten en una mutante algU, mientras que en una mutante de mucABCD, se
incrementan, al elevarse la transcripcion de algD, debido a la elevacion de la
actividad del factor sigma AlgU (Moreno et al., 1998; Nufiez et al., 2000).
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Figura 3. Modelo de regulacion de la produccién de alginato en A. vinelandii. (modificado de Galindo
et al., 2007).

3. ANTECEDENTES

3.1 Sistema de dos componentes CbrA/CbrB.

Los sistemas de dos componentes (Two-component system o TCS por sus siglas en
inglés) juegan un rol importante en la adaptacion de células bacterianas a factores
como la disponibilidad de nutrientes, estrés, sefiales ambientales, osmolaridad, entre
otros (Gao y Stock, 2009). Por ejemplo, gracias a estos sistemas, cuando ciertos
nutrientes se hacen limitantes, las bacterias pueden adecuar su fisiologia para
utilizar concentraciones menores de nutrientes, o alternativamente, emplear
nutrientes energéticamente menos favorables. Los sistemas de dos componentes
involucrados en dicha adaptacion nutricional incluyen los pares NtrB-NtrC
(asimilacion de nitrégeno) y PhoR-PhoB (asimilacion de fosfato) (Calva y Oropeza,
2006; Gao y Stock, 2009).

Los sistemas de dos componentes consisten de una proteina sensora cinasa
histidinica (también llamada transmisor), comunmente localizada en membrana
interna, y de una proteina regulador de respuesta, que generalmente es un activador
transcripcional (Bijlsma y Groisman, 2003; Calva y Oropeza, 2006). La cinasa
histidinica cataliza su autofosforilacion dependiente de ATP en un residuo
conservado de Histidina (His). En estas proteinas su extremo N-terminal es un

dominio periplasmico que detecta la sefial adecuada (también llamado dominio de
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entrada), y cuyo extremo C-terminal es un dominio citoplasmatico que constituye el
nucleo de la cinasa (Krell et al., 2010; Laub y Goulian, 2007; West y Stock, 2001).
Subsecuentemente el grupo fosfato se transfiere al dominio aceptor del regulador de
respuesta; la mayoria de estos consiste en dos dominios: uno de regulacion en el
extremo N-terminal y otro efector en el extremo C-terminal. EI dominio regulador
contiene residuos conservados, como el de Aspartato (Asp), sitio de fosforilacion.
Cuando el regulador de respuesta se fosforila generalmente induce la expresion de
genes necesarios para la adaptacion a los cambios en el medio ambiente (Calva y
Oropeza, 2006; Krell et al., 2010; Gao y Stock, 2009; West y Stock, 2001).

El sistema de dos componentes CbrA/CbrB (llamado asi por su participacién en la
via catabdlica) fue descrito por primera vez en P. aeruginosa; CbrB es un factor
transcripcional (TF por sus siglas en ingles) de la familia NtrC el cual reconoce
promotores o>*. Mediante experimentos de complementacion y de “extension del
iniciador”, se concluyé que aun cuando cbrB se localiza rio abajo de cbrA en el
genoma de P. aeruginosa, cbrA y cbrB son transcritos de manera independiente por
promotores separados. Una mutante en este sistema de dos componentes resulta
en una incapacidad de usar varios aminoacidos (como arginina, histidina y prolina),
poliaminas, agmatina, hexosas y tricarboxilatos como unicas fuentes de carbono (Li
y Lu, 2007; Nishijyo et al., 2001). En el catabolismo de arginina se observo que CbrB
activa la transcripcion de ArgR, un activador transcripcional para la utilizacion de
arginina (Li y Lu, 2007). Por otro lado, recientemente se encontré que el sistema de
dos componentes CbrA/CbrB es necesario para la transcripcion del RNA pequefio
CrcZ, cuyo gen esta localizado inmediatamente rio abajo del gen cbrB. CrcZ titula a
Crc, una proteina que ejerce la represion catabdlica de fuentes de carbono no
preferidas en varias especies de Pseudomonas (Sonnleitner et al., 2009).

Recientemente se demostr6 que CbrA/CbrB juegan un rol muy importante en
virulencia y procesos relacionados con ésta, incluyendo el swarming, formacion de
biofilm, citotoxicidad y resistencia a antibioticos. En P. aeruginosa una mutante en
cbrA exhibe un aumento de la citotoxicidad en las células del epitelio pulmonar,
ademas de que se ha demostrado un aumento en la resistencia hacia una variedad
de antibidticos clinicamente importantes incluidos la polimixina B, ciprofloxacino y
trombamicina (Yeung et al., 2010).
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Analisis fenotipicos y de cuantificacion de mRNA realizados a mutantes en cbrB y
crcZ sugieren que CbrA modula el swarming, formacion de biofilm, y la citotoxicidad
mediante la via de cbrB y que el sSRNA CrcZ localizado rio abajo de este sistema de
dos componentes forma parte de dicha cascada de regulacién. En contraste, el
fenotipo de resistencia a antibioticos mostrado en la mutante en cbrA esta ausente
en las mutantes en cbrB y crcZ por lo que se propone que CbrA modula la
resistencia a antibidticos mediante un fendmeno de “cross-talk” con algun otro

regulador de respuesta (Figura 4) (Yeung et al., 2010).
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pchF, amtB

> Swarming  regjstencia a antibioticos (Yeung et al., 2010).

Crc

Type 1, type III secretion
systems

W pel operon

Biofilm formation
Cytotoxicity

3.2 El sistema de regulaciéon post-transcripcional Crc/CrcZ-CrcY en

Pseudomonas.

En las bacterias como Pseudomonas, la proteina de union al RNA mensajero
(mRNA) Crc es clave en la represion de una serie de genes para el catabolismo de
diversas fuentes de carbono, como aminoacidos, azucares, o compuestos
aromaticos (Moreno et al., 2009; Rojo, 2010; Sonnleitner et al., 2009). En presencia
de aminoacidos, los cuales son sus fuentes preferidas de carbono, Crc inhibe la
traduccidon del mRNA de alkS y de benR, los cuales codifican activadores
transcripcionales de los genes para asimilar los alcanos y compuestos aromaticos
(fuentes de carbono no preferidas), respectivamente (Sonnleitner et al., 2009). Crc
se une al extremo 5’ de estos mMRNA, especificamente en una secuencia corta y rica
en adeninas llamado motivo CA, situada cerca del codén de inicio, la cual presenta
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la secuencia consenso AA(C/U)AA(C/U)AA (Figura 5). Esta interaccion es lo
suficientemente estable como para evitar la formacion del complejo de iniciacidon de
la traduccidén, compitiendo con la subunidad ribosomal 30 S por el mRNA, o
permitiendo que ésta se una al mRNA, pero atrapandolo en un complejo no
productivo. EI mecanismo preciso puede depender de la ubicacidn exacta de la
secuencia de unidn a Crc en relacion con el lugar en el que se encuentre el codon
de inicio AUG (Moreno et al., 2009; Rojo, 2010; Sonnleitner et al., 2009).

E ® 0 Translation
5 ° initiation
- L AUGC ’
g_ § 3 allowed
§0
2
+{Cre]
Translation
\, initiation
/ inhibited
®
2 e S0
-
-g 2 5 AUG Translation
o o initiation
complex
not formed

Figura 5. Mecanismo de accién de la proteina Crc . Crc se une al mMRNA de fuentes de carbono no
preferidas, en una secuencia cercana al codén de inicio impidiendo la traduccion del mRNA de genes
para la utilizacion de la fuente de carbono no preferida. SD: SECUENCIA SHINE-DALGARNO (Rojo,
2010).

Por otra parte el pequefio RNA CrcZ contiene 5 motivos CA, que tienen una gran
afinidad por la proteina Crc, y es capaz de removerla de su union al mRNA, por lo
cual libera la represidon catabodlica que Crc ejerce sobre la traduccion de ciertos
genes (Figura 6). Por esta razén una sobreexpresion de CrcZ impide la represion del
catabolismo in vivo, mientras que una mutacion impide el uso de diversas fuentes de

carbono (Sonnleitner et al., 2009).

GO ke i Figura 6. Mecanismo de accion del
CbrA/B activates expression . .
— j of CreZ in cells growing with sRNA CrcZ, el cual contiene 5 motivos
(CbrB) a nonpreferred C-source ) o
Q de unioén para Crc, en condiciones que
1\
() CrcZ sRNA ; .
u'\—\/\r s generan baja o nula represion
p = . .,
=) o\ (’ (Gre) catabdlica. La expresién de crcZ
B — ‘ depende del sistema de dos
@@ +—— m ‘-\\V,\ ‘ p
C.’f-@ﬁ° componentes CbrA/CbrB (Rojo, 2010).
Preferred C-source Nonpreferred C-source

13



Como se indico anteriormente, Sonnleitner y cols. (2009) encontraron que CbrB
activa la transcripcion del gen crcZ. De esta manera CbrA/CbrB gradualmente
ajustan los niveles de CrcZ en respuesta a la disposicion de diferentes fuentes de
carbono. Por lo cual, la proporcién de Crc/CrcZ permite a la bacteria establecer un
equilibrio de la represion catabdlica de fuentes de carbono a nivel post-
transcripcional (Moreno et al., 2009; Sonnleitner et al., 2009).

Recientemente se ha identificado una secuencia palindromica (CTGTTACC Ni2
CGTAACAG) conservada en la region rio arriba del promotor de crcZ, conocida
como UAS (upstream activating sequence), que se encuentra aproximadamente 150
nucledtidos corriente arriba del inicio de la transcripcion, este es el sitio de union del
regulador de respuesta CbrB, esencial para la activacion del promotor tipo o de
CrcZ. La union especifica de CbrB a esta secuencia palindrémica fue comprobada
mediante ensayos tipo EMSA y fusiones transcripcionales (Abdou et al., 2011). La
secuencia que reconoce CbrB es similar a la que reconocen activadores
transcripcionales de la familia NtrC, en bacterias entéricas como E. coli (TG C A CC
Ns GGT G CA) y Pseudomonas putida (CG C ACC N5 GGT G CA).

Por otro lado la proteina IHF (integration host factor) se encuentra conservada tanto
estructural como funcionalmente entre las bacterias entéricas y P. aeruginosa. Esta
proteina tiene un consenso de union a DNA AATCAAN,TTG, vy dicha secuencia de
unién fue recientemente encontrada en la regién promotora de crcZ del nucledtido -
60 al -48 por lo que investigaron si la union de IHF a este promotor tenia algun
efecto. Descubrieron que en una mutante en IHF la expresion de CrcZ se encontrd
significativamente disminuida en comparacién con la cepa silvestre, por lo que se
demostré que la proteina IHF también es necesaria para la expresion de CrcZ
(Abdou et al., 2011).

En otras especies de Pseudomonas, como P. putida, P. fluorescens y P. syringae,
pero no en P. aeruginosa, existe un paralogo de CrcZ al que se le ha llamado CrcY,
el cual también posee sitios de union a Crc y es capaz de unir a esta proteina
(Moreno et al.,, 2011). Sin embargo CrcY no es activado por el sistema de dos
componentes CbrA/CbrB. Los niveles de estos sRNA no codificantes son bajos
durante la represion catabdlica por alguna fuente de carbono y altos cuando se des-
reprime dicho sistema, ademas de que la mutacion en alguno de los sSRNA no influye

en el sistema de represion catabdlica, pero la inactivacion de ambos sRNA resultod
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en una represion catabodlica constitutiva, comprometiendo el crecimiento de la
bacteria en diversas fuentes de carbono. Debido a esto se propone que ambos
sRNA actuan en conjunto modulando la expresion de Crc dependiendo de las
condiciones metabdlicas (Moreno et al., 2011).

3.3 En A. vinelandii la sintesis de alginato se eleva en una mutante
cbrA::Tn5.

En un banco de mutantes de A. vinelandii generado por mutagénesis al azar se
identifico una, llamada GG15, en la que el mTn5 interrumpid el gen ortdlogo a cbrA
de P. aeruginosa (Serrano, 2010). Rio abajo de cbrA se localiza tanto el gen cbrB
como el gen crcZ por lo que el arreglo génico del locus cbrA-cbrB-crcZ se conserva
entre P. aeruginosa y A. vinelandii. Por otro lado un analisis de la secuencia del
genoma de A. vinelandii permitio identificar a un gen ortélogo a crc de Pseudomonas

sp.

La caracterizacion fenotipica de la mutante GG15 mostré un incremento importante
en la produccion de alginato con respecto a la cepa silvestre (AEIV) en medio
minimo Burk suplementado con glucosa. Ademas la complementacion genética de la
mutante GG15 con una copia del gen cbrA redujo la produccion de alginato a niveles
silvestres (Serrano, 2010)(Figura 7). Por otro lado, la expresion de varios genes
estructurales alg (entre ellos los genes algC, alg8 y algA) se elevd al menos 4
veces (Figura 8). Estos datos indican claramente que la cinasa histidinica CbrA
ejerce un control negativo sobre la sintesis de alginato en A. vinelandii, al controlar al

menos la expresion de alg8 y algC.
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Figura 7. Cuantificacion de alginato en

pg de alginato/mg de proteina

400 cepas de A. vinelandii. AEIV (WT): cepa
300 silvestre; GG15: mutante cbrA::Tn5;
200 JS05: mutante cbrA::Tn5 complementada
con la copia silvestre (Serrano, 2010).
100
| =

W1 GG15 1805
cbrA:TnS  cbrA:TnS/cbrA+
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Dentro de los Sistemas de Dos Componentes, una mutante en la cinasa histidinica
posee un fenotipo de cross-talk; Es decir, que en ausencia de su par sensor, un
regulador de respuesta puede ser fosforilado, aunque con baja eficiencia, por otras
cinasas histidinicas o en otros casos por pequehas moléculas donadoras de fosfato
(como el acetil fosfato) (Laub y Goulian, 2007). Es por esto que para conocer el
efecto del sistema de dos componentes sobre la fisiologia de la célula es necesario
construir una mutante en el regulador de respuesta correspondiente. Debido a esto,
se construyd una mutante de A. vinelandii en el regulador de respuesta CbrB
(Bonilla, 2010).

SAEIV

Relative units

b " GG15
4 1505
T
s . -
o . —
algC alg8 algA

Figura 8. Cuantificacion de la expresion relativa, mediante qRT-PCR, de varios genes estructurales
para la sintesis de alginato en fase de crecimiento exponencial en medio Burk-glucosa. La
cuantificacion se realizé utilizando RNA total de la cepa silvestre AEIV, la cepa mutante cbrA::Tn5
GG15y la cepa complementada GG15/cbrA+ llamada JS05.

La mutante cbrB mostré un crecimiento pobre en medio sdlido y fue incapaz de
crecer en medio liquido lo que dificultd su caracterizacion fenotipica. Sin embargo se
pudo apreciar que la asimilacién de acetato se afectd en ausencia de este regulador
de respuesta y una caracterizacion parcial en medio solido indicé que la produccion
de alginato también se incrementd en ausencia de CbrB (Bonilla, 2010). No fue
posible realizar un ensayo mas detallado del efecto de CbrB sobre la asimilacion de
fuentes de carbono debido a que la mutante cbrB::Sp no pudo crecer en medio
liquido, ni aun en presencia de NH4, lo cual contrasta con la mutante GG15,

cbrA::Tn5, la que si es capaz de crecer en medio liquido y en ausencia de NH4. Este
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hecho revela un papel esencial del sistema de dos componentes CbrA/CbrB en el

crecimiento de A. vinelandlii.

En el presente trabajo estamos interesados en investigar el mecanismo molecular
del control negativo que ejerce CbrA/CbrB sobre la sintesis de alginato. Dicho efecto
podria ser indirecto ya que, hasta la fecha, no se ha descrito actividad represora
para Reguladores de Respuesta de la familia NtrC como lo es CbrB. Con base en
los antecedentes planteados, es posible que en la cascada de senalizacion entre el
Sistema CbrA/CbrB y la represion de los genes alg esté involucrado el sistema de
regulacion Post-transcripcional Crc/CrcZ. En este trabajo nos hemos propuesto
evaluar esta posibilidad.
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4. HIPOTESIS

El sistema de dos componentes CbrA/CbrB controla negativamente la produccion de
alginato a través del sistema de regulacién post-transcripcional Crc/CrcZ. En
ausencia de CbrA existe un aumento en la actividad de la proteina Crc, la cual
regula positivamente la sintesis de alginato. Es probable que dicha regulacion sea
indirecta, ya que no se ha descrito que la proteina Crc ejerza un control positivo
sobre la traduccion de sus genes blanco, y ademas porque ninguno de los mRNA
que intervienen en la sintesis de alginato poseen el consenso de union para la

proteina Crc.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Investigar si el efecto negativo de CbrA/CbrB sobre la sintesis de alginato en A.

vinelandii estd mediado por el sistema de regulacion post-transcripcional Crc/CrcZ.

5.2 Objetivos Particulares

Investigar si en A. vinelandii, al igual que en especies de Pseudomonas, la
trascripcion del RNA regulador CrcZ depende del sistema de dos componentes
CbrA/CbrB.

Investigar si la sobre expresion de CrcZ en el fondo de la mutante cbrA::Tn5

restablece los niveles reducidos de alginato.

Investigar si la sobre expresion de crc en el fondo de la cepa silvestre incrementa la

sintesis de alginato.

Evaluar el efecto de una mutacién en la proteina Crc y en el sRNA regulador CrcZ

sobre la sintesis de alginato.
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6. MATERIAL Y METODOS
6.1 Material biolégico

Tabla 1. Cepas y plasmidos utilizados en el presente trabajo.

Cepa Caracteristica Referencia o Fuente
A.vinelandii AEIV Fondo silvestre; Nal Larsen y Haug, 1971
GG15 Mutante AEIV, con el gen cbrA Coleccioén del laboratorio

interrumpido con el mini-Tn5; Sp '

E. coli DH5a EndA1 hsdR17 supE44 thi-1\- recA1 Hannahan, 1983
gyrA96 relAAlacU169¢80 (AlacZ AM15)

E. coli BW21038 uidA™ ; Sin actividad de R-glucuronidasa - Metcalf et al., 1996

cbrA::Sp polar Mutante AEIV con el gen cbrA Este trabajo
interrumpido con el casete de Sp en el
codon 501 en sentido contrario a la
transcripcion.

cbrA::Sp No polar Mutante AEIV con el gen cbrA Este trabajo
interrumpido con el casete de Sp en el
codon 501 en el mismo sentido de la
transcripcion.

GG15-R GG15 Reconstruida, mutante AEIV, con el | Este trabajo
gen cbrA interrumpido con el mini-Tn5;
Sp', reconstruida con el plasmido pGG15

AE-ZGus AEIV con la fusién transcripcional crcZ- Este trabajo
gusA cointegrada en el cromosoma, en el
gen scrX, Tc'

cbrA~Zgus Mutante en cbrA::Sp polar, con la fusién Este trabajo
transcripcional crcZ-gusA cointegrada en
el cromosoma, en el gen scrX, Tc'

AEIV/pSRK-Gus AEIV con el plasmido pSRK-Gus Este trabajo
AEIV/pSRK-crc AEIV con el plasmido pSRK-crc Este trabajo
AEIV/pSRK-Km AEIV con el plasmido pSRK-Km vacio Este trabajo
cbrA::Sp Mutante cbrA ::Sp polar con el plasmido Este trabajo

polar/pSRK-Km pSRK-Km (vacio)

cbrA::Sp Mutante cbrA ::Sp polar con el plasmido Este trabajo
polar/pSRK-crcZ pSRK-crcZ
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Plasmidos

pTOPO TA

Vector de clonacién para productos de
PCR; lacZ, Amp", Km'

Invitrogen

pJET1.2

Vector de clonacién para productos de
PCR; eco47IR, Amp’

Fermentas

pBSL142

Vector con un casete de resistencia a Gm;
Amp"; Gm'.

Alexeyev et al., 1995

pBSLO8

Plasmido que porta el casefe de
resistencia a Km

Alexeyev et al., 1995

pJETcrc::Km

Derivado del pJET; porta un fragmento de
800 pb de la region estructural del gen crc
interrumpida con el casete de Km.

Luis F.Muriel

pCN154

Plasmido derivado del pBluescript KS+,
contiene una construccion gusA-Tc
flanqueda por 500 pb del locus de una
transposasa (Avin12230)

Hernandez-Eligio et al.,
2012

pEYO1

Derivado del plasmido pTOPO que lleva
clonado 3.5 Kb del gen scrX. Amp’, Km".

Este trabajo

pEY02

Derivado del pCN154, contiene la fusion
del promotor de crcZ al gen reportero
gusA, seguido de un casefe de resistencia
aTc

Este trabajo

pBBR1MCS-2

Vector de clonacion de amplio rango de
hospedero, lacZ, Km'

Kovach et al., 1995

pEYO06

Derivado del pBBR1MCS-2 porta un
fragmento de. 1200 pb que corresponde al
gen crc y su region reguladora.

Este trabajo

pCN48

Derivado del vector pMOSBlue que tiene
clonado un fragmento estructural del gen
cbrA de 2.8 Kb.

Serrano, 2010

pJGEY1

Derivado del pCN48 porta la construccién
cbrA::Sp, con el casete de resistencia
insertado en la direccién polar. Amp" Sp'

Este trabajo

pJGEY2

Derivado del pCN48 porta la construccién
cbrA::Sp, con el casete de resistencia
insertado en una direccion no polar. Sp’

Este trabajo

pEYO03

Derivado del vector pTOPO porta la regién
del gen crcZ de. 1.8 Kb. Amp" Km'

Este trabajo
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pEYO04 Derivado del pEY03. Porta la mutacion Este trabajo
crcZ::Gm. Gm'

pGG15 Derivado del pBluescript KS+, porta un C. Nuhez
fragmento Pst/ de 8 Kb del cromosoma de
la cepa GG15, el cual contiene la
insercion cbrA::Tn5.

pEYO05 Derivado del pEYO01 lleva clonado el Este trabajo
arreglo pcrcZ-gusA-Tc, flanqueado por la
regién promotora del gen scrX, Tc', Amp',
Km'

pSRK-Km Vector de clonacion, amplio rango de Khan et al., 2008
hospedero, derivado de los pBBR1MCS,
posee un promotor inducible con IPTG.
Km'

pSRK-Gus Derivado del pSRK-Km, posee el gen Este trabajo
reportero gusA bajo el promotor inducible.

pSRK-crcZ Derivado del pSRK-Km, posee el gen crcZ | Este trabajo
en el mismo sentido del promotor
inducible.

pSRK-crc Derivado del pSRK-Km, posee el gen crc Este trabajo
en el mismo sentido del promotor
inducible

6.2 Medios y condiciones de cultivo.

Los cultivos de A. vinelandii se realizaron en medio minimo Burk-Sacarosa (BS),
cuya composicion es la siguiente (g/l): KoHPO4, 8; KH2PO4, 2; sacarosa, 200;
CaClz.2H,0, 7.3; NazSOq4, 18.3; MgCl,.6 H,0, 160; FeS04.7H,0, 5; NaMo0O4.2H,0,
0.2. El pH se ajustd a un valor de 7.2. Se agrega agar bacteriologico (15 g/L) para
solidificar el medio. En medio liquido A. vinelandii fue crecido a 30°C con una
velocidad de agitacion de 200 rpm en matraces de 125 o 250 ml con un volumen de
medio correspondiente a la quinta parte del volumen total del matraz. Para los
ensayos de cuantificacion de alginato se usaron placas de agar Burk Sacarosa, a
30°C durante 48 horas. Para los cultivos de los cuales se extraeria RNA, se
crecieron las cepas AEIV y GG15 en medio Burk Sacarosa durante 24 hr a 30°C y

200 rpm a partir de un preinoculo de 24 hr.
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Los cultivos de E. coli se crecieron 24 horas a 37°C en medio Luria Bertani (LB) cuya
composicion es la siguiente (g/L): peptona de caseina, 10; extracto de levadura, 5;

NaCl, 10. En medio liquido se coloca también en agitacion constante.

Las concentraciones de antibidtico usadas para A. vinelandii y E. coli,
respectivamente son: Espectinomicina, 50 y 100 pg/ml; gentamicina, 0.5 y 10 pg/ml;
kanamicina, 3 y 30 pg/ml; ampicilina, 100 pg/ml (no usada para A. vinelandii).

6.3 Manipulacién de acidos nucleicos.

La extracciéon de material plasmidico se realizé con el kit de purificacion GeneJET™
Plasmid Miniprep, mientras que la purificacién de productos de PCR se llevo a cabo
con el kit PureLink PCR Purification de Invitrogen®. Para las reacciones de PCR se
utilizé la enzima Tag DNA polimerasa (Qiagen®) o las enzimas de alta fidelidad
Expand Long Range (Roche®) y Phusion (BioLabs®). Los oligonucleotidos
utilizados en el presente trabajo se enlistan en la Tabla 2 y fueron disefiados en

base a la secuencia del genoma de la cepa de A. vinelandii DJ previamente
reportada (Setubal et al., 2009).

Tabla 2. Oligonucledtidos utilizados en el presente trabajo.

Oligonucleotido Secuencia Amplicén
PCR
crecFw CGAGGTCGGGTATCATACA Gen crc para la
construccion
crc::Km (Luis F.
crcRv CTGCGTCTGGTGAAGTGA Muriel)
UcrcZ-F2 CAGTTCCGTGAGGACCTG Gen crcZ mas 500
pb rio arriba y 500
DcrcZ-R GTGCCGTAGACGTTGTCG pb rio abajo
UcrcZ - R GGTCGATTGTGTGACATGG PCR inverso de
DcrcZ-F CCCTTTCTGCGTTCGAGGGTC PEY03
GAGCTCGTCGAAGGCAATGCC Amplificacion del
CP-crc-F
GCTAC gen crc con su
F)
GAGCTCGCTATATGCTCCGAG promotor (CP) o
SP-crc-F GTCGG sin su promotor
(SP), usando el
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crc-R

GAGCTCGCATCCTGATGATGC

mismo primer

TCTGC reverso
scrX-F CGATGACGATCGCTGGCAAC o
Amplificacion de la
regién promotora
del gen scrX
scrX-R GCGTTCTCAGATGGCTGGTC
scrX Inv F AGGCCTCTATGTAGGTCCTC PCR inverso
pEYO01 para
eliminar la region
scrX Inv R AGGCCTTAGGGCAACCGTGCCAGAC promotora de scrX
F 1 GCACCTACCAACTGTCGTCC Amplificacion de
una regién de 2.8
PJGgus —F GACCAGTACGTTTCGGTTCTG Amplificacion
completa del
arreglo pcrcZ-
PJGgus - R CCCTTGAAAGACTCCAGGAAG
gusA-Tc
Amplificacion de un
gusAF1 TATAGCCCATTTGAAGCCG fragmento de 700
pb del gen gusA
gusAF2 GGGTGAAGGTTATCTCTATG Amplificacion de un
fragmento de 500
gusAR1 CTCTGCCGTTTCCAAATCG pb del gen gusA
cbrA/B-F CCTCAATCTCTG CGATCC RT-PCR de la
region intergénica
cbrA Comp R | GAGCTCCTGATGATCAGGTCGAAGC cbrA/B
edaZwfRIF CGTAGCCGAGCATGAGTTC RT-PCR de la
region intergénica
edaZwfRIR GCAGGAGCTGGTATGGAGAT eddA/Zwf
crcZSac-R GAGCTCGTGCACTGCTTGACGGAG | ¢rcZ sin promotor
cbrB-RT-F AGACCTGGAGGACGATGATTT Usados en
reacciones de g
cbrB-RT-R CAGGACGAAGTGCTGGAAGTA RT-PCR de cbrB
CrcZ-R-Prim2 GCG TCG TTG TTC TTG TTA G P”merc‘::;ens'on
crcZFXb GATTAGATTAGATGCTC

Usados para
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amplificar la region

crcZRR1 CTGATAATGCCCTGTAC
reguladora de crcZ

6.4 Extraccion de DNA cromosomal.

Se crecid A. vinelandii en 100 mL de medio BS adicionado con 20 mL de PY durante
48 hrs a 30° y 200 rpm. Pasado este tiempo se centrifugd y se separaron las células,
posteriormente estas se lavaron con buffer TE 50/20, después del lavado se
resuspendieron las células en 450 uL de buffer TE 50/20, y se le agregaron 50 uL de
lisozima (10mg/mL) e incubdé 30 min a 37°, una vez trascurrido el tiempo se le
agregaron 50 ulL de proteasa (10mg/mL) e incubé 30 minutos a 37° C.
Posteriormente se le adicionaron 50 uL de SDS 10%, se incubd 15 minutos a 37°,
luego se agregaron 100 uL de NaCl 5M, se mezclo y se incubd durante 10 minutos a
65° C, después se adicionaron 80 uL de una solucién de CTAB 10% NaCl 0.7 M e
incubd de 15 a 20 minutos a una temperatura de 65°C. Pasada la incubacion se
mezcld el tubo y se le agregd 1 volumen de una solucion de Cloroformo-lsoamilico
1:24, se mezcld y se centrifug6 a 13 000 rpm durante 5 minutos. Se transfirié a otro
tubo la fase acuosa, a la cual se le agregdé un volumen de Fenol saturado y un
volumen de Cloroformo-lsoamilico 1:24, se mezcl6 y nuevamente se centrifugd 5
minutos, una vez mas se transfirio la fase acuosa a otro tubo y se extrajo con un
volumen de Cloroformo-lsoamilico 1:24, nuevamente se centrifugd y se separo la
fase acuosa en otro tubo al que se le agregaron 600 uL de isopropanol, en este
punto mezclamos bien el contenido y fue posible observar las hebras de DNA; para
precipitarlas las centrifugamos y posteriormente decantamos el isopropanol,
finalmente lavamos con etanol al 70%, permitimos que secara completamente los
restos de alcohol y resuspendimos el pellet de DNA en una solucién de RNAse
(20ug/mL).

6.5 Extraccion de RNA total.

Se siguié un protocolo descrito por Barry y col. (1992) y que se describe a
continuacion. Se centrifugé una cantidad adecuada de células; (como estas eran
productoras de alginato lavamos el cultivo con solucion salina al 0.85% o con EDTA
al 0.02 M, para que fuera mas facil desprender el alginato). Después resuspendimos

el pellet en 50 uL de agua tratada con DEPC al 0.1% y se le adicion6 5 uL de agua
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con DEPC al 0.5%, enseguida se le agregaron 200 uL de acetona helada, se mezclé
manualmente y se centrifugd, para después desechar cuidadosamente el
sobrenadante. La pastilla se resuspendid en 30 uL de DEPC 0.1%, se agregaron
3uL de Lisozima (10 mg/mL, preparada con DEPC 0.5%) y se incubd a 37°C
durante 10 minutos, posteriormente se le agregaron 2uL de proteasa (100 ug/mL),
se incubd en hielo 10 minutos y se agregaron 3.5 uL de DEPC 0.5%, 200 uL de
Fenol (precalentado a 70°C), 150 uL de cloroformo, se mezclé6 manualmente y se
adicion6 150 uL de DEPC 0.1%, posteriormente se centrifugd. Se removi6 la fase
acuosa y se le adiciondé 1 mL de etanol absoluto. Este se dejo precipitando 1 hr o
toda la noche a -20°C. Finalmente se centrifugd y resuspendié en 50 uL de DEPC

0.1%. Fue almacenado a -20°C

6.6 Cuantificacion de la expresion relativa mediante qRT-PCR.

Para los ensayos de cuantificacion relativa mediante gqRT-PCR se utilizaron 100 ng
de cDNA, con la correspondiente mezcla de oligonucle6tidos a una concentracion
final de 250 nM y SYBR Green/ROX gqPCR Master Mix (Fermentas®). Las
reacciones se realizaron en el LightCycler® 480 Real-Time PCR System (Roche),
con las siguientes condiciones de amplificacion: un ciclo de 95°C/1 min, un ciclo de
dos pasos de 95°C/15 segundos seguido de 60°C/60 segundos, todo esto durante
40 ciclos. Todas las reacciones de gPCR fueron realizadas por triplicado para cada
gen de cada cepa en cada una de las condiciones. Los niveles del gen gyrA
(Avin15810) fueron usados como control interno para normalizar los resultados

obtenidos.

La reproducibilidad del procedimiento completo fue determinada realizando la
sintesis de cDNA vy los experimentos de qPCR de dos extracciones separadas de
RNA de cada cepa en cada una de las condiciones.

6.7 Ensayo de extensidén del iniciador.

El ensayo de extension del iniciador se realizé usando 20ug de RNA total purificado
a partir de células de las cepas GG15 y AEIV cultivadas durante 24 hr en medio BS.
La reaccion de extension se realizé marcando el oligonucleétido con gamma ATP
utilizando la enzima polinucleotido cinasa de Roche y 20 pmol del oligonucleétido,

para posteriormente incubar durante 1 hr a 37°C. Para obtener el cDNA se utilizé la
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enzima AMV (Roche) con una temperatura de extensién de 42°C, este se precipitd
usando acetato de amonio 10M mas 100uL de etanol absoluto, se centrifugd a
13,000 rpm por 10 minutos, se lavo con etanol al 70% al menos en tres ocasiones y
finalmente el pellet resultante fue resuspendido en 8uL de agua, y al que ademas se
le agregaron 4ulL de colorante. Para realizar la reaccion de secuencia se utilizo el kit
Termo Sequenase™ Cycle Sequencing Kit de USB, siguiendo las instrucciones del

fabricante.

6.8 Construccion del plasmido pJETcrc:Km.

La construccion de la mutacion crc::Km la realizo Luis Felipe Muriel (estudiante de la
Dra. Guadalupe Espin) y se realiz6 de la siguiente manera: el gen crc fue
amplificado mediante PCR usando los oligonucleétidos: crcFw y crcRv (Tabla 1) con
una Tm de 60°C y empleando DNA cromosomal de la cepa UW136 de A. vinelandii
como templado. El producto de la reaccion fue purificado y posteriormente clonado
con el kit de clonaciéon pJET (Fermentas), obteniendo el plasmido pJETcrc. Con el fin
de tener un marcador de resistencia util en A. vinelandii, se ligd un casete de
resistencia a Kanamicina (Km), mediante la restriccion de la region estructural de crc
con la enzima Tthl la cual tiene un sitio unico en la regién estructural de crc, dejando

secuencias para recombinacion de 300 y 500 pb a los extremos.

6.9 Construccién del plasmido pEY04 (crcZ::Gm).

Para realizar esta construccion, primero se amplificé por PCR el locus crcZ, es decir
700 pb rio arriba y 700 pb rio abajo del gen crcZ empleando como templado DNA
cromosomal de la cepa AEIV y los oligonucledtidos UcrcZ-F2 y DcrcZ-R. El producto
de la reaccion fue purificado y posteriormente clonado en el kit de clonacion pTOPO

TA (invitrogen), obteniendo el plasmido pTOPOcrcZ.

Debido a que crcZ codifica un sRNA que no sera traducido y la simple insercion de
un casete de resistencia no aseguraria que dicho RNA dejara de ser funcional, se
decidié hacer una eliminacion completa del gen crcZ. Para este fin se disefiaron
oligonucledtidos adecuados para realizar una PCR inversa (oligonucleétidos UcrcZ—
R y DcrcZ-F), y solo amplificar las regiones flanqueantes de este gen, y de esta
manera permitir una recombinacién. Después de obtener este producto de PCR se

le ligd un casete de resistencia a Gm, reemplazando totalmente el gen crcZ.
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Ya obtenida esta construccién, se transformaron en células competentes de E. coli
DH5a y se seleccionaron las clonas Gentamicina resistentes, de las que se purifico

plasmido para corroborar que contenian el arreglo crcZ::Gm.

6.10 Construccion del plasmido pEY02 (pCN154-pcrcZ).

El plasmido pCN154 porta el gen reportero gusA, seguido por un casete de
resistencia a Tc; ambos genes estan flanqueados por las regiones 57y 37,
respectivamente de un gen que codifica una transposasa (Avin12230) (Hernandez-
Eligio et al., 2012). El proposito del plasmido pCN154 es construir fusiones
transcripcionales con el gen reportero gusA e integrarlas en la region cromosomal de
la trasposasa Avin12230. Con el fin de construir dichas fusiones transcripcionales,
del promotor de crcZ con el gen reportero gusA, se construy6 el plasmido pEY02. Se
amplific6 mediante PCR la region reguladora del gen crcZ, de aproximadamente 500
pb, usando oligonucledtidos crcZFXb y crcZRR1, los cuales poseen respectivamente
los sitios de restriccion Xbal y EcoR1 en los extremos; una vez purificado el
producto del la regidn reguladora de crcZ vy el plasmido pCN154, ambos se
digirieron con las enzimas de restriccion antes mencionadas y se realizo la reaccion
de ligacion. Posteriormente se transformaron células competentes de E.coli con este
DNA y se seleccionaron transformante resistentes a Tc y Ap. La correcta
construccion del plasmido pEYO02 se verific6 con una doble restriccion Xbal/lEcoR1
con la cual se libera la banda de 500 pb correspondiente a la regidén reguladora de
crcZ (Datos no mostrados).

6.11 Construccion del plasmido pEY05 (pTOPOscrX-pcrcZ-gusA-
Tc).

En el curso de nuestra Tesis nos dimos cuenta que la region de la transposasa
Avin12230, que se escogid para dirigir la integracion de las fusiones
transcripcionales en el genoma de A. vinelandii, no esta conservada en la cepa AEIV
que utilizamos en el laboratorio. Por esta razén la fusion transcripcional del promotor
de crcZ con el gen reportero gusA, en la cepa AEIV, la dirigimos al locus scrX el cual
si esta conservado en nuestra cepa. Para este fin se amplific6 por PCR un
fragmento de 3.5 Kb de la region promotora y estructural del gen scrX utilizando los
oligonucledtidos scrX-F y scrX-R. Este producto se cloné en el vector pTOPO
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generando el vector pEY01. Este plasmido se utilizo de DNA molde para realizar una
reaccion de PCR inverso con el fin de eliminar un segmento de 1.7 Kb, la cual
corresponde a la region promotora de este gen y parte de su region estructural.
Posteriormente se subcloné el fragmento de 5 kb que porta el promotor de crcZ en
fusidn transcripcional con el gen reportero gusA, ademas del casete de resistencia
Tc. Este fragmento se amplifico por PCR con la enzima de alta fidelidad Phusion
(BioLabs®), utilizando como DNA molde el plasmido pEY02 y utilizando los
oligonucledtidos pJGgus-F y pJGgus-R. Estos dos productos de PCR se mezclaron
en una reaccion de ligacibn con la enzima T4 Ligase (Fermentas), para
posteriormente transformar células competentes de E.coli. Las transformantes se
seleccionaron en medios con antibiéticos (Km y Tc). Para demostrar la correcta
construccion de este vector se realiz6 una amplificacion por PCR de la region
reguladora de crcZ y un fragmento del gen gusA (Seccién de resultados, Figura
19B), al plasmido generado se le llamo pEYO05.

6.12 Construccion de los plasmidos pJGEY1y pJGEY2
(PMOSBLUECchrA::Sp con insercion Polar y No polar).

Para realizar estas construcciones se utilizé el plasmido pCN48, el cual fue digerido
con la enzima de restriccion Stul, que tiene un unico sitio de restriccion en el codon
501 del marco de lectura que codifica para la proteina CbrA. Una vez linearizado el
plasmido se le ligd un casete de resistencia a espectinomicina y se transformo en
una cepa de E. coli DH5a, se obtuvieron varias clonas a las cuales se les realizdé un
perfil de restriccidn con las enzimas Sphl y EcoRI para establecer la polaridad en la
gue se encontraba el casete de resistencia.

6.13 Construccion de los plasmidos pSRK-Gus, pSRK-crcZ, pSRK-

crc.

El plasmido pSRK-Km, es un vector que contiene un promotor inducible del tipo lacZ,
y ademas porta el gen del represor /acl por lo que puede controlarse su induccion a
diferentes concentraciones de IPTG (Khan et al., 2008). Por estas razones
decidimos probar este plasmido para nuestras sobre-expresiones, tanto de la
proteina como del sSRNA. Para tal fin se disefiaron oligonucleotidos que amplificaran
la regidn estructural de ambos genes (700 pares de bases para el sRNA CrcZ; 800
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pares de bases para la proteina Crc) y que llevan sitios de restriccion adecuados
para la clonacion en dicho vector. Por otro lado se amplificé el gen reportero gusA
(1.8 Kb), para de igual manera clonarlo bajo el promotor inducible. Cabe mencionar
que para amplificar crcZ se disefid un par de oligonicluedtidos, con los sitios de
restriccion adecuados para clonar el RNA orientado en sentido con el promotor
inducible (el delantero con sitio Sacl 'y el reverso con sitio Hindlll).

6.14 Cuantificacion de Proteina y Alginato.

Para cuantificar la produccion de alginato se usaron placas de agar Burk sacarosa;
se cosecho el tapete celular, se resuspendio en NaCl 0.85% y posteriormente se
centrifugd para separar el paquete celular del sobrenadante. Dicho sobrenadante (en
el cual esta contenido el alginato) se mezclé con 2 volumenes de isopropanol para
que el polimero precipitara y pudiera separarse por centrifugacién. Una vez obtenido
el precipitado blanco, se lavdé con etanol, se dejo secar y se resuspendidé en un
volumen adecuado de NaCl 0.85%. Posteriormente se procedié a cuantificar acidos
uronicos mediante el método de carbazol reportado por Knutson y Jeans (1968), y el
cual se describe a continuacion. Se tomé una cantidad adecuada de muestra y se
aforé a 350 ul, ésta se colocod cuidadosamente en un tubo de ensaye con 3 ml de
una solucién boratos-acido sulfurico (solucion 25 ml boratos-975 ml acido sulfurico),
se adicionaron 100 ul de carbazol (carbazol al 0.1% diluido en etanol) y se dej6
reposar en un bafio de agua a 55°C durante 30 minutos. La cuantificacion
espectrofotométrica de acidos urdnicos a 530 nm se basa en la reaccion del
carbazol luego de la hidrdlisis del polimero en acido sulfurico, la cual desarrolla un
color rosa-violeta. Paralelamente se corrio la curva de calibracion con

concentraciones de alginato de 25, 50, 100, 200, 400 y 800 ug/ml.

La cuantificacion de proteina se realiz6 en base al método reportado por Lowry et
al., (1951). La pastilla obtenida del cultivo de A. vinelandii se lavo con MgSO4 10mM
y se resuspendio en 1 ml de esta solucién. Posteriormente se tomé una cantidad
adecuada de muestra y se afor6 a 200 ul, a la cual se le afadid 1 ml de solucion
reactiva. Se dejo reposar 10 minutos para posteriormente agregar 100 ul de reactivo
de Folin (Sigma) diluido en un volumen de agua, y se dejo otra vez en reposo por 30
minutos. Por ultimo, la absorbancia se lee a 625 nm. Paralelamente se corrid la

curva de calibracién con concentraciones de albumina de 25, 50, 100, 200 y 400
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ug/ml. Las soluciones utilizadas fueron: a) Na,CO3; 2% en NaOH 0.1 N; b) Tartrato
de sodio y potasio 2%; ¢) CuSO4 1%. La solucién reactiva se preparé con 1 ml de
solucion C, mas 1 ml de soluciéon B, mas 98 ml de solucion A.

La reproducibilidad de los anteriores procedimientos fue determinada realizando la
cinética de crecimiento y las cuantificaciones de alginato de tres experimentos

separados de cada cepa en cada una de las condiciones de cultivo.

6.15 Cuantificacion dela actividad de la enzima g-Glucuronidasa.

Se prepararon las siguientes soluciones: Lisozima 10mg/mL, PNPG (P-nitrofenil-f3-
glucorénido) 4.0 mg/mL, Na,COs3 1.2 M, Triton 100x solucién al 10% V/V de tritén en
agua destilada, K;HPO4 0.5 M, KH,PO4 0.5 M, EDTA 0.25 M, DTT 0.25 M.

El buffer Z, se prepara preferentemente antes de iniciar la reaccion mezclando: 3.0
mL de K;HPO4 0.5 M, 2.0 mL de KH,PO,4 0.5 M, 0.2 mL de EDTA 0.25 My 1 mL de
DTT 0.25 M, llevando el volumen a 50 mL.

Para proceder a la cuantificacion se resuspendio el paquete celular de la muestra en
en TmL de MgSO4 10 mM, del cual se tomaron 20 uL (volumen de reaccion) este
volumen puede variar dependiendo del grado de expresién que tenga la p-
Glucuronidasa, a estos se le agregaron 710 uL del buffer Z. Al mismo tiempo se
prepard un blanco que contenia solo 730 uL de buffer Z y se proceso junto con las
demas muestras. Se les agreg6 10 uL de solucién de Lisozima y se incubaron los
tubos a 37° durante 5 minutos, pasado el tiempo se les anadié 10 ulL de la solucion
de Tritdn al 10%, posteriormente se les agreg6 100 ulL de la solucién de PNPG y es
muy importante que se cronometren exactamente 15 minutos de reaccion (tRx)
mientras se transfirieron los tubos a un bafo de agua a 28°C. Se agregd 150 uL de
Na,COs; para detener la reaccion. Finalmente se leyd la absorbancia a 405 nm
contra el blanco.

Para calcular la actividad de p-Glucuronidasa usamos la siguiente formula:

U B-Gluc = D.O. (405 nm) x 1000
(0.018)(t Rx en minutos)(Vol Rxn uL)( ug Proteina/mL)

1 U = nmoles de PNPG producidos/minuto/ug proteina
31



7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 El gen crcZ en A. vinelandii. Estudio de su regulacién

transcripcional.

7.1.1 Analisis del gen crcZ y de su regiéon reguladora en A.

vinelandii.

Como se indicé anteriormente, en A. vinelandii el sistema de dos componentes
CbrA/B ejerce un control negativo sobre la sintesis de alginato. De aqui surge la
pregunta de su mecanismo molecular de regulacion. La hipétesis del presente
trabajo es que en dicha regulacion pudiera estar involucrado el sistema de
regulacion post-transcripcional Crc/CrcZ.

Una busqueda en el genoma de A. vinelandii nos permitio identificar a un ortlogo de
CrcZ de P. aeruginosa, justo rio abajo de cbrB. La secuencia de este gen muestra
varios sitios putativos de unién a la proteina Crc (Figura 10). Este gen, llamado crcZ,
al igual que en P. aeruginosa posee las secuencias consenso de un promotor tipo

o> putativo. Ademas se identificd, mediante el programa softberry

(http://linux1.softberry.com/berry.phtml) un posible promotor o"°

que casi se
sobrepone al promotor ¢>* (Figura 9). El analisis de su regién reguladora nos
permitid identificar, ademas los sitios putativos de union tanto a CbrB como de la
proteina IHF. Recientemente Abdou y cols. (2011) establecieron un consenso de
unién para CbrB, la cual consiste en una region palindrémica conservada en varias
especies de Pseudomonas. Esto lo lograron mediante ensayos in vitro de retardo de
la movilidad electroforética (EMSA), e in vivo, mediante diversas fusiones
transcripcionales de la region promotora de crcZ. Ademas también descubrieron la

importancia de la proteina IHF para la expresion de CrcZ.

CGCGCCGCAAGTCGAGCGCTCCCAGTTCCTGAAGGACATCGGGTAACAACCGGCCGCCGA

CAGG CCCGAAAAAAGT AAACCGGGTCGGCAGGTAACCAAGGCTC o54
GGCCATCCATGTCACACAATCGACCATAAAAAATCTAAGCAACTGATTTAAAAGGAATTT 70
(8]
CAATTTCTGGCACGACATCTGCTCTTTAATTCGTACAACAACAATAACAAGACGTACCAC Union IHE
nion

Figura 9. Secuencia nucleotidica de la region reguladora del gen crcZ. Las secuencias consenso de
unién a Crc se encuentran indicadas. El sitio probable de inicio de la transcipcién se indica con una

flecha. Las predicciondes de las cajas -12 y -24 del promotor o™ estan marcadas en rojo, mietras que
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las cajas -10 y -35 del promotor o'° estar marcadas en azul, las secuencias putativas de union a CbrB

estan marcadas en lila por ultimo la secuencia de unién de IHF se encuentra subrayada.

sRNA CrcZ

1 2 Figura 10. Secuencia de la regién
CGTACAACAACAATAACAAGACGTACCACCCACAATAAGAACGACGACACGACTCC  gstryctural del sRNA CrcZ, se

3 encuentran marcados del 1 al 6 los
AGCCTAACAAGAACAACGACGCGGAGACGGAGCCAACCGATTTTTTTGGAGTAGGC

" posibles sitios de union a la

GCATGCCCGCCGGGCGAAGCCCGCAGCCAGACCGAGAACAACAAAACTGCCACGA proteina Crc.
AGCAGCACCCGAACTGGTAGGTCCGCAGGACCCTAGGCAATATCTGCAACCAAAGA

AATCCGTTTGCTATTGGCTCCCCATTGGGGGCCATCCCGGAGCCAAGGAGCCAACCG

5 6
GGACGGGCGCACAACAAGAACAACAAGCCCGGAGCAGAACAAGAACAACGCACG

De manera similar, es decir, mediante analisis in silico de la region estructural de
crcZ, pudimos establecer 6 sitos, los cuales son muy parecidos a la secuencia
consenso de union a la proteina Crc (AA(C/U)AA(C/U)AA) (Rojo 2010) (Figura 10).

Una vez que identificamos los sitios consenso para Crc en el sRNA CrcZ, nos
preguntamos si realmente estos serian accesibles para la union con la proteina Crc
por esta razén utilizamos el programa llamado MFOLD
(http://mfold.rna.albany.edu/?q=mfold), el cual es utilizado para predecir estructuras
secundarias que podrian formarse en un RNA. La estructura de nuestro sRNA que
de acuerdo al software presenta una mayor estabilidad se presenta en la Figura 11.
Como se puede observar 5 de los 6 sitios putativos de union a Crc se encuentran en
una estructura de “asa”, lo que los hace mas accesibles a la unién con la proteina;,
aunque el sitio 2 no aparece dentro de una estructura de “asa”, pero podria estar
accesible a la unién de Crc pues tampoco se encuentra en una estructura de tallo.
Por otro lado, cabe mencionar que el uso de este software no asegura que en
alguna determinada condicion este sSRNA se estructure de una forma diferente; sin
embargo, nos proporciona una idea de la estructuracidon que tendria CrcZ y los sitios

putativos de unién que tiene para Crc.
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Figura 11. Estructura de CrcZ propuesta mediante el uso del programa MFOLD. Resaltados con
lineas azules y numerados del 1 al 6 (en el mismo orden que la figura 15), se muestras los posibles

sitios de unién a Crc.

7.1.2 Ensayo de extension del iniciador del gen crcZ.

Con el fin de investigar el inicio de la transcripcion de crcZ decidimos realizar un
ensayo de extension del iniciador utilizando RNA extraido de la cepa silvestre AEIV y
de la mutante GG15 (Figura 12).
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A
GCCGACAGGCTGTTACCCCCGAAAAAAGTGGTAACAGAAACCGGGTCGGCAG

GTAACCAAGGCTCGGCCATCCATGTCACACAATCGACCATAAAAAATGCAACTGA
Inicio Predicho
TTTAAAAGGAATTTCAATTTCTGGCACGACATCTGCTCTTTAATTCGTACAACAAC
oligonucleotido
AATAACAAGACGTACCACCCACAATAAGAACGACGACACGACTCCAGCCTAACA
CrcZ-R-Prim2

AGAACAACGACGCGGAGACG
B GG15 AEIV GATC
- /\
- ;
.' !
- C G
- » G

‘ - T
! ':_\é

Figura 12. Ensayo de extension del iniciador del gen crcZ en las cepas GG15 y AEIV. A) Secuencia
nucleotidica de la regién reguladora de crcZ.La flecha indica el sitio de inicio de la transcripcion. La
secuencia consenso para los posibles promotores o (en rojo) y o (en azul) se encuentran
indicados, al igual que la posible secuencia de unidn al activador transcripcional CbrB (verde). La
secuencia complementaria de donde se disefid el oligonucleétido usado en el ensayo esta subrayada.
B) Autorradiografia del ensayo de extensién del iniciador del gen crcZ para identificar el sitio de inicio

de la transcripcion en las cepas AEIV y GG15.

En la cepa silvestre AEIV crcZ se transcribe a partir del promotor o>t previamente
identificado y existe otro inicio de transcripcion a 4 nt de éste y que muy
probablemente corresponda al promotor ¢’°. Como era de esperarse en la cepa

54

GG15 desaparece el inicio de transcripcién dependiente de ¢** mas no el de ¢"°

(Figura 12B).

7.2 Efecto del Sistema CbrA/CbrB sobre la transcripcion del sRNA
crcZ.

Uno de los objetivos de este proyecto es investigar si el TCS CbrA/B controla la
expresion de crcZ y si dicha expresion esta afectada en la mutante cbrA::TnS. Para

35



lograr este objetivo construimos fusiones transcripcionales de crcZ con el gen
reportero gusA en el cromosoma y evaluamos la actividad de [3-glucuronidasa en el
fondo de la cepa silvestre y en la mutante cbrA". Sin embargo el mTnS de la cepa
cbrA::Tn5 porta el gen gusA por lo que surgio, en primer lugar, la necesidad de
construir una mutante en el gen cbrA por insercion de un casete de resistencia a
espectinomicina (Sp). La construccion de esta mutante se describe en la siguiente

seccion.

7.2.1 Construccion de mutantes cbrA::Sp polar y no polar.

Para lograr la construccion de mutantes cbrA::Sp, se procedio a interrumpir el gen
cbrA con el casete de Sp en un sitio Unico Stul situado en el codon 501 del marco de
lectura que codifica para la proteina CbrA, a partir del plasmido pCN48, tal y como
se describe en Materiales y Métodos. Por medio de un patron de restriccidn con las
enzimas Sphl'y EcoRI (Figura 13 B) se definid la orientacion del casete de Sp como
insercion polar (en sentido opuesto a la transcripcién de cbrA) o no polar (en el
mismo sentido de la transcripcidon del gen cbrA,). Los plasmidos resultantes se
denominaron pJGEY1 y pJGEY2 respectivamente, los cuales se encuentran

representados en la Figura 13 A.

A Locus silvestre (plasmido pCN48)

Sphi Sii’” Slt“' EcoRl
0.6 Kb cbrA
cbrA::Sp POLAR

Sph Spiﬂ sp Spl hi EcoR1

0.6 Kb

2.4 Kb L8 kb

cbrA::Sp NO POLAR
Sphl Sphl

l Sp EcoR1
—L — L

3.4 Kb

Figura 13. Construccion de los plasmidos pGJEY1 y
pGJEY2. A) Mapa de restriccion de los plasmidos pGJEY1
y pGJEY2; se indica el tamafio de las bandas esperadas.
B) electroforesis de DNA en gel de agarosa donde se

muestra el patréon de restriccion de los plasmidos pGJEY1
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(carril 1) con insercién polar y pGJEY2 (carril 2) con inserciéon no polar. digeridos con las enzimas
Sphl'y EcoRI.

Una vez obtenidos los plasmidos éstos se linearizaron con la enzima EcoRI después
de lo cual se transformaron células competentes de la cepa AEIV, seleccionando
transformantes Sp'.

En una primera ronda de transformacion se obtuvieron candidatas cbrA::Sp, pero,
contrario a lo esperado, su fenotipo no era de sobre-produccion de alginato. Al
amplificar por PCR el alelo cbrA, utilizando los oligonucledétidos cbrA-F y cbrA-R,
pudimos constatar que dichas candidatas aun tenian copias silvestres del gen cbrA
(se debe recordar que A. vinelandii es poliploide) (datos no mostrados). A raiz de
esto se tratd de segregar el alelo mutante resembrando estas cepas en cultivos con
concentraciones crecientes de espectinomicina (Sp2oo ¥ Spsoo); después de 6
resiembras sucesivas en estas concentraciones del antibiético pudimos observar
que las candidatas mostraban el fenotipo mucoide caracteristico de la mutante
cbrA::Tn5 (GG15). Sin embargo, al extraer nuevamente DNA cromosomal seguia
presentando bandas silvestres aunque en menor cantidad (Figura 14 ).

1 2 3 B 5 6 7

3Khb == <€«— 2.8Kb

25Kb =™

0.5 Kb == €— 0.5Kb

Figura 14. Electroforesis de DNA en gel de agarosa de los productos de PCR del alelo cbrA
(fragmento de 2.8 kb) a partir de DNA cromosomal de las candidatas cbrA::Sp polar (carril 2) y no
polar (carril 4), y de la cepa silvestre AEIV (carril 6). Como control positivo de la reaccién de PCR se
amplificé un fragmento del gen rpoS (0.5 kb) a partir de DNA cromosomal de la cepa cbrA::Sp polar
(carril 3) y no polar (carril 5), y en la cepa silvestre AEIV (carril 7). Carril 1, Marcador de Peso
Molecular de DNA (Fermentas).

Por otro lado, decidimos realizar una hibridacion tipo Southern para tratar de estimar
la cantidad de alelos silvestres contenidas en esas candidatas en relacion con el
alelo mutado. Para lograr este objetivo digerimos DNA cromosomal de las
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candidatas cbrA::Sp polar y no polar con la enzima de restriccidon Sphl, la cual nos
permitiria distinguir un patron de bandeo de los alelos mutantes de los silvestres.

3.7 Kb —
Sonda Marcada

<« 3.7Kb

Figura 15. A. Mapa de restriccion del locus cbrA de A. vinelandii. B. Autorradiografia de la
hibridacién tipo Southern del DNA cromosomal la cepa silvestre (carril 3) y de las mutantes cbrA::Sp
polar (carril 2) y no polar (carril 1) digeridos con la enzima Sphl y utilizando como probador un

fragmento del gen cbrA.

En este ensayo de hibridacion tipo Southern utilizamos como sonda un fragmento
interno del gen cbrA. Como se puede ver en la Figura 15 no pudimos detectar
bandas silvestres del gen cbrA en las candidatas cbrA::Sp polar ni en la no polar
(Figura 15). Sin embargo, aun no sabemos el porqué obtuvimos bandas de mayor
tamafo en ambas mutantes. Cabe mencionar que este experimento fue repetido dos
ocasiones obteniendo el mismo patrén de bandeo. Por otro lado este resultado
contrasta con lo obtenido mediante la amplificacion por PCR del alelo silvestre cbrA
e indica que la hibridacion tipo Southern es un método menos sensible para la
deteccion de fragmentos cromosomales en A. vinelandii. Asimismo es importante
aclarar que esta reaccion de PCR fue repetida en tres ocasiones diferentes, usando
concentraciones iguales de DNA templado (200 ng) para las tres cepas (cbrA polar,
cbrA no polar y silvestre), ademas de un control negativo (reaccién sin DNA), el cual

nos ayudo a descartar los falsos positivos que pudieran ocurrir.

En vista de que inicialmente no podiamos obtener el fenotipo de sobre-produccion
de alginato en las candidatas cbrA::Sp, simultaneamente decidimos re-construir la

mutacion cbrA::Tn5, a partir de un plasmido que porta la mutacion cbrA::Tn5, y
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verificar el efecto negativo de la cinasa histidinica CbrA sobre la produccién de
alginato. Esta construccion se describe en la siguiente seccion.

7.2.2 Reconstruccion de la mutante cbrA::Tn5 con el plasmido
pGG15.

Para reconstruir la mutante cbrA::Tn5 y proporcionar mas evidencias del efecto de
CbrA sobre la sintesis de alginato, se transformé el plasmido pGG15 previamente
linearizado con la enzima Xhol, a la cepa AEIV para después seleccionar
transformantes Sp" en placas de medio BS. Cabe mencionar que el plasmido
pGG15, lleva clonado un fragmento Pst/ cromosomal de la mutante GG15 en donde
se localiza el mTn5, flanqueado por 1 Kb de cbrA rio arriba y 2 Kb rio abajo. Las
candidatas obtenidas de esta transformacion las llamamos GG15-R y presentaron el
mismo fenotipo hiper-mucoide que la GG15, lo cual nos indicé que efectivamente la
mutacion en cbrA es la responsable de la sobreproduccion de alginato en esta cepa.
Para comprobar que estas candidatas no presentaran alelos silvestres, se realizd
una amplificacién por PCR del gen cbrA a partir de DNA cromosomal, (Figura 16) sin

qgue se detectaran alelos silvestres.

GG15-R GG15-R
Clona1 Clona2 C+

3Kb
2.5Kb 280
500pb
500pb

Figura 16. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR del gen cbrA (2.8 kb) a partir de
DNA cromosomal de la cepa GG15-R clona 1, GG15R clona 2 y de la cepa silvestre AEIV (C+). Como

control de la reaccion de PCR se amplifico un fragmento del gen rpoS (0.5 kb).

Una vez obtenidas estas mutantes (cbrA::SpP, cbrA::SpNP y GG15R) se procedio a
la cuantificacion de alginato para verificar el efecto de las mutaciones sobre la

sintesis de este polimero. La cuantificacion se realizd por triplicado a partir de
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cultivos desarrollados en placas de medio Burk-Sacarosa crecidas durante 48 hr; los

resultados se muestran en la Figura 17.
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Figura 17. Cuantificacién de alginato en placas de BS a las 48 hr de cultivo en distintas cepas de A.
vinelandii: mutante GG15, mutante GG15 reconstruida (GG15-R), mutante cbrA::Sp con insercién

polar (cbrA P), mutante cbrA::Sp con insercion no polar (cbrA NP) y la cepa silvestre AEIV (WT).

Como se muestra en la Figura 17 todas las mutantes exhiben un aumento muy claro
en la produccion especifica de alginato con respecto a la cepa silvestre AEIV. Sin
embargo el maximo aumento fue para las mutantes GG15 y GG15R las cuales
exhiben niveles de produccion de alginato muy similares, mientras que en las
mutantes cbrA::Sp polar (cbrAP) y cbrA::Sp no polar (cbrANP) dicho aumento fue
menor. Estas diferencias pueden ser debidas al hecho de que las mutantes GG15 y
GG15R no poseen copias silvestres del gen cbrA mientras que las mutantes
cbrA::Sp polar y cbrA::Sp no polar todavian poseen copias silvestres de este gen, tal
y como se indica en parrafos anteriores. Estos resultados nos indican que,
efectivamente, en ausencia de la cinasa histidinica CbrA hay un aumento en la
produccion de alginato. Por otro lado, los resultados tambien sugieren que una
insercion polar en el gen cbrA posee un efecto mas marcado sobre la sintesis de
alginato lo que indica que el efecto polar sobre genes rio abajo de cbrA tambien
contribuye al fenotipo de sobre-produccién de alginato (este efecto polar sobre el
gen cbrB, localizado rio abajo de cbrA se investigo y los resultados se indican en la

seccion 6.8).
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7.3 Construccion de una fusion transcripcional pcrcZ-gusA en el
cromosoma de la cepa silvestre AEIV y en su derivada cbrA::Sp P.

Se decididé construir la fusidén transcripcional en el cromosoma de A. vinelandii en el
locus del gen scrX. El gen scrX (Avin51780) se encuentra rio abajo del operdn
ScrRBYP para la asimilacion de sacarosa. Previamente se report6 que la proteina
ScrX no es necesaria para el crecimiento vegetativo, ni aun con sacarosa como
fuente de carbono pues la mutante scrX no muestra ningun fenotipo aparente
(Jonhson et al., 2006). Este gen, junto con la region aledafia se amplificé por PCR
utilizando los oligonucleétidos scrX-F y scrX-R 'y se cloné generando el vector
pEY01. Cabe mencionar que esta misma regién se pudo amplificar a partir de DNA
cromosomal de las cepas AEIV, ATCC906, UW136 y ATCC12518, lo que indica que
esta region esta conservada en A. vinelandii (datos no mostrados). Tal y como se
describe en Materiales y Métodos se construyo el plasmido pEYO05, reemplazando la
region reguladora y parte de la region estructural de scrX con un fragmento de DNA
que porta la fusion pcrcZ-gusA Tc' (Figura 18A). Para verificar la correcta
construccion de este vector se realiz6 una amplificaciéon por PCR del promotor de
crcZ y parte del gen gusA contenidos en el plasmido, utilizando los oligonucleotidos
UcrcZ-F2 y gusAR1 a partir de ADN plasmidico de tres clonas. A una de ellas se le

llamo pEYO0S y se selecciono para trabajos posteriores(Figura 18B).
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Figura 18. A. Representacion esquematica del locus scrX 'y la construccién de la fusion transcripcional
pcrcZ-gusA. B. Electroforesis en gel de agarosa del producto de PCR del arreglo pcrcZ-gusA (1.3 kb)

de tres clonas con el plasmido pEY05 (carriles 2 - 4). Marcador de peso molecular (carril 1)
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U B-Glucuronidasa

Posteriormente el plasmido pEY05 se linearizé con la enzima de restriccion Xhol
para transformar células competentes de A. vinelandii, tanto de la cepa silvestre
AEIV como de la cepa mutante cbrA::Sp polar y se seleccionaron transformantes
Tc', a las que se les llamd AE-Zgus y cbrA-Zgus, respectivamente. Para comprobar
que la fusion transcripcional se encontraba cointegrada al cromosoma se amplificd
por PCR un fragmento de 700 pb el gen gusA a partir de DNA cromosomal de estas

cepas usando los oligonucledtidos gusAF1 y gusAR1 (Figura 19).

Figura 19. Electroforesis en gel de agarosa del producto de
TKb —— PCR del gen gusA 0.75 kb) a partir de DNA cromosomal de las
- cepas AE-ZGus (carril 1) y cbrA-ZGus (carril 2).
0.7 Kb ——

7.4 Estudio del efecto de la Cinasa Histidinica CbrA sobre Ia
transcripciéon del sRNA CrcZ.

Para poder comparar la expresion del promotor de crcZ tanto en la cepa mutante
cbrA::Tn5 como en la cepa silvestre, decidimos realizar una cinética de la expresion
de R-glucuronidasa a lo largo de la curva de crecimiento. Ambas cepas se crecieron
por triplicado en medio minimo Burk por 48 hr , los resultados de la cinética de

expresion de R-glucuronidasa y por ende de CrcZ se muestra en la Figura 20.
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Como observamos en la grafica de la Figura 20 la actividad del promotor de crcZ en
la cepa silvestre AEIV muestra un incremento lineal durante las primeras 16 hrs de
cultivo (fase exponencial), alcanzando un maximo a las 24 hr. Mientras tanto, en la
mutante cbrA-ZGus dicha expresidén se encuentra casi totalmente abatida a todo lo
largo de la curva de crecimiento. Estos resultados concuerdan con el ensayo de
Extension del iniciador en donde la expresion de crcZ, a partir del promotor
dependiente de o® desaparace en la mutante chrA. Asi mismo estos datos indican
de manera clara que la transcripcion de crcZ se encuentra bajo la regulacién del
sistema de dos componentes CbrA/CbrB. En este contexto podemos proponer que
CbrA se requiere para fosforilar al regulador de respuesta CbrB, el cual activa la

transcripcion del gen crcZ a partir del promotor o,

7.5 El genoma de A. vinelandii posee un paralogo de CrcZ
denominado CrcX.

El analisis de la secuencia del genoma de A. vinelandii revel6 la existencia de un
gen paralogo a crcZ al que hemos denominado crcX. crcX se localiza rio abajo de un
gen que codifica una proteina hipotética (Avin04790). CrcX comparte un 67% de
identidad con CrcZ de A. vinelandii y un 73% de identidad con CrcZ de P.
aeruginosa (Figura 21). De igual manera, recientemente se identificé en P. putida un
segundo sRNA paralogo a crcZ (crcY) también con la capacidad de contrarrestar la
actividad de la proteina Crc. Sin embargo, la expresién de este segundo sRNA no es
directamente dependiente del sistema de dos componentes CbrA/CbrB y su region
reguladora carece de sitios de unidén a la proteina CbrB (Moreno et al., 2011).De
igual manera, en A. vinelandii el analisis in silico de la region reguladora de crcX no
muestra sitios putativos de unién a CbrB, ni tampoco un promotor del tipo ¢°*, lo que
sugiere que la expresion de este sRNA no es dependiente del sistema de dos
componentes CbrA/CbrB.
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Figura 21. alineamiento de la regién correspondiente a crcZ en P. aeruginosa (crcZPa), y crcZy

crcX en A. vinelandii.

7.6 Construccién de mutantes por insercion en los genes crcy crcZ

para evaluar su efecto sobre la produccién de alginato.

Una vez que establecimos que el TCS CbrA/B regula la expresion del gen crcZ nos
propusimos investigar si el sistema de regulacién post-transcripcional Crc/CrcZ en A.
vinelandii controla la sintesis de alginato. Para este fin decidimos tratar de construir
mutantes crc” y crcZ de A. vinelandii derivadas de la cepa silvestre AEIV y evaluar el

efecto de estas mutaciones sobre la sintesis de alginato.

7.6.1 Construccion de la mutante en crcZ.

Para construir una mutante en crcZ se amplificé por PCR un fragmento de 1800 pb
el cual contenia al gen crcZ, 700 pb rio arriba y 700 pb rio abajo de este. Una vez
clonado en el vector pTOPO TA se confirmé la ligacion de este fragmento mediante
PCR, generando el plasmido pTOPOcrcZ. Este plasmido se utilizé como DNA molde
para eliminar el gen crcZ (400 nucleotidos) mediante PCR inverso, utilizando los
oligonucledtidos UcrcZ-R y DcrcZ-F, y clonar en su lugar un casete de Gm escindido
con la enzima Smal a partir del plasmido pBSL98 (Alexeyev et al., 1995). Al
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plasmido resultante, Gm', se le denominé pEY04 y la construcciéon crcZ::Gm se
confirmé mediante PCR utilizando los oligonucledtidos UcrcZF2 y DcrcZR,
amplificando una banda de 2.4 kb, que era el tamafo final del inserto en dicho

plasmido (Figura 22).
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Figura 22. Construccion del plasmido pEY04 (AcrcZ::Gm) A. Representacion esquematica del locus
crcZ en los plasmidos pTOPOcrcZ y pEY04. B. Electroforesis en gel de los productos de PCR para
amplificar la construcciéon AcrcZ::Gm de 2.4 kb del plasmido pEYQ04(Carril 1) y el fragmento crcZ
silvestre de 1.8 kb a partir del plasmido pTOPOcrcZ (Carril 2). Marcador de peso molecular, Carril 3.

Con el plasmido pEY04 (AcrcZ::Gm), previamente linearizado con la enzima Xhol, se
transformaron células competentes de la cepa AEIV; sin embargo, no se lograron
obtener transformantes Gm', lo cual sugiere un papel esencial de CrcZ en el
crecimiento vegetativo de A. vinelandii. Este experimento se realizd6 en minimo tres
ocasiones utilizando distintas fuentes de carbono, como sacarosa, glucosa, acetato
ademas de amonio, sin que se haya logrado obtener transformantes. A pesar de que
los resultados sugieren fuertemente que crcZ es esencial en el metabolismo de A.
vinelandii, es necesario comprobarlo experimentalmente, lo cual podria hacerse
expresando el sSRNA bajo un promotor inducible e independiente, a la vez que se
eliminen las copias silvestres del cromosoma. De esta manera si la cepa crece solo

en condiciones de induccidn se comprobaria la esencialidad de este sRNA.
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7.6.2 Construccion de la mutante en crc.

Como se indicé en Materiales y Métodos, en el laboratorio ya se contaba con un
plasmido que porta la construccidn crc::Km. Este plasmido se linearizé con la enzima
Xbal y se procedio a transformar células competentes de la cepa AEIV en un minimo
de tres ocasiones. Durante estos intentos se utilizaron diversos medios de seleccion
(Burk Sacarosa , Burk Glucosa, BS NH4, BS acetato, BS y BG con 32mM de MgCl,
PY Sacarosa) y en ninguna de ellas se obtuvieron transformantes. Este resultado
sugiere fuertemente que, al igual que crcZ, el gen crc es esencial para el crecimiento
vegetativo de A. vinelandii. Cabe mencionar que otras proteinas como Crc, las
cuales bloquean la traduccion de mensajeros, también han resultado ser esenciales
para el metabolismo celular; tal es el caso de la proteina CsrA en E. coli, de la cual
no se han logrado obtener mutantes nulas. Sin embargo, se ha abundado en el
estudio de la cascada de regulacion bajo el control de esta proteina gracias a una
mutacion “parcial” en ella (Romeo, 1998). Es por las razones antes mencionadas por
las cuales proponemos la esencialidad de Crc en el metabolismo de A. vinelandii, ya
que al ser un regulador global sobre la asimilacion de fuentes de carbono, es muy
probable que su inactivacion cause una gran inestabilidad metabdlica a la cual la
bacteria no puede sobreponerse. Sin embargo, aun hace falta comprobar
experimentalmente esta propuesta, evaluando, por ejemplo, el fenotipo de una
mutante parcial en Crc, ya sea haciendo mutaciones puntuales en el sitio de unién al

MRNA, o mediante una insercion hacia el extremo amino 6 carboxilo terminal.

7.7 Sobreexpresion de los genes crc o crcZ y su efecto sobre la
produccién de alginato.

Debido a que no fue posible construir mutantes en los genes crc y crcZ de A.
vinelandii abordamos la estrategia de sobre-expresar estos genes con el propoésito
de evaluar su efecto sobre la sintesis de alginato. Se utilizé el vector llamado pSRK-
Km (Khan et al., 2008) que posee un promotor /acZ inducible en presencia de IPTG.
Sin embargo cabe aclarar que este vector no habia sido probado anteriormente en

A. vinelandii por lo que antes que nada procedimos a evaluar su funcionamiento.
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7.7.1 Expresion controlada en trans de gusA en el vector pSRK
(Km") en el fondo de la cepa AEIV.

Como ya habiamos mencionado anteriormente decidimos probar este vector con
promotor inducible en A. vinelandii, el cual a diferencia de otros vectores de este
tipo, contiene el gen que codifica para el represor Lacl, lo cual es muy importante en
nuestro caso debido a que el genoma de Azotobacter carece este represor.
Enseguida clonamos el gen reportero gusA como un fragmento Pvull-Sacl, obtenido
del plasmido pCN154 en los sitios Smal y Sacl del vector pSKR-Km bajo el promotor
inducible con IPTG. Al plasmido resultante se le llam6 pSRK-Gus y lo conjugamos a
la cepa silvestre AEIV. La cepa transconjugante AEIV/pSRK-Gus se cultivd en
placas de medio BS en presencia de cantidades crecientes de IPTG para evaluar si,
efectivamente, el promotor inducible era funcional en A. vinelandii. Como se puede
apreciar en la Figura 23, la cepa AEIV/pSRK-Gus solo muestra actividad de 13-
glucuronidasa en presencia de IPTG lo que indica que el promotor en el plasmido
pSRK-Km se encuentra apagado en ausencia del inductor.

100 uM IPTG 250 uM IPTG

Figura 23. Cepa AEIV/pSRK-Gus en medio
minimo Burk Sacarosa con diferentes

concentraciones de IPTG.

Sin embargo, era necesario saber el nivel de induccion que se presentaba el gen
gusA a diferentes concentraciones de IPGT. Para ello realizamos una cinética de
actividad de R-glucuronidasa a lo largo de un cultivo en medio liquido y a diferentes
concentraciones de inductor (0, 100, 250 y 500 uM) (Figura 24).
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Figura 24. Cuantificacion de la actividad de la g-Glucuronidasa en la cepa AEIV/pSRK-Gus.

Los resultados de la Figura 24 indican que a concentraciones crecientes de IPTG la
induccion del gen reportero aumenta a razén de 2 a 8 veces (dependiendo de la
concentracion), lo que nos indica que la expresion del gen clonado bajo este

promotor puede ser inducida.

7.7.2 Expresion de CrcZ en el vector pSRK (Km") en el fondo de la

mutante cbrA::Sp polar.

Como se indico anteriormente los resultados de expresion de crcZ revelaron que la
transcripcion de este gen se encuentra disminuida en la mutante cbrA. Para
investigar si ésta era la razon de la sobre-produccion de alginato, decidimos
expresar el SRNA CrcZ en el fondo de la mutante cbrA::Sp polar. Nuestra hipotesis
era que al aumentar los niveles de transcripcion de CrcZ en la cepa mutante (los
cuales comprobamos mediante las fusiones transcripcionales que se encuentra
disminuidos), la sintesis de alginato se restauraria a niveles silvestres. Para este fin
se construyo el plasmido pSRK-crcZ tal y como se describe en Materiales y Métodos
y se conjugo a la cepa cbrA::Sp polar. Las transconjugantes fueron crecidas en
medio BS sdlido por 48 hrs como en los experimentos anteriores, se crecio la cepa
cbrA::Sp P/pSRK-crcZ en medio Burk Sacarosa con diferentes concentraciones de
inductor (0, 100, 250, 500uM y 1 mM), donde observamos si el fenotipo que
presentaba dicha cepa cambiaba (disminuia la sintesis de alginato) con diferentes

concentraciones de inductor. Posteriormente cuantificamos la produccion especifica
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de alginato de esta cepa a las 18 hr de crecimiento y a la mayor concentracion de
inductor (1mM). Como puede observarse en la Figura 25, la expresion en trans del
gen crcZ en el fondo de la cepa cbrA no redujo la produccién especifica de alginato,
lo que sugiere que CbrA ejerce el efecto negativo por una via independiente a CrcZ.
Sin embargo existe aun la posibilidad de que los niveles de expresion de CrcZ a
partir del vector pRSK/crcZ, en el fondo de la mutante cbrA::Sp, sean insuficientes
para alcanzar los niveles silvestres y poder evaluar de manera concluyente el efecto

de CrcZ sobre la sintesis de alginato.

1000

=t

llcbra:Sp P

B cbra/pSRK-Vac

D cbrA/pSRK-cre2

ug Alginato/mg Proteina
e
=

Figura 25. Produccion especifica de alginato en la cepa cbrA::Sp polar/pSRK-Km. Cepa chrA::Sp

polar/pSRK-crcZ en medio minimo Burk Glucosa con diferentes concentraciones de IPTG.

7.7.3 Sobreexpresion de Crc en el vector pSRK (Km') en el fondo de
la AEIV.

El gen crc fue clonado en el vector pSRK-Km tal como se describe en Materiales y
Métodos, generando el vector pSRK-crc. Este plasmido fue conjugado a la cepa
silvestre AEIV y se indujo con 1mM de IPTG. El efecto de esta induccion sobre la
sintesis de alginato se evalu6 en placas de medio BS a las 18 hr de crecimiento. De
acuerdo a nuestra hipotesis, un aumento en la concentracion intracelular de la
proteina Crc pudiera ser la razén del aumento en la sintesis de alginato en la cepa
GG15. De esta manera esperariamos que el incremento de la actividad de Crc,
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debida a la expresion en frans, en el fondo genético de la cepa silvestre AEIV

incrementaria la produccién de alginato.

180
160

140

-
e
o

HAE Wt

8

B AE/pSRK

&

O AE/pSRK-crc

ug Alginato/mg Proteina
z

40

20

Figura 26. Produccion especifica de alginato en la cepa AEIV/pRSK-Km y AEIV/pRSK-crc en medio

minimo Burk Sacarosa con 1 mM de IPTG a las 24 hrs de crecimiento.

Después de permitir que la cepa creciera durante 18 horas se cuantifico la
produccion especifica de alginato. Como se puede observar en la Figura 26, no
detectamos diferencias significativas entre la cepa con el vector vacio y la que

sobre-expresa Crc.

Para investigar si la proteina Crc verdaderamente se estuviera sobre-expresando a
niveles lo suficientemente altos como para superar la actividad antagénica del sRNA
CrcZ, crecimos esta misma cepa en medio Burk con glucosa como unica fuente de
carbono en presencia de 1 mM de IPTG. En el laboratorio tenemos evidencias que
indican que la proteina Crc bloquea la utilizacion de glucosa muy probablemente al
impedir la traduccién del transportador de glucosa, llamado GIuP. Es por esto que la
mutante cbrA no puede utilizar glucosa en el crecimiento diauxico glucosa-acetato
(Hernandez, 2010). En concordancia con este antecedente la cepa AEIV/pSRK-crc
mostré una inhibicidn del crecimiento en glucosa a las 18 horas de la incubacion

(Figura 27), lo cual nos indica que hay una expresién suficiente de Crc como para
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superar la actividad antagénica de CrcZ y bloquear la asimilacién de glucosa como
unica fuente de carbono. Sin embargo este fenotipo se pierde después de las 24
horas de crecimiento, muy probablemente debido a que en cultivos tardios la
expresion de CrcZ aumenta (ver Figura 20), secuestrando a Crc y disminuyendo asi

su actividad.

Colectivamente estos resultados nos llevan a proponer que Crc no media el efecto

negativo que ejerce CbrA sobre la sintesis de alginato en A. vinelandii.

0IPTG 1mM IPTG

Figura 27. Cepa AEIV/pSRK-crc en medio minimo Burk Glucosa con diferentes concentraciones de

IPTG alas 18 horas de crecimiento.

7.7.4 Expresion de Crc en el vector pBBRIMCS-2 (Km') en el fondo
de la AEIV.

El vector pBBRIMCS-2 se ha utilizado de manera rutinaria en nuestro laboratorio
para la clonacion y expresion en frans de genes para propositos de
complementacidon génica en A. vinelandii. La expresion de los genes clonados en
este vector es constitutiva. Por tal razén construimos un vector derivado del
pBBRIMCS-2 que porta el gen crc bajo su propio promotor; a este vector se le llamo
pEY06. Se comprobd, mediante patrén de restriccion que este vector portase el

inserto correcto de 1.2 kb (Figura 28).

1 2

p Figura 28. Electroforesis en gel de agarosa que muestra la digestion

del plasmido pEY06 con las enzimas Hindlll y Sacl con la cual se
libera la banda de 1.2 kb del gen crc (Carril 2). Carril 1, . Marcador

de peso molecular.
1Kb

800pb
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Después de comprobar la clonacidn, se conjugd este vector a la cepa AEIV.

Posteriormente se determind la produccion especifica de alginato.

La cuantificacion de alginato se realizé a partir de cultivos desarrollados en placas
de medio Burk sacarosa crecidas 48 hr. Las cepas de las cuales cuantificamos
alginato fueron: la cepa silvestre AEIV, la cepa AEIV con el vector vacio y la cepa
AEIV con el plasmido que porta el gen crc, expresado bajo su propio promotor. En la
Figura 29 se muestra la comparacion de la produccion de alginato de las tres cepas

antes mencionadas.
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Figura 29. Cuantificacion de alginato de la cepa que sobreexpresa crc: AEIV silvestre (AEIV WT),

AEIV con el vector vacio ( AEIV Vec/Vac) y la cepa AEIV que sobreexpresa la proteina crc (crc+)

Aun cuando la cepa que sobre-expresa Crc produce 30% mas alginato que la cepa
que contiene el vector vacio (138 vs 100 pg alginato/mg de proteina,
respectivamente), este aumento en la produccion no es significativo cuando se
compara con el exhibido por la cepa GG15 (620 ug alginato/mg de proteina). Por
estas razones podemos concluir que un aumento en la actividad de Crc no es la
causa del incremento en la produccion de alginato en la mutante GG15 cbrA como lo

planteabamos originalmente en la hipotesis.

Para corroborar que la proteina se estuviera sobreexpresando en el fondo de la
AEIV, la crecimos en glucosa como unica fuente de carbono, en donde observamos
que la cepa que sobreexpresa Crc es incapaz de crecer (datos no mostrados), lo
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que indica que, efectivamente, dicha proteina se esta sobreexpresando. Sin
embargo, el fenotipo de no crecimiento en glucosa de esta cepa es muy inestable,
ya que a la segunda o tercera resiembra ya es capaz de crecer en glucosa; no
sabemos si esto es debido a que la sobreexpresidon de Crc causa una gran
inestabilidad en el metabolismo celular y tal vez para compensar este incremento se

sobre-exprese el SRNA regulador CrcZ.

7.8 Analisis del arreglo transcripcional y de la expresién del gen
cbrB.

El gen cbrB se localiza rio abajo de cbrA (Figura 30). Para investigar si CbrA y CbrB
forman un operon, tratamos de amplificar la region intergénica cbrA-cbrB a partir de
MmRNA de la cepa silvestre AEIV mediante ensayos de reverso transcripcion
seguidos de PCR (RT-PCR) utilizando los oligonucleétidos cbrA/B-F y cbrA_Comp_R.
El fragmento amplficado de 500 pb abarca una regién del final de cbrA y del inicio
de cbrB (Figura 30). Paralelo a esto decidimos usar otro par de oligonucleo6tidos de
los cuales ya se habia comprobado amplificaban una regién cotranscrita (eda-zwf)
como control positivo, tanto de la sintesis de cDNA, como de la reaccion de PCR
final (Garcia, 2012) . Cabe mencionar que se realiz6 un control sobre el RNA para
asegurarnos que este ya no contuviera DNA que pudiera ocasionar falsos positivos

en nuestra reaccion de RT-PCR (datos no mostrados).

1 CCTCAARTCTC TGCGATCCCG GCCACTGCGT GGTCGGCGAC CCTCAGCGGC TGGTGCAGGT
61 ACTGGTCAAC CTGCTTTCCA ACGCCCGCGA CGCCTCCCCT CCCGGCGGAG TCATCCGCGT
121 GCGCAGCGAG GCCGTGGAAC AGAGCATCGA CCTGATCGTC GAGGATGAGG GCAGCGGCAT
181 CCCCAAGGCC ATCGCCGGCC GTCTGTTCGA CCCCTTCTTC ACCACCAARGG ACCCAGGCAA
-35 -10
241 GGGGACCGGC CTCGGCCTCG CACTGGTCTA TTCGATCGTG GAAGAGCATT ATGGCCGGAT
381 CGCCGTCGAC AGCCCGGCCG ACCCCGAGCG GCARCGCGGG ACCCGCATCC GGGTCACCCT
stop cbrA cbrB
361 GCCACGGCAT GTCGACATGG CGCCGGTGCC GTGAGACCGT CGAGAGAGTC CGTCCGATGC
421 CACATATTCT GATCGTCGAA GACGAARACCA TCATCCGCTC CGCCCTGCGC CGCCTGCTGG
421 AACGCAACCA CTATCAGGTC AGCGAGGCCG GCTCGGTGCA GGAAGCCCGG GAGCGCCACA
541 GCCTGCCCGG CTTCGACCTG ATCATCA

Figura 30. Secuencia de la region intergénica del locus cbrA-cbrB; en negritas se muestra el codon
de paro TGA ( “Stop”) del gen cbrA, al igual que el inicio de la transcripcion del gen cbrB (ATG).
Subrayados podemos observar las cajas -10 y -35 del posible promotor o'° de cbrB y, al inicio y final

de la secuencia, la region de los oligonucleétidos para amplificar este fragmento intergénico.
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Figura 31. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de RT-PCR de la regién intergénica de
los genes eddA-zwF (carril 1), cbrA-cbrB (carril 2), y de los productos de PCR de las mismas

regiones (carriles 3 y 4, respectivamente) a partir de DNA cromosomal.

Como podemos observar en la Figura 31, los resultados de ensayo de RT-PCR
sugieren que los genes cbrA y cbrB forman un operon ya que se pudo obtener el
producto de la region intergénica. Sin embargo, este resultado no descarta que el
gen cbrB posea su propio promotor. A este respecto, anteriormente ya se habia
descrito un promotor ¢’° rio arriba de cbrB, el cual fue identificado mediante ensayos
de extension del iniciador en P. aeruginosa (Nishijyo et al., 2001). De manera
interesante este mismo promotor esta conservado en la region promotora de cbrB en

A. vinelandii (Figura 30).

Con el fin de investigar si existia un efecto polar del mTn5 sobre la expresién de
cbrB en la mutante GG15 se realizé una qPCR para el gen cbrB vy asi determinar los
niveles de expresion que el gen tiene en la mutante GG15. Esta cuantificacion se
realiz6 por triplicado de dos muestras bioldgicas independientes, de las que se
extrajo RNA de células en fase exponencial. Los resultados obtenidos mostraron
valores muy bajos de expresion del gen cbrB en la cepa GG15 en comparacion con
la cepa silvestre (0.03 vs 1.0 Unidades de expresion relativa, respectivamente). Esto
concuerda con el resultado de que el gen cbrB forma un operdn con cbrA y sugiere
que en nuestras condiciones de cultivo cbrB se expresa a partir del promotor rio
arriba de cbrA y no de su propio promotor. El fenotipo de la mutante cbrB (Bonilla
2010) es diferente al de la mutante GG15 ya que la primera crece muy mal tanto en
medio minimo como en medio rico, lo cual no sucede con la segunda. Esto indica
que en la mutante GG15 la baja expresion de cbrB es suficiente y necesaria para un

buen crecimiento en nuestras condiciones de laboratorio.

Por otro lado, nuestros resultados indican que el sistema de regulacion
postranscripcional Crc/CrcZ tiene un rol esencial en el metabolismo celular de A.

vinelandii; esto debido a que no pudimos lograr mutantes nulas en estos genes.
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Esto concuerda con el fenotipo de la mutante en el regulador de respuesta CbrB la
cual tiene afectado el crecimiento celular (Bonilla, 2010), lo que se debe muy
probablemente a que se abate la expresion de CrcZ. El sistema de dos
componentes CbrA/CbrB en P. aeruginosa regula los flujos de carbono y nitrégeno,
lo cual en parte es mediado por el sistema Crc/CrcZ (Nishijo et al., 2001; Rojo,
2010). En esta bacteria las mutantes crc o crcZ si son viables. A. vinelandii es capaz
de fijar nitrégeno, no asi P. aeruginosa, o que implica todo un mecanismo diferente
de regulacion de los flujos de carbono y nitrégeno. Tal vez esta sea la razoén por la

que los genes crc y crcZ son esenciales en A. vinelandii..

En el genoma de A. vinelandii existe un paralogo de crcZ al que hemos llamado
crcX. El analisis de su region reguladora sugiere que su expresion es independiente
del sistema de dos componentes CbrA/CbrB, ya que carece de un promotor o y de
los sitios putativos de union a CbrB. Es muy probable que CrcX se exprese en
condiciones diferentes a CrcZ lo que explicaria la esencialidad de CrcZ en nuestras
condiciones de cultivo. Por ello surge la necesidad de investigar la expresion de creX
y si ésta depende o no de CbrA/CbrB. Sin embargo, aun es necesario demostrar de
manera experimental que tanto crc como crcZ son esenciales en el metabolismo
celular, lo cual podria ser comprobado expresando estos genes bajo un promotor
independiente e inducible, ademas de eliminar el gen silvestre; de esta manera si la
bacteria crece solo en condiciones de induccidn se habra probado la esencialidad de
ambos genes. Por otro lado, se podria hacer uso de una fusion transcripcional de la
region reguladora de crcX con el fin de demostrar que este sRNA no se esta
expresando en nuestras condiciones de laboratorio, o que explicaria la dificultad de
obtener la mutante en crcZ. Por otro lado, es importante investigar si la transcripcion
de crcX se encuentra o no, bajo la regulacion del sistema de dos componentes
CbrA/CbrB.

Colectivamente nuestros resultados indican que la hipdtesis que habiamos
planteado al inicio del proyecto no es correcta, ya que la sobreexpresion de la
proteina Crc en el fondo de la cepa silvestre no mostr6 el aumento que
esperabamos en la sintesis de alginato (diez veces mayor que la cepa silvestre). Por
otro lado la expresion en frans del SRNA CrcZ en la cepa mutante cbrA::Sp no redujo
la sintesis de alginato a niveles silvestres como fue propuesto en un inicio. Estos
resultados nos permiten proponer que el control negativo de CbrA sobre la sintesis

de alginato no es mediante el sistema de regulacion post-transcripcional Crc/CrcZ.
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Sin embargo, aun quedan la interrogante de cual es la via por la que CbrA tiene un
efecto negativo sobre la sintesis de alginato. Podemos proponer varias hipétesis a
este respecto; Una posibilidad es que el regulador de respuesta CbrB esté
involucrado en esta via al activar la expresion de un gen cuyo producto sea un
represor de la sintesis de alginato. La segunda posibilidad es que CbrA fosforile a un
regulador de respuesta, diferente a CbrB, el cual estaria controlando negativamente
la sintesis de alginato. Ya se ha documentado previamente que una cinasa
histidinica puede fosforilar a dos reguladores de respuesta bona fide (Laub y
Goulian, 2007). A este respecto, vale la pena recordar que en P. aeruginosa ya se
han propuesto la existencia de vias de regulacion encabezadas por CbrA que son
dependientes o independientes del regulador de respuesta CbrB (Yeung et al,
2011). Para abordar la primera posibilidad es necesario realizar un analisis in silico
en el genoma de A. vinelandii con el fin de encontrar los posibles blancos de
regulacion de CbrB. Como ya se menciond anteriormente ya se tiene la secuencia
consenso de unidn para este regulador. Con esta estrategia esperariamos
identificar genes cuyos productos regulen negativamente la sintesis de alginato
como los genes mucABCD, que codifican reguladores negativos del factor sigma
AlgU, o el gen rsmA cuyo producto regula negativamente la traduccion del mRNA de
algD. Sin embargo, una busqueda preliminar en la region reguladora de estos dos
loci no mostro un sitio de unién a CbrB, lo cual sugiere que estos no son el blanco de
regulacion de este factor transcripcional. Es por esto que debemos tomar en cuenta
la posibilidad de que CbrB active la expresion de un gen cuyo producto tenga un
efecto negativo sobre la sintesis de alginato y que hasta el momento no haya sido
caracterizado. Para tratar de identificar el posible represor que media el efecto de
CbrA sobre la sintesis de alginato se podria realizar una mutagénesis al azar de la
cepa cbrA” con un mTn5 y se identificarian derivadas en las que se restablezcan los
niveles silvestres de alginato. La caracterizacion de estas derivadas nos ayudarian a
esclarecer la via de sefializacion de CbrA sobre la produccion de alginato.

En el estudio de la via de sefalizacion de CbrA sobre la sintesis de alginato seria
interesante determinar la actividad de reguladores globales de esta via como el TCS
GacS/GacA y el factor sigma AlgU. Esto se puede lograr mediante el uso de
fusiones transcripcionales con gusA de genes controlados por estos dos reguladores
(como rsmZ2, en el caso de GacS/GacA o algC en el caso de AlgU).

Alternativamente, el uso de herramientas como Protedmica o Transcriptomica nos
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ayudarian a conocer la funcién que tiene la cinasa histidinica en el metabolismo de

A. vinelandii y a entender su efecto sobre la sintesis de alginato.
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8. CONCLUSIONES

El sistema de regulacion post-transcripcional Crc/CrcZ en Azotobacter vinelandii no
participa en la regulacion de la sintesis de alginato. Esto implica que la cinasa
histidinica CbrA controla de manera negativa la sintesis de alginato por una via
independiente a Crc/CrcZ

El sistema de dos componentes CbrA/CbrB activa la transcripcion del sSRNA CrcZ

El sistema de regulacion postranscripcional Crc/CrcZ es esencial en A. vinelandii.
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9. PERSPECTIVAS

* Investigar el efecto de la cinasa histidinica CbrA sobre reguladores de la sintesis
de alginato (como GacA y AlgU) mediante el uso de fusiones transcripcionales

con el gen gusA.

e Estudiar la funcidon de la cinasa histidinica CbrA en el metabolismo de A.
vinelandii mediante un analisis protedmico y transcriptomico utilizando la cepa

silvestre y la mutante cbrA.

* Identificar intermediarios de la cascada de regulacion de CbrA sobre la sintesis
de alginato mediante mutagénesis al azar de la cepa cbrA en busqueda de

derivadas que muestren niveles silvestres en la produccion de alginato.

* ldentificar, mediante analisis in silico, los blancos de regulacién de CbrB con el
fin de investigar posibles intermediarios de la cascada de regulacion de CbrA en
la sintesis de alginato.
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