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RESUMEN

Azotobacter vinelandii es una bacteria que tiene la capacidad de llevar a
cabo un proceso de diferenciacion que resulta en la formacion de quistes
resistentes a la desecacion. Durante el proceso de enquistamiento, ocurre un
remplazo de los fosfolipidos por una familia de lipidos especificos denominados,
Alquilresorcinoles. La ruta biosintética de los alquilresorcinoles ha sido establecida
en A. vinelandii si embargo, poco se sabe sobre la regulacibn de los genes
biosintéticos. Recientemente se observo que el regulador transcripcional Arpr y los
reguladores globales GacA, RpoS, RsmA y RsmZ1 regulan la expresion de los
genes involucrados en la sintesis de alquilresorcinoles, ya que mutantes
inactivadas en estos reguladores afectan el fenotipo de produccion de
alquiresorcinoles. En este estudio proponemos un modelo de regulacion en el
cual, el regulador especifico ArpR y los reguladores globales GacA, RpoS, RsmA
and RsmZ1 estan involucrados en el control de la expresion del operon arsABCD.
Ensayos de cambios en la movilidad electroforética de la regién reguladora
utilizando ArpR y la induccion de la transcripcién de arsA en E.coli en presencia de
ArpR, confirmaron la activacion directa de la expresion de arsABCD por este
regulador. Se cuantificé la expresion de arpR a través de fusiones arpR-gusA
integradas en el cromosoma, asi como también, experimentos RT-PCR
cuantitativo. Con estas metodologias se logré determinar la expresion del gen
arpR en condiciones de induccién a enquistamiento y que al igual que otros
reguladores de la familia LysR activa su propia transcripcién. Ensayos in vivo
induciendo la expresiéon de arpR y complementando con Acetoacetil-CoA en
condiciones vegetativas, junto con ensayos tipo EMSA utilizando Acetoacetil-CoA,
se logré demostrar que ArpR utiliza este intermediario del metabolismo del poli-B-
hidroxibutirato como coinductor para activar la expresion del operén arsABCD. Al
medir la expresion de arsA y arpR en cada una de las mutantes en los reguladores
GacA, RpoS, RsmA y RsmZ mediante fusiones transcripcionales y traducionales
arsA-gusA y arpR-gusA, se determin6 que estos reguladores controlan la
expresion de arsA, a través de regular la expresion de su activador directo ArpR y
ademas, que los ARN mensajeros de arpR son un posible blanco directo de
RsmA. La expresion de arpR en trans en cada una de las mutantes confirmé que
RpoS regula la transcripcion de arpR y que el sistema de dos componentes
GacS/GacA se encuentra controlando la expresién de arsA a través de una via
adicional independiente de ArpR y del sistema Rsm. Nosotros sugerimos que
podria ser a traves de otro intermediario aun no identificado.



ABSTRACT

The bacterium Azotobacter vinelandii has been a model of study for various
metabolic, genetics and physiological characteristics. Among these characteristics
are: be able to undergoes encystment, a morphological differentiation process to
form mature cysts resistant to desiccation, produces alginate and poly-3-
hydroxybutyrate, polymers of industrial importance, and the ability to synthesize
lipid specific of encystment: the alkylresorcinols. In order to investigate the
regulation involved in the process of differentiation, we study the transcriptional
regulation of the arsABCD operon, genes involved in synthesis of alkylresorcinols.
These genes have been considered as reporters because its expression is
correlated with the alkylresorcinols synthesis and the initiation of differentiation
process. Recently was observed that the transcriptional regulator ArpR and global
regulators as GacA, RpoS, RsmA and RsmZl controls the production of
alkylresorcinols to regulate the expression of the biosynthetic genes, but without
defining the relationship between all these regulators. In the present study we
identify and propose a regulatory network in which ArpR, a specific regulator, and
the global regulators GacA, RpoS, RsmA and RsmZ1 are involved in activate the
expression of the biosynthetic operon arsABCD. We defined the hierarchical level
in each of these regulators within the regulatory network. Electrophoretic mobility
shift assay (EMSA) and transcription induction of arsA in presence of ArpR in E.
coli were performed to confirm that the direct activator of expression operon
arsABCD is ArpR. We measured the arpR expression using a transcriptional fusion
arpR-gusA integrated in chromosome as well as experiments of reverse
transcription and real-time PCR (gRT-PCR). With these methodologies was
possible to determine that arpR is expressed only during encystment process and
like other transcriptional regulator LysR-type it activates its own transcription. In
vivo assays inducing the expression of arpR in presence of acetoacetyl-CoA in
vegetative conditions, together with electrophoretic mobility shift assay using
acetoacetyl-CoA, showed that ArpR uses this intermediary of metabolism of poly-3-
hydroxybutyrate as co-inductor to activate the arsABCD expression. We measured
the arsA and arpR expressions using transcriptional and translational fusions with
gusA as reporter. These fusions were integrated in chromosome of strains mutants
in gacA, rpoS, rsmA and rsmZ, determining that these regulators control the arsA
expression through regulating the expression of its direct activator, ArpR.
Moreover, the mRNA of arpR is a possible direct target of RsmA. The expression
of arpR from a plasmid in each of the mutants confirmed that RpoS regulates the
arpR transcription and the two component system GacS/GacA is controlling the
expression of arsA through an additional pathway independent of the Rsm system
and ArpR. We suggest that it could be through another unidentified intermediary
yet.



CAPITULO 1.
INTRODUCCION

1.1 Generalidades de Azotobacter vinelandii.

Azotobacter vinelandii es una bacteria Gram negativa perteneciente a la
familia Azotobacteraceae. Es un organismo de células grandes y pleomorficas,
variando desde formas ovales hasta bacilares de 1.5 a 2.0 um de diametro. El
volumen celular de A vinelandii en estado vegetativo puede alcanzar de 5 a 10
veces el volumen de Escherichia coli y se ha vinculado esta caracteristica con su
poliploidia, que alcanza hasta 80 copias de su cromosoma (Allison et al., 1956;
Espin, 2003). La reproduccion de estos organismos se da por fision binaria, su
locomocion es por flagelos peritricos y habitan tanto en suelos como agua (Espin,
2003). Consumen sales inorganicas, alcoholes y azUcares para su alimentacion,
caracteristicos de un gimioorganotrofo. A. vinelandii tiene la capacidad de fijar
nitrogeno en condiciones de aerobiosis, pese a la alta sensibilidad de la
nitrogenasa hacia el oxigeno. Esta propiedad es Unica dentro de los organismos
quimioheterotrofos Gram negativos (Espin, 2003; Stanier et al., 1996; Sadoff,
1975). Desde el punto de vista biotecnoldgico, A. vinelandii es una bacteria
interesante por su capacidad de producir dos polimeros de importancia comercial,
el poli-B-hidroxibutirato (PHB, poliéster intracelular) y el alginato (polisacérido
extracelular). Esta bacteria presenta un ciclo de vida caracteristico, presentando
una fase vegetativa en la que se mueve mediante flagelos peritricos, y una fase de
diferenciacion morfoldgica y fisioldgica en la que se forman quistes resistentes a la
desecacion que pueden permanecer en estado de latencia por largos periodos de
tiempo (Lin y Sadoff, 1968; Sadoff, 1975; Sadoff, 2001; Vela, 1974).

1.2 Enquistamiento en A. vinelandii.

En cultivos de A. vinelandii creciendo en glucosa o sacarosa, el
enquistamiento se da de manera natural cuando la bacteria llega a fase
estacionaria tardia, aunque el porcentaje de enquistamiento es bajo (0.001%;
Sadoff, 2001; Segura et al.,, 2009). Sin embargo, el enquistamiento se puede
inducir al transferir células vegetativas a un medio de cultivo con n-butanol o -
hidroxibutirato (BHB) como unica fuente de carbono (Medio BOH, Lin y Sadoff,
1968; Reusch y Sadoff, 1979; Socolofsky y Wyss, 1962; Wyss et al., 1969).
Durante el proceso de enquistamiento las células pierden su locomocion y
presentan una Ultima divisién, adquiriendo una forma esférica. Se forma una
capsula alrededor de la célula y hay acumulacion de poli-R-hidroxibutirato (PHB),
polimero de reserva que sera utilizado en la germinacién como fuente de carbono
y energia. La capsula que rodea al cuerpo central, esta formada por una capa
interna llamada intina y una capa externa llamada exina, ambas compuestas
principalmente por alginato, lipidos y proteinas (Lin y Sadoff, 1969; Hitchins y
Sadoff, 1970; Winogradski, 1983). El enquistamiento se lleva a cabo en 3 a 5 dias,
resultando en la formacion de quistes maduros de un tamafio de 1.5 a 2 um de
ancho. Cuando el quiste maduro entra en una etapa de germinacion, existe una
depolimerizacion de PHB y posteriormente la célula se divide y al empezar a
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crecer se fractura la exina y emergen dos células por cada quiste, perdiéndose de
esta manera la capsula (Jarman et al., 1978; Wyss et al., 1961).

El polimero extracelular alginato y el intracelular PHB son componentes
principales del quiste (Fig. 1.1; Sadoff, 1975). Se ha determinado que el alginato
es esencial para el proceso de diferenciacion, dado que mutantes bloqueadas en
la sintesis de este polimero son incapaces de producir quistes maduros
resistentes a la desecacion (Funa et al., 2006; Gaona et al., 2004; Nufez et al.,
2000; Nufez et al., 2003); mientras que se ha observado una estrecha relacién
con el grado de sintesis de PHB y el porcentaje de enquistamiento (Hitchins y
Sadoff, 1973; Segura et al., 2003; Stevenson y Socolofsky, 1966), aunque la
produccién de este poliéster no es esencial para la formacion de quistes maduros
(Segura et al., 2003).

Alquilresorcinoles
Alginato

Poli-B-hidroxibutirato

Quiste Maduro

CélulaVegetativa

Fig. 1.1 Ciclo de vida de Azotobacter vinelandii.

1.3 Produccién y funcion de los alquilresorcinoles en A.

vinelandii.

Durante el enquistamiento, hay un cambio de metabolismo de carbohidratos
a metabolismo de lipidos que resulta en la formacion de una familia de 5-n-
alquilresorcinoles (AR’s) y 6-n-alquilpironas (Reusch y Sadoff, 1983). Los ARs son
lipidos fendlicos homologos de orcinol (1-3 dihidroxi 5-metil benceno) de cadenas
laterales largas. Este tipo de lipidos son muy raros en animales, pero han sido
ampliamente estudiados en plantas, teniendo mayor incidencia en algunas familias
como son: Ginkgoaceae, Anacardiaceae y Gramineae. También se han reportado
en 5 familias de algas y hongos y se confirmd posteriormente la existencia de
estos lipidos resorcindlicos en algunas bacterias de los géneros Pseudomonas,
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Mycobacterium, Streptomyces y Azotobacter (Kozubek y Tyman, 1999). Ademas
de ARs, Azotobacter sintetiza durante el enquistamiento otros lipidos
denominados 6-n-alquilpironas con cadenas laterales de 19 y 21 carbonos, las
cuales, junto con los ARs, reemplazan los fosfolipidos de las membranas de las
células vegetativas durante el proceso de enquistamiento (Reusch y Sadoff, 1979;
Reusch y Sadoff, 1983), constituyendo ambos el 95% de lipidos en las
membranas del quiste (Reusch y Sadoff, 1981; Reusch y Sadoff, 1983; Su et al.,
1981; Su y Sadoff, 1981). En A. vinelandii los ARs mas abundantes son el 5-n-
heneicosilresorcinol y el 5-n-tricosilresorcinol, que contienen cadenas de 21 y 23
carbonos respectivamente (en proporciones 7:1) y sus derivados galactosidados
en la misma proporcion (Reusch y Sadoff, 1979). Las alquilpironas identificadas
son la 6-heneicosil-4-hidroxi-2-pirona y 4-hidroxi-6-(2’-oxotricosil)-2-pirona (Funa et
al., 2006; Reusch y Sadoff, 1983). La producciéon de ARs, se puede cuantificar por
un método quimico-espectrofotométrico utilizando una solucion reactiva de “Azul
Rapido B” especifica para ARs (Tluscik et al., 1981). Este mismo reactivo puede
usarse para observar la produccion de estos lipidos de manera cualitativa en
placas de cultivo, por la coloracion roja que produce (Segura et al., 2009).

La sintesis de ARs en A. vinelandii se induce durante el enquistamiento, su
produccién se observa Unicamente en los cultivos crecidos en medio de induccién
de enquistamiento (medio Burk butanol, BOH; Figura 1.2). La cinética de
produccién de ARs correlaciona con la formacion de quistes en el cultivo
(porcentaje de quistes maduros y resistentes a desecacion; Segura et al., 2009).

La presencia de ARs en la membrana de los quistes cambia las
propiedades fisicoquimicas de ésta, precisamente por contener cadenas alifaticas
largas que hacen que estos lipidos sean practicamente insolubles en agua, por lo
gue se ha propuesto que favorecen la resistencia a la desecacion de los quistes
(Kozubek y Tyman, 1999; Parker y Socolofsky, 1966); sin embargo, pruebas de
resistencia a desecacion utilizando mutantes en los genes biosintéticos de ARs
han mostrado que estos lipidos no contribuyen de forma significativa a la
resistencia a falta de agua de los quistes, al menos en condiciones de laboratorio
(Segura et al., 2009).

Se ha determinado que los ARs tienen un papel estructural dentro del
quiste, dado que los quistes de mutantes incapaces de producir ARs presentan
una capsula (exina) desestructurada en comparacion con los quistes de las cepa
silvestre. La capsula de las mutantes se observa desorganizada o se llega a
perder por completo. Las laminillas que se observan en la capsula de los quistes
silvestres, y que estan constituidas por ARs, desaparecen en la cepa mutante
(Segura et al., 2009). Se observo también que los quistes de las mutantes se
aglutinan de manera que forman agregados por uniones entre las capsulas, por lo
tanto los ARs son componentes estructurales importantes de la capsula (Segura et
al., 2009).
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Fig. 1. 2 Produccion de alquilresorcinoles y enquistamiento en la cepa SW136. ARs en medio
BS (o) y BOH (m). Enquistamiento en BS (A) y BOH (A). Segura et al., 2009.

1.4 Ruta biosintética de los alquilresorcinoles en A. vinelandii.

Funa y colaboradores (Funa et al., 2006) propusieron una ruta de sintesis de
alquilresorcinoles en A. vinelandii donde interviene un grupo de proteinas
denominadas ArsA, ArsB, ArsC y ArsD. ArsA cataliza la sintesis de una molécula
de 22 carbonos, el n-behenil-CoA a partir de una unidad iniciadora de acetil-CoA y
la condensacion de varias moléculas de malonil-CoA. EI n-behenil-CoA es
utilizado como sustrato por ArsB para sintetizar, junto con malonil-CoA, los 5-n-
heneicosilresorcinoles por condensacion alddlica entre C2 y C7, o bien, por ArsC
para la formaciobn de 6-n-alquilpironas. ArsD catalizaria la modificacion
postraduccional del dominio ACP (proteina acarreadora de acilos) de la proteina
ArsA, uniendo covalentemente un “brazo” de 4-fosfopanteteina proveniente de
coenzima A, para de esta manera hacer funcional a ArsA para aceptar a sus
sustratos (Fig. 1.3; Funa et al., 2006; Miyanaga et al., 2008).

La figura 1.3 esquematiza ademas de la sintesis de ARs, el metabolismo
central, el metabolismo de los inductores del enquistamiento y la ruta de
biosintesis PHB en A. vinelandii. Se observa de donde proceden los sustratos para
la sintesis de los lipidos fendlicos y alquilpironas (APs), el acetil-CoA y malonil-
CoA, asi como también, del coinductor acetoacetil-CoA.
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Fig. 1.3. Metabolismo central y rutas de biosintesis de ARs y PHB.

1.5 Organizacibn de los genes de biosintesis de

alquilresorcinoles en A. vinelandii.

En el laboratorio, de manera simultdnea al grupo de Funa et al., (2006), se
identificaron los genes involucrados en la sintesis de ARs a través de mutagénesis
de A. vinelandii con el transposén Tn5gusA40. Se localiz6 un grupo de 11 genes
que intervienen en la sintesis de alquilresorcinoles (Segura et al., 2009; Vite,
2003). A estos genes se les llamo coincidentemente ars (alkyl resorcinol synthesis,
fig. 1.4). Dentro de este grupo se encuentran los genes arsABCD reportados por
Funa et al., (2006). El gen arsA, que codifica para una sintasa de acidos grasos
tipo I modular en la cual se identificaron los dominios de enoil reductasa, B-cetoacil
sintasa, acil transferasa, un dominio de proteina acarreadora de acilos (ACP) y
uno semejante a alcohol deshidrogenasa. Los genes arsB y arsC codifican para
las policétido sintasas tipo Ill, comunes en plantas, y actualmente se han
comenzado a caracterizar en algunos géneros de bacterias (Jarman et al., 1978).
arsD codifica para una 4-fosfopanteteinil transferasa (Funa et al., 2006). Se ha
sugerido que estos cuatro genes estan organizados en un operén (Operén
arsABCD, Fig. 1.4, Funa et al., 2006).



Nosotros adicionalmente identificamos los genes arsk-K. Las proteinas Ars
y ArsF tienen similitud con transportadores tipo ABC, ArsG y ArsH son proteinas
hipotéticas de funcibn desconocida. Arsl presenta similitud con glicosil
transferasas y ArsJ con un dominio de acil transferasa de sintasas de acidos
grasos o policétido sintasas diversas. ArsK tiene un péptido sefial que podria ser
utilizado para dirigir esta proteina a través de la membrana celular (Vite, 2003).
Para el resto de los genes de este grupo (de arsk a arsK) no se ha determinado
Su organizacion genética ni funcion; sin embargo, se tiene la hipdtesis que
codifican para proteinas que estarian involucradas en la modificacion de los ARs
sintetizados y en su transporte hacia la capsula (Romero, 2008; Segura et al.,
datos no publicados).
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Fig. 1.4. Distribucién de los genes de A. vinelandii que intervienen en la sintesis, modificacion y
transporte de ARs (a) y Fenotipos de produccion de ARs de mutantes obtenidas en fondo
SW136 (b).

La inactivacion de los genes biosintéticos arsABCD abate la sintesis de
estos lipidos, como era de esperarse, mientras que la inactivacion de los genes
arsk a arsK provoca efectos parciales negativos o positivos en la sintesis de estos
lipidos fendlicos, lo que muestra su participacion en el metabolismo de ARs
(Segura et al., datos no publicados).
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ANTECEDENTES

2.1 Expresion del operon arsABCD

El gen arsA encabeza al operén arsABCD, involucrado en la sintesis de ARs
(Fig. 1.4). Este gen junto con arsD codifican para una enzima sintasa de acidos
grasos tipo I, Funa et al., 2006; Miyanaga et al., 2008). Al estudiar su expresion
(Segura et al., 2009; Fig. 2.1), se observo que su transcripcion y la produccion de
ARs son procesos que se llevan a cabo en aquellas células que entran en el
proceso de diferenciacion. Bajo condiciones de crecimiento vegetativo en medio
Burk sacarosa (BS) arsA se expresa unicamente cuando el cultivo se ha incubado
por largos periodos de tiempo, cuando algunas células comienzan a enquistarse
(menos del 0.001%). Bajo estas condiciones, la expresién de arsA aumenté solo
14 veces a las 120 horas de incubacién con respecto al nivel de expresion inicial.
En cambio, en medio de enquistamiento (BOH), la expresion de arsA se indujo
antes de las 24 horas de incubacién, incrementando su expresion de mas de 400
veces a las 72 horas; posteriormente se observo un decremento en la expresion
(Fig. 2.1, Segura et al., 2009).
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Fig. 2.1 Expresion del gen arsA en la cepa OV11. Actividad de B-glucuronidasa de una fusion
transcripcional arsA::uidA en medio BS (o) y BOH (e). Segura et al., 2009.

2.2 ArpR Yy lafamilia de reguladores transcripcionales LysR.

En A. vinelandii ademas del grupo de genes involucrados en la sintesis,
modificacion y transporte de los ARs, fue identificado el gen arpR. Este se
encontro al realizar una mutagénesis al azar con un minitransposén Tn5 en la que
se aislé una cepa incapaz de producir ARs (Vite, 2003). El gen arpR codifica para
la proteina ArpR, de 35 kDa, que presenta hasta un 75% de identidad con
proteinas reguladoras de la familia LysR. Los reguladores transcripcionales de la



familia LysR (LTTRs) son los mas comunes en procariontes y los mejor
caracterizados (Schell, 1993; Pareja et al., 2006; Hernandez-Lucas y Calva, 2012).
Los LTTRs regulan genes involucrados en metabolismo, division celular,
virulencia, respuesta a estrés oxidativo, motilidad, produccion y secrecion de
toxinas, entre otros. La mayoria de los miembros de esta familia tienen otras
caracteristicas: 1) son reguladores que funcionan como activadores o represores
de sus genes blanco, 2) los genes que los codifican frecuentemente se transcriben
de manera divergente, al gen blanco pero pueden también estar localizados en
otra parte del cromosoma y 3) la activacion transcripcional de sus genes blanco
comunmente es optimizada por un co-inductor (Schell, 1993, Maddocks y Oyston,
2008).

En A. vinelandii la inactivacion de arpR no afect6 el crecimiento de la cepa,
asi como tampoco la sintesis de alginato ni PHB, pero si provocé un efecto
negativo en la sintesis de ARs.

2.3 Sistema de dos componentes GacS/GacA en A. vinelandii.

El sistema GacS/GacA es un sistema de dos componentes utilizado por una
gran variedad de bacterias (Lapouge et al., 2008). El sistema consiste en una
cinasa sensora (GacS en el caso del sistema GacS/GacA) y un regulador de
respuesta (GacA). GacS, también conocido como BarA, ExpS, VarS, ApdA, RepA,
PheN o LemA (Corbell y Loper, 1995.), es un miembro de la subclase de cinasas
sensoras tripartitas, que consisten de un dominio transmisor primario, un dominio
central receptor y un dominio fosfotransferasa C-terminal. GacS podria detectar
sefales bidticas o abidticas que aun se desconocen, y de esta manera sufre una
autofosforilacion en un residuo de histidina conservado (H1). Después, el grupo
fosfato (P) es transferido desde H1 a un residuo de aspartato (D) y luego a una
segunda histidina (H2) de GacS vy, posteriormente, es transferido a un aspartato
conservado del regulador transcripcional GacA, que de esta manera se activa y
actla sobre sus genes blanco. GacA (UvrY, ExpA, SirA, VarA), es un regulador de
respuesta de la familia FixJ que contiene un motivo Hélice-vuelta-Hélice (HTH)
involucrado en la union a ADN (Kitten et al., 1998). Se han identificado cerca de 20
homélogos de GacS/GacA, en bacterias entéricas (E. coli, Salmonella enterica y
Erwinia carotovora), Pseudomonas, Vibrio y Azotobacter (Haas y Keel, 2003.).

El sistema GacS/GacA ayuda a estos organismos a adaptarse a diferentes
condiciones en respuesta a cambios ambientales; controla la produccion de
metabolitos secundarios y enzimas o0 productos extracelulares que estan
involucradas en patogenicidad (Heeb y Haas, 2001). Esta reportado en Serratia
plymuthica que la produccion de antibioticos, antifungicos y exoenzimas
requeridos para el control de hongos patégenos de plantas es dependiente de este
sistema GacA/GacS (Ovadis et al., 2004). En Azotobacter vinelandii se ha
demostrado que el sistema GacS/GacA regula positivamente la produccion de
alginato y PHB. Adicionalmente, se ha observado un efecto negativo sobre el
proceso de enquistamiento en las cepas que tienen gacA inactivo (Castafieda et
al., 2000), pero no se ha estudiado su efecto en la sintesis de ARs.

10



2.4 El factor sigma RpoS en A. vinelandii.

El sistema GacS/GacA (BarA/UvrY) controla, entre otros genes, la expresion
de rpoS durante la fase estacionaria de crecimiento en Pseudomonas fluorescens
(Lavilla et al., 1992; Whistler et al., 1998) y en E. coli (Martinez et al., 1996). En
Pseudomonas aeruginosa y Pseudomonas putida, organismos filogenéticamente
cercanos a A. vinelandii, se ha determinado que GacS/GacA no ejercen ninguna
regulacion sobre la expresion de rpoS (Bertani et al., 2003). Se sabe también que
GacA controla la expresion de rpoS en las cepas de A. vinelandii ATCC 9046 y
AEIV (Castafieda et al., 2001). Sin embargo, hay evidencias que indican que la
regulacion de GacA sobre rpoS varia entre las cepas de esta bacteria (Sampieri
A., datos no publicados). Un ejemplo de ello es la cepa SW136, donde se comparo
la expresion de rpoS con la de la mutante SW5 (mutante gacA, derivada de la
cepa SW136) a través de PCR en tiempo real; observando que la mutacién en
gacA no afecto la expresion de rpoS, ya que presentd el mismo nivel de expresion
que la cepa silvestre (Romero, 2008). El gen rpoS codifica para el factor o° 0 0% el
cual interviene en la expresion de un gran numero de genes involucrados en
diversas respuestas celulares: estrés osmaotico, choque a temperaturas altas y
bajas, y durante el estado de transicion de fase exponencial a estacionaria en
diversas bacterias (Navarro et al., 2010; Schuster et al., 2004).

Se ha descrito también que este factor sigma desempefia un papel en la
regulacién de la sintesis de alginato y PHB en A. vinelandii, dado que una
mutacion en rpoS provocOd un decremento y abatimiento en la produccion de
alginato y PHB respectivamente (Campos et al., 1996; Castafieda et al., 2001). La
regulacion que ejerce RpoS sobre la sintesis de alginato es a nivel del control de
la expresion del gen biosintético algD a partir de uno de sus tres promotores,
mientras que para la sintesis de PHB es a través de la regulacion la expresion del
gen biosintético phbB y el gen phbR, que codifica para el activador transcripcional
de la sintesis de PHB (Hernandez-Eligio et al., 2012).

En ambos casos la regulacion es sobre uno de los dos promotores de dichos
genes. Ademas, se determind que RpoS esta involucrado en la regulacion del
proceso de enquistamiento, dado que la inactivacion de rpoS provocoé incapacidad
para formar quistes resistentes a la desecacion y para sintetizar ARs (Cocotl-
Yafiez et al., 2011). Especificamente, lo que se observé en las mutantes rpoS, fue
que al inducirla a enquistamiento, los quistes que éstas producen carecen
completamente de exina e intina y por lo tanto fueron incapaces de resistir la
desecacion. La incapacidad de la mutante rpoS para formar las capas del quiste
no es consecuencia del efecto en la sintesis de alginato, dado que esta mutante si
produce suficiente de éste polisacéarido extracelular. Por lo tanto, RpoS debe estar
regulando otros genes esenciales para la formacion de quistes maduros (Cocotl-
Yafez et al., 2011)
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2.5 Sistema CsrA/CsrB (RsmA/RsmZ/RsmY) en A.vinelandii.

CsrA/CsrB constituye un sistema global de regulacion post-transcripcional
qgue controla principalmente el metabolismo central de carbono, la motilidad y la
conducta multicelular en E. coli (Romeo, 1998). El efector de este sistema es
CsrA, una proteina de union a ARN de 61 aminoacidos. CsrA tiene la capacidad
de unirse a regiones consenso (GGA) generalmente cerca al sitio de union a
ribosoma de los ARN mensajeros blanco, impidiendo asi su traduccion y
promoviendo su degradacion (Baker et al., 2002; Liu y Romeo, 1995; Liu y Romeo,
1997; Romeo, 1998). Sin embargo, también puede actuar como regulador positivo
de ciertos genes involucrados en motilidad, glicélisis y metabolismo de acetato,
aunque se sabe muy poco sobre el mecanismo bioquimico de activacién (Romeo,
1998; Wei et al., 2001). El segundo componente de este sistema es CsrB, un ARN
no codificante que puede formar un gran complejo nucleoproteinico capaz de
interaccionar con hasta 18 subunidades de CsrA, antagonizando los efectos de
esta proteina in vivo (Dubey et al., 2005; Gudapaty et al., 2001; Romeo, 1998).

Homoélogos a CsrB han sido reportados en otras bacterias Gram-negativas
(Valverde et al., 2001) como Salmonella enterica (CsrB/CsrC), Vibrio cholerae
(CsrA/CsrB/CsrC), Erwinia carotovora (RsmB), Pseudomonas fluorescens
(RsmX/RsmY/RsmZ), en donde estan involucrados también en cascadas
reguladoras (Babitzke y Romeo, 2007). En P. fluorescens este sistema de
regulacion post-transcripcional reprime genes de fase estacionaria (Kay et al.,
2006). En Erwinia carotovora reprime la traduccion de mensajeros de genes
involucrados en patogénesis (Cui et al., 2001). En V. cholerae regula la
multicelularidad, y en S. enterica genes que intervienen en la invasion entérica
(Altier et al., 2000). Recientemente se identificd el sistema RsmA/RsmZ/RsmY en
A. vinelandii que esta conformado por un gen rsmA, siete genes de la familia rsmz
(rsmZ1 a rsmZ7) y dos genes de la familia rsmY nombrados rsmY1 y rsmY2. Se
determind que este sistema RsmA/RsmZ/RsmY regula la sintesis de alginato y
PHB (Manzo et al., 2011; Hernandez-Eligio et al., 2012), dado que mutaciones en
rsmZ1l y rsmZ2 afectan la produccion de alginato y PHB de manera negativa, ya
que la produccion de estos polimeros disminuye, y cuando hay expresion ectdpica
de RsmA se observa un efecto negativo sobre la produccion de alginato y PHB
(Manzo et al., 2011; Hernandez-Eligio et al., 2012). Se reporté que esta regulaciéon
es directa teniendo como blancos a los ARN mensajeros de los genes
biosintéticos algD y phbB para los respectivos polimeros, asi como también,
teniendo como blanco directo al ARN mensajero del gen phbR que codifica para el
activador transcripcional de la biosintesis de PHB (Manzo et al., 2011; Hernandez-
Eligio et al., 2012).
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2.6 Regulaciéon de la expresion de los ARNs reguladores por el

sistema de dos componentes GacS/GacA.

En muchas Y-proteobacterias, GacA o0 sus homodlogos controlan
positivamente la expresion de los ARN reguladores pequefios de la familia
RsmZ/RsmY/RsmX (CsrB/CsrC) que interaccionan con las proteinas RsmA
(CsrA). La relacién entre estos dos sistemas globales de regulacion se definié
inicialmente en Pseudomonas fluorescens (Blummer, 1999). A partir de este
antecedente, fue determindndose la cascada de transduccion Gac/Rsm en
diversas bacterias como E. coli (Susuki et al., 2002; Weilbacher et al., 2003;
Tomenius et al., 2006), Erwinia carotovora (Cui et al., 2001; Lebeau et al., 2008),
Pseudomonas fluorescens (Kay et al., 2006; Dubuis et al., 2007), Pseudomonas
auroginosa (Parkins et al., 2001; Kay et al., 2006), Salmonella entérica (Altier,
2000), Vibrio cholerae (Lenz et al., 2005), Serratia marcencens y recientemente en
A. vinelandii (Manzo et al., 2011). En muchas de estas especies, GacA activa la
transcripcion de los pequefios ARN’s de manera directa uniéndose a la caja
consenso que reconoce esta proteina (TGTAAGNNATNNCCTACA) que esta
presente en la regién promotora de los genes que los codifican. Se tiene evidencia
experimental de que GacS/GacA regulan directamente la expresion de rsmZ1l y
rsmZ2 (Manzo et al., 2011).

La regulacion por el sistema GacS/GacA de los siete genes de la familia
rsmZ/RsmY adicionales, esta por ser determinada, dado que una mutante gacA es
incapaz de producir alginato, mientras que mutantes en rsmZ1, rsmZ2 o la doble
mutante rsmZl-rsmZ2 producen un 20% de alginato, lo que sugiere la
participacion de algun otro de los ARNSs. La reiteracion de los pequefios ARN’s no
es una caracteristica Unica de A. vinelandii, sino, de la mayoria de las bacterias
como una opcién para la regulacion fina de la expresion genética. Un ejemplo se
da en P. fluorescens que presenta tres pequefios ARN’s (RsmZ/RsmY/RsmX)
activados por GacA. En A. vinelandii esta redundancia puede estar involucrada en
la respuesta a una amplia variedad de condiciones ambientales y respuestas, tal
como la induccién a enquistamiento, un proceso que no llevan a cabo otras
bacterias que presentan el sistema Gac-Rsm.

2.7 ArpR, RpoS, GacA, RsmZ1l y RsmA controlan la sintesis de

alquilresorcinoles.

Esta reportado que los reguladores globales RpoS, GacA, RsmZ1, RsmZ2 y
RsmA controlan la produccion de PHB y alginato, dos polimeros involucrados en el
proceso de enquistamiento, al regular la expresion de los genes biosintéticos de
estos (Gaona et al., 2004; Hernandez-Eligio et al., 2012, Manzo et al., 2011).

Por otra parte, la inactivacion de arpR afecta la produccién de ARS, pero no
afectdé la produccién de estos polimeros ni el crecimiento de la cepa mutante
(SWT7); por lo que se descartd que ArpR sea un regulador global (Romero, 2006.).
Ya se ha estudiado el efecto que presentan las mutaciones arpR, rpoS, gacA,
rsmZ1 y rsmA sobre la produccion de ARs. Se observé que las cepas SW7, SW9
SW5 y SW13 llevando las mutaciones en los genes arpR, rpoS, gacA y rsmZ1
respectivamente, presentaron un fenotipo blanco al realizar tinciones de los ARs
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con azul rapido B y la cepa SW11 llevando la mutacion en el gene rsmA un
fenotipo rojo comparandolas con su cepa parental, SW136. Un fenotipo rojo
muestra produccion de ARs, mientras que un fenotipo blanco refleja un bloqueo en
la sintesis de estos lipidos. El fenotipo ilustrado en la figura 2.2a muestra el efecto
negativo de las mutaciones arpR, rpos, gacA y rsmZ1 y positivo de la mutacion
rsmA sobre la sintesis de alquilresorcinoles (Romero, 2008). Al cuantificar la
produccion de ARs en la cepa SW11 se observd que esta produce 2 veces mas
que la cepa parental SW136 (Fig. 2.2b; Romero, 2008).

b)
35
SW136 SW5 SW7 30
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WT gacA:Sp arpR:Tn5 rpoS:Sp rsmA:Sp rsmZ1:Km

Fig. 2.2 Fenotipos (a) y cuantificacion de producciéon de alquilresorcinoles (b) de mutantes
obtenidas en fondo SW136. SW136 (WT), SW5 (gacA), SW7 (arpR), SW9 (rpoS), SW11

(rsmA’) y SW13 (rsmZ1). Los valores son el promedio de dos determinaciones + desviacion
estandar. Romero, 2008.

Es importante notar que la inactivacion del gen rsmZ1 que codifica para uno
de los nueve ARNSs, fue suficiente para bloquear la sintesis de ARs; a diferencia
de la produccion de alginato donde no es suficiente con inactivar a rsmzZ1 y rsmZ2
para bloquear su sintesis, dado que la doble mutante disminuyd su produccién
hasta un 80% (Manzo et al., 2011).

Estos resultados demostraron la importancia de los productos de los genes

arpR, rpoS, gacA, rsmZ1 y rsmA en la produccién y acumulacion de ARs en A.
vinelandii (Romero, 2008).
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2.8 ArpR, RpoS, GacA, RsmZl y RsmA regulan la expresion del
operén de biosintesis de alquilresorcinoles arsABCD y del
gen arpR.

La expresion del gene arsA se da a partir de un Unico promotor sigma 70
dependiente (P1, fig. 2.3a) identificado utilizando el programa Softberry-BPROM
(http://linux1.softberry.com/berry.phtml) y experimentos de determinacion del inicio
de la transcripcion

a) b)

CCATTGATCAACGCGGATGGGCCTGGCGCAGGCTTTTGCGCCAAGTTTGCGCCCCTGGCATCGACGATGCGCTTT/755/

GATC 1 2 3456

CCTGTCTTGTGACGCTAGTGCAGTATCGATGCCATATTGCCCTCATGGATTTGTGCAAATTCGATTTGGATTCGGGAT
PLY P1 —>
TCACTTTCCCAGTGACATCGGAATGAATTATCGGCAATTCCGAGTACGCTTTGTTTCGCCGGTAGTGTGAAAACCAA
-35 -10
GCATGTCGATATCGCATGTCCGATGGGGGCGAGGTCATTTCCCCGGACAAGAGGCGAAGACCCTCTTCGCGGTCCGT

TCGTCGATCCTCGGGCGATATCAATTGAATGGCATTTCCCGCTTTCCAGCGGTAGTCGGGGCCATGCCAGTCGAACG

CGAGCAGTGTGTGTAGCGGCTCGAACAAGGAACAAAAGCTTGCGCCGAAAGCGCATCTTTTTGAGAGCAGGATGAT

CAAATGGCTAGTCATATTGCGATAACACCCGCCGGGTATCTCGA

arsA

Fig. 2.3: Andlisis de la region promotora de arsA y su sitio de inicio de la transcripcién. (a)
Secuencia de ADN de la region 5°de arsA. Se muestran el sitio de inicio del ARNm P1, y las cajas -
10 y -35 del promotor Sigma 70 (b) Andlisis del efecto de la inactivacion de diversos reguladores
sobre la transcripcion de arsA por “primer extension”. Cepas SW136 (WT, carril 1), SW11 (rsmA’,
carril 2), SW13 (rsmZz1’, carril 3), SW9 (rpoS’, carril 4), SW5 (gacA’, carril 5) y SW7 (arpR’, carril 6).
Romero, 2008.

En la regulacién de la sintesis de alquilresorcinoles, GacA, RpoS, ArpR y
RsmZ1 tienen una influencia en la cantidad de transcritos de arsA (Romero, 2008).
A través de ensayos de “primer extension” utilizando ARN total de las diferentes
mutantes derivadas de la cepa SW136 de A. vinelandii obtenidas después de 36
horas de induccion a enquistamiento, se observé que la transcripcion de arsA a
partir del promotor P1 disminuyé en las mutantes en gacA, rpoS, rsmZ1 y arpR,
mientras que en la mutante rsmA parece no haberse afectado la expresion (Fig.
2.3b). En el caso de GacA, RpoS y ArpR, dados los antecedentes de su
participacion en el control transcripcional de sus blancos, se considera que el
efecto es debido a que estos reguladores participan en la regulacion de la
transcripcion de arsA a partir de P1. Sin embargo, el decremento de transcritos
arsA, en la cepa rsmzZ1 (SW13) puede indicar un efecto en la estabilidad del
mensajero de arsA, dado que rsmZ1 es un regulador post-transcripcional (Romeo,
1998; Manzo et al.,, 2011). En el caso de la mutante SW11 (rsmA’), parece no
haberse afectado la expresion de arsA, ya que la cantidad de transcritos desde P1
se mantiene similar a la cepa silvestre.

El nivel de los ARN mensajeros de arsA fue cuantificado a través de gRT-
PCR en células cosechadas a las 36 horas de induccion a enquistamiento en las
cepas llevando las mutaciones en los genes gacA, rpoS, arpR, rsmA y rsmZ1 (Fig.
2.4a). Se encontr6 que la expresion relativa de arsA disminuyd un 82% en la cepa
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mutante SW7 (arpR’), un 92% en la cepa SW9 (rpoS’) y hasta un 95% en las
cepas SW5 (gacA) y SW13 (rsmZ1’); caso contrario en la cepa mutante SW11
(rsmA") donde hubo un incremento de sélo un 20% en los transcritos con respecto
a la cepa silvestre SW136.

La expresion de arsA en cada una de las cepas mutantes, concuerda con el
fenotipo de blogueo de la sintesis de ARs observado previamente.

Se demostroé que estas mutaciones afectaron también la expresion de arpR
(Romero, 2008; Fig. 2.4b) de manera similar a lo observado para el gen arsA. En
las mutantes SW5 (gacA) y SW9 (rpoS-) se afectd la expresion de arpR de
manera negativa, ya que disminuyeron hasta en un 60% y 96% respectivamente,
en cambio, la mutacion rsmA (SW11) afect6 de manera positiva, aumentando
hasta 1.7 veces la expresion de arpR. Por lo tanto, se planted la hipétesis de que
la regulacion de la expresidon de arsA por estos reguladores es a través del control
de la expresion del activador transcripcional ArpR.
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Expresion relativa de arpR

Fig. 2.4. Expresion de los genes arsA (a) y arpR (b) en la cepa SW136 (WT) y en las cepas
mutantes SW5 (gacA), SW7 (arpR’), SW9 (rpoS’), SW11 (rsmA) y SW11 (rsmZ1l). Los
resultados son el promedio de dos determinaciones * desviacion estandar. Romero, 2008
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CAPITULO 3.

JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 Justificacién.

El enquistamiento es un proceso que le confiere a A. vinelandii, una ventaja
de sobrevivencia ante condiciones adversas, y es ademas un tipo de
diferenciacion poco conocido a nivel molecular, a pesar de que se presenta en
procariontes muy diversos (Berleman y Bauer, 2004; Sadasivan y Neyra, 1985;
Tudor y Conti, 1977). En A. vinelandii la expresion del operon arsABCD vy la
biosintesis de AR’s estan correlacionadas con el proceso de enquistamiento.

Nos interesa conocer las vias de sefalizacién responsables de encender la
expresion génica que conduce a la sintesis de AR’s, con la finalidad de descifrar
los mecanismos de transduccion de sefiales que intervienen en la formacién de los
quistes maduros. Determinamos que ArpR y diversos reguladores globales como
GacA y RpoS regulan la expresion del operon arsABCD, considerados genes
reporteros del proceso de enquistamiento. Sin embargo, no sabemos la manera de
como sistema de dos componentes GacS/GacA esta conectado con la expresion
de arpR, dado que, su regulacion no es a través del control de la expresion de
RpoS como sucede en otras bacterias (Romero, 2008).

El reciente descubrimiento del sistema RsmA/RsmZ en A. vinelandii, y la
evidencia de que éste controla la sintesis de alquilresorcinoles, sugiere que este
sistema se encuentra regulando también la expresién de los genes arsABCD, y
por lo tanto, parte del proceso de diferenciacion. De ser asi, la expresion de los
genes para la sintesis de AR"s no soélo seria regulada transcripcionalmente por
ArpR, GacA y RpoS, sino también a nivel post-transcripcional por el sistema
RsmA/RsmZ.

Proponemos que el efecto de GacA sobre la expresion de arpR y los genes
arsABCD sea a traves del sistema RsmA/RsmZ. Por lo tanto, nos enfocaremos a
determinar a qué nivel esta participando el sistema RsmA/RsmZ en la sintesis de
AR’s. La realizacion de este proyecto proporciona informacién novedosa, ya que
hasta la fecha hay pocos datos sobre la regulacion genética que desencadena el
enquistamiento en A. vinelandii. Ademas, los AR’s son interesantes porque
podrian tener una aplicacion industrial. Por lo tanto, nos interesaba conocer mas
sobre la regulacion de su sintesis.

3.2 Hipbtesis.

Se plante6 como hipotesis de este trabajo, que la expresion del operon
arsABCD se controla transcripcionalmente por el regulador ArpR, quien seria el
activador directo de su transcripcion. El factor sigma RpoS controla la transcripcion
de arpR o del operdén arsABCD, y los sistemas de dos componentes GacS/GacA y
RsmA/RsmZ los regulan a nivel post-transcripcional a través de una red de
regulacion. El regulador global que inicia la cascada es el sistema de dos
componentes GacS/GacA controlando la sintesis de AR’s a través del control de
la transcripcion de rsmZ1 en A. vinelandii SW136. La proteina RsmA reconoce los
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mensajeros de arpR o de arsA inhibiendo su traduccion. RpoS regula la expresion
del operon arsABCD de manera independiente del sistema Gac-Rsm.

3.3 Objetivo general.

Definir el mecanismo de regulacion de la expresion del operdén de biosintesis
de alquilresorcinoles arsABCD por los sistemas GacS/GacA, RsmA/RsmZ/RsmY,
RpoS y por el regulador transcripcional ArpR en Azotobacter vinelandii.

3.4 Objetivos particulares.
1. Determinar si ArpR es un activador directo de la transcripcion de arsABCD.

2. Estudiar si el efecto del sistema GacS/GacA sobre la regulacion de la
expresion de arsABCD es a través del control de la expresion de rsmZ1 en
A. vinelandii SW136.

3. Definir cuales son los blancos de regulacién de RsmA/RsmZ1 en la sintesis
de alquilresorcinoles.

4. Determinar si estos sistemas de regulacion ejercen su efecto en la

expresion de los genes biosintéticos de ARs a través del control del
regulador ArpR.
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CAPITULO 4.

MATERIALES Y METODOS

Las cepas de A. vinelandii y E. coli utilizadas en este trabajo se enlistan en
la tabla 1.

Tabla 1. Cepas utilizadas en este trabajo.

Cepas Descripcion Referencias
A. vinelandii
SW136 algU” Derivada de la UW136, mucoide Segura et al. (2009)
ovs SW136 con insercion arsA:: Tn5SSgusA40, mucoide Segura et al. (2009)
SW5 SW136 gacA::Gm Este trabajo
SW7 SW136 arpR::Sp Este trabajo
SW9 SW136 rpoS::Sp Este trabajo
SW11 SW136 rsmA::Sp Este trabajo
SW13 SW136 rsmZ1::Km Este trabajo
SW15 SW136 gacA::Gm-rsmA::Sp Este trabajo
YRR30 SW136 conteniendo fusion transcripcional parsA-gusA Este trabajo
YRR31 SW136 fusidn traduccional parsA-gusA Este trabajo
YRR32 SWS5 conteniendo fusion transcripcional parsA-gusA Este trabajo
YRR33 SWS5 conteniendo fusidn traduccional parsA-gusA Este trabajo
YRR34 SW7 conteniendo fusion transcripcional parsA-gusA Este trabajo
YRR35 SW7 conteniendo fusion traduccional parsA-gusA Este trabajo
YRR36 SW9 conteniendo fusién transcripcional parsA-gusA Este trabajo
YRR37 SW9 conteniendo fusién traduccional parsA-gusA Este trabajo
YRR38 SW11 conteniendo fusion transcripcional parsA-gusA Este trabajo
YRR39 SW11 conteniendo fusién traduccional parsA-gusA Este trabajo
YRR40 SW13 conteniendo fusion transcripcional parsA-gusA Este trabajo
YRR41 SW13 conteniendo fusion traduccional parsA-gusA Este trabajo
YRR42 SW15 conteniendo fusion transcripcional parsA-gusA Este trabajo
YRR43 SW15 conteniendo fusion traduccional parsA-gusA Este trabajo
YRR50 SW136 conteniendo fusion transcripcional parpR-gusA Este trabajo
YRR51 SW136 conteniendo fusion traduccional parpR-gusA Este trabajo
YRR52 SWS5 conteniendo fusion transcripcional parpR-gusA Este trabajo
YRR53 SWS5 conteniendo fusién traduccional parpR-gusA Este trabajo
YRR54 SW9 conteniendo fusién transcripcional parpR-gusA Este trabajo
YRR55 SW9 conteniendo fusién traduccional parpR-gusA Este trabajo
YRR56 SW11 conteniendo fusion transcripcional parpR-gusA Este trabajo
YRR57 SW11 conteniendo fusién traduccional parpR-gusA Este trabajo
YRR58 SW13 conteniendo fusion transcripcional parpR-gusA Este trabajo
YRR59 SW13 conteniendo fusion traduccional parpR-gusA Este trabajo
YRR60 SW15 conteniendo fusion transcripcional parpR-gusA Este trabajo
YRR61 SW15 conteniendo fusion traduccional parpR-gusA Este trabajo
YRR62 SW136 conteniendo fusién transcripcional prsmZ1-gusA Este trabajo
YRR63 SWS5 conteniendo fusion transcripcional prsmZ1-gusA Este trabajo
E. coli
DH5a SupE44 AlacU169 hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1 relAl  Hanahan, D.,

1983

BL21 F- ompT hsdSB (rB-mB-) gal dcm rnel131 (DE3) Invitrogene
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Los plasmidos y oligonucleétidos utilizados en este trabajo se enlistan en las
tablas 2 y 3 respectivamente.

Tabla 2. Plasmidos utilizados en este trabajo.

Plasmido Descripcion Referencia
pMOSBIue Plasmido para clonar productos de PCR Amersham
pKK232-8 Plasmido derivado de pBR322 conteniendo el gen Pharmacia
cloranfenicol acetil transferasa (cat), Ap® Biotech

pACYC177 Vector de clonacién con origen de replicacion p15A New England

Biolabs
pMAL-c2X Vector de expresién de proteinas fusionadas a MBP, Ap® New England
Biolabs

pBBR1MCS-2 Vector de clonacién de productos de PCR con cassette de Kovach et al.,
resistencia a Km 1995

pBAD/His A Vector de expresion para construir proteinas conteniendo His Invitrogen
en el C-terminal, promotor ara, ApR

pYRR40 Plasmido derivado de pMOSBIue conteniendo un fragmento Este trabajo
de 2.6 kb de arsA

pYRR41 Plasmido derivado de pMOSBIue conteniendo un fragmento Este trabajo
de 1.8 kb de arpR

pMOS-RIC Plasmido derivado de pMOSBIlue conteniendo la region Este trabajo
intergénica de arpR

pMOSR-His Plasmido derivado de pMOSBIue conteniendo el gen arpR Este trabajo
etiquetado con 6 histidinas en el amino terminal

pMOSgA Plasmido derivado de pMOSBIue conteniendo gusA::Sp, Este trabajo
gusA sin SD

pMOSgA2 Pldsmido derivado de pMOSBIue conteniendo gusA::Sp, Este trabajo
gusA con SD

pYRR50 Pldsmido derivado de pMOSBIue conteniendo fusion Este trabajo
transcripcional parsA-gusA

pYRR51 Pldsmido derivado de pMOSBIue conteniendo fusién Este trabajo
traduccional parsA-gusA

pYRR52 Plasmido derivado de pMOSBIue conteniendo fusion Este trabajo
transcripcional parpR-gusA

pYRR53 Plasmido derivado de pMOSBIue conteniendo fusion Este trabajo

pPACYC/PKK-ArsA
pACYC/PKK-ArpR
pMAL-ArpR

pBBR-ArpR/His

pBAD-ArpR

traduccional parpR-gusA

Plasmido derivado de pACYC177 y pKK232 -8 conteniendo
una fusién transcripcional parsA-cat. Regién arsA de -250 a
+191

Plasmido derivado de pACYC177 y pKK232 -8 conteniendo
una fusion transcripcional parpR-cat. Region arpR de -250 a
+191

Plasmido derivado de pMAL-c2X expresando MBP-ArpR
Derivado del plasmido pBBR1MCS-2 expresando el gen
ArpR-His a partir del promotor lac

Plasmido derivado de pBAD/His expresando el gen ArpR-His
a partir del promotor ara

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
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4.1 Medios y condiciones de cultivo de las cepas de A. vinelandii

y E. coli.

Las cepas de A. vinelandii se crecieron a 30°C por 72 h en medio Burk
Sacarosa (BS) solido, cuya composicién es la siguiente (g/l): MgCl,6H,O 0.160,
NaMoO42H,0O 0.0002, FeSO,7H,O 0.005, CaCl,2H,O 0.073, Na,SO, 0.183,
K;:HPO,4 0.8, KH,PO, 0.2 y 15 de agar; se ajusto el pH a 7.1, sacarosa 20 g/l. El
medio Burk Butanol (BOH) se utilizé para la induccién del enquistamiento de las
cepas de A. vinelandii, y su composicion es igual a la del medio BS, pero
reemplazando la sacarosa por butanol al 0.2%. Para preparar células competentes
de A. vinelandii se utiliz6 medio CM sdélido y liquido, su composicién es la misma
que el medio BS excepto que no contiene NaMoO42H,O ni FeSO4,7H,0. Las
cepas de E. coli se crecieron en medio LB (composicion en g/l: peptona de
caseina 10, cloruro de sodio 10, extracto de levadura 5 para medio liquido,
suplementado con 15 de agar para medio s6lido) o medio M9 (composicién g/l
Na;HPO,.7H20 12.8, KH,PO, 3, NaCL 0.5, NH4CL 1 y 20% glucosa) y se
incubaron a 37°C con agitacién (200 rpm). Los antibiéticos usados para E. coli
fueron: ampicilina 100 ug/ml, acido nalidixico 100 pug/m, kanamicina ug/ml 15 y
para A. vinelandii fueron: &cido nalidixico 30 pg/ml, espectinomicina 100 pg/ml,
kanamicina 2 pug/ml, tetraciclina 15ug/ml y gentamicina 1.5 pg/ml en medio sélido o
liquido.

4.2 Construccion de las fusiones transcripcionales vy

traduccionales parsA-gusA y parpR-gusA.

Para construir las fusiones transcripcionales parsA-gusA y parpR-gusA, se
amplificaron fragmentos de ADN conteniendo las regiones reguladoras y parte de
las regiones codificantes de arsA y arpR por PCR, utilizando los oligonucle6tidos
UIARS y LIARS y PwarsR y ARSRIw respectivamente. Los productos de PCR
fueron clonados en el vector pMOSBIue, generando los plasmidos pYRR40 y
PYRR41 respectivamente. Un fragmento de ADN conteniendo los genes gusA y
Sp fueron amplificados utilizando los pares de nucleétidos UGA y SPlow 0 UGA2 y
SPlow y el plasmido pMP01 como ADN templado (Peralta-Gil et al., 2002). Los
fragmentos fueron clonados en el vector pMOSBIue y a los plasmidos obtenidos
se le nombr6 pMOSgA2 y pMOSgA respectivamente. Para construir la fusion
transcripcional parsA-gusA::Sp, el plasmido pYRR40 fue digerido con las enzimas
de restriccion Hindlll y EcoRI y se ligo un fragmento HindllI-EcoRI conteniendo los
genes gusA::Sp escindido del plasmido pMOSgA2. El plasmido generadd fue
nombrado pYRR50. El plasmido pYRR51 conteniendo la fusion traduccional
parsA-gusA::sp fue construido; digiriendo el plasmido pYRR40 con las enzimas de
resctriccion Bglll-Apal y se clond los genes reporteros gusA::Sp recuperados con
los mismos sitios de restriccion a partir del plasmido pMOSgA. Para construir la
fusion transcripcional parpR-gusA::Sp, se utilizé el plasmido pYRR41, se integro el
fragmento gusA::Sp en los sitios Ndel-Pstl de pYRR41, disefiando el plasmido
pPYRR52. La fusion traduccional arpR-gusA::Sp se construyo integrando en el
plasmido pYRRA41 el cassette gusA::Sp escindido con las enzimas BamHI-HindllI
del plasmido pMOSgA, generando el plasmido pYRR53.
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Los plasmidos pYRR50, pYRR51, pYRR52 y pYRR53 fueron utlizados para
transformar A. vinelandii y las mutantes derivadas SW5, SW7, SW9, SW11, SW13
y SW15. Las cepas transformantes resistentes a espectinomicina fueron
seleccionadas (Ver tabla 1 para ubicar las cepas resultantes), la integracion de las
fusiones por reemplazamiento en el cromosoma fue confirmado por ensayos de
PCR (Dato no mostrado).

Tabla 3. Oligonucledtidos utilizados en este trabajo.

Oligonucleodtidos Secuencia

arsA-RT-F

5" cac cctcgt caatct gctc 3°

arsA-RT-R 5" gat cct ggt cga aga ccttg 3°
arpR-RT-F 5” ctt ccc ctg ctg gca ctc 37

arpR-RT-R 5" cgt tcc tgg agt tct tcg ag 3°

arpRU1 5" att cct cgc tcacgt ctga 3°

arpRL1 5" tac tgg tca tcg caa agc tg 3’

fw-gyrA 5" ccagca agg gca agg tct a 37

rev-gyrA 5" tcg tcc agc ggc aac agg t 3°

PparsR 5’cgt aga att cc acct gcg ccc act act 3°
PwarsR 5" atc tgg atc cat ggg gaa ggc cta tcc 3°
ArpRu 5" gac ggt gag ctc atc gct ttt tgc tca tgg 3°
ArpRw 5" cgc taa gaa ttc agg ttg cca gaa cgat 3’
ArpRHIS 5" atg cat cat cat cat cat cat atc gct ttt tgc tca tgg 3°
UIARS 5 atg ctt cta gag tct gtg ctg atc cat 3°
LIARS 5" cta gtg agc tca ggg gct ttc gtc gg 3°
ARSRIw 5" ctg cgt gcc gtg agg tac 37

UGA 5" gct ata gat ctc tta atg agg agt ccc tt 3°
UGA2 5 ctt atg tta cgt cct gta gaa acc cca ac 3’
SPlow 5°gct tta tgc ttg taa tcc 3°

ArsA-5 5" gag gat cga cga acg gac 3’
arsAEMSA1 5" gct tgt gtg ctt gat ggt 3°

arsAEMSA3 5" ggt ctt cgc ctc ttg tcc 3°

arpREMSA1 5" cag tca gac cgg cat ac 3°

RediR3 5" tcc atg agc aaa aag cga tc 3’
emsasup 5" ctc tgg tgg gac get ttt ¢ 37

emsaSdwn 5" cct tca cct gtt gtc ctt ¢ 37

ArpRp3 5" gac ggt gga tcc atc gct ttt tgc tca tgg 3°
ArpRp4 5" cgc taa aag ctt agg ttg cca gaa cgat 3

4.3 Construccion

de los plasmidos  pACYC/pKK-arsA,

pPACYC/pKK-arpR, pBAD-arpR y pBBR-arpR/His.
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Para construir los plasmidos pACYC/pKK-arsA y pACYC/pKK-arpR
conteniendo fusiones transcripcionales parsA-cat y parpR-cat respectivamente, se
generd primero el plasmido pACYC/pKK. Este plasmido es derivado de los
vectores pACYC177 y pKK232-8 los cuales fueron digeridos con BamHI-Pstl y
Smal-Ndel respectivamente, rellenados con la enzima Klenow (Roche) y ligados
con la ligasa DNA T4 (Roche). La regiébn promotora de arsA fue escindida del
vector pYRR40 con las enzimas Sacll y Bgll y fue clonado en los mismos sitios de
restriccion de pACYC/pKK, dejando el gen reportero cat bajo la regulacion del
promotor arsA en el plasmido pACYC/pKK-arsA. Para la fusion transcripcional de
la region reguladora de arpR con el gen cat, se amplifico la regién promotora de
arpR con los oligonucleétidos PwarsR y PparsR. El producto de PCR fue clonado
en el vector pMOSBIue, originando el plasmido pMOS-RIC. La regién promotora
de arpR fue escindida de pMOS-RIC con las enzimas Sacll y Bgll y clonada en el
plasmido pACYC/pKK, digerido con las mismas enzimas de restriccion. Al
plasmido generado se le nombré6 pACYC/pKK-arpR. El regulador ArpR fue
expresado en E. coli a partir del plasmido pBAD-arpR. Para construir este
plasmido, la region codificante de arpR fue amplificada utilizando ADN total de la
cepa SW136 de A. vinelandii y los oligonucleétidos arpRu y arpRw. Este producto
de PCR fue digerido con las enzimas de restriccion Sacl y EcoRlI, purificado a
partir de gel de agarosa por el método GENECLEAN (MP) y clonado en el vector
pBAD/His A (Invitrogen), generando el plasmido pBAD-arpR. Para expresar la
proteina ArpR en A. vinelandii, se construyé el plasmido pBBR-arpR/His. Un
fragmento de ADN conteniendo la region codificante de arpR fue obtenido de
pBAD-arpR por PCR, utilizando los oligonucleétidos arpRHIS y arpRp4. El
producto de PCR fue clonado en el vector pMOSBIue, generando el plasmido
pMOSR-His. El gen arpR etiquetado con 6 histidinas en el amino terminal, fue
escindido de pMOSR-His con las enzimas de restriccion Hindlll y BamHI y clonado
en el vector pPBBR1IMCS-2, digerido con las mismas enzimas. El plasmido
generado fue pBBR-arpR/His y fue transferido a A. vinelandii por conjugacién
triparental.

4.4 Construccion del plasmido pMAL-ArpR y purificacion de

MBP-ArpR.

Para construir el plasmido pMAL-ArpR, que permite expresar la proteina
recombinante MBP-ArpR, un fragmento de PCR de 1.2 Kb conteniendo la region
codificante de arpR sin los codones de inicio y paro, fue amplificado con los
oligonucleotidos arpRp3 y arpRp4. El producto de PCR fue digerido con las
enzimas BamHI y Hindlll, purificado por el método GENECLEAN (MP) y clonado
en el extremo 3"del gen malE dentro del vector pMAL-p2X (New England Biolabs),
produciendo el pladsmido pMAL-ArpR. La proteina MBP-ArpR fue expresada a
partir del plasmido pMAL-ArpR en E. coli BL21. Se crecié E. coli en 100 ml de
medio LB con 0.2% de glucosa hasta llegar a una D.O de 0.5. Una vez en la D.O
deseada, se adiciono al cultivo 0.5 mM de IPTG y se dej6 induciendo por 3 horas a
30°C. Las células fueron cosechadas, centrifugadas a 10,000 rpm a 4°C y lavadas
con buffer columna (20 mM Tris-HCI, pH 7.4, 200 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10 mM
2-mercaptoethanol), resuspendidas en 10 ml del mismo buffer y sonicadas. Se
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centrifugd por 30 minutos a 10,000 rpm a 4°C y se recuperd el sobrenadante. La
MBP-ArpR se unié a una resina de amilosa (New England Biolabs), se lavé con
100 ml de buffer columna para remover las proteinas unidas de manera
inespecifica y posteriormente se eluyé con buffer columna conteniendo 10 mM de
maltosa.

4.5 Cuantificacion de proteina por método de Lowry.

La cuantificacion de proteina se realizo por el método de Lowry (Lowry et al.,
1951). Los ensayos se realizaron por duplicado. Las células se lavaron con
MgSO, 10 mM y se resuspendieron en 1 ml de H,O. Del paquete celular se tomo
una alicuota cuyo volumen fue de acuerdo a la cantidad de células en el cultivo, y
se afor6 con H,O a 1 ml. Posteriormente se adicionaron 5 ml de la solucion
reactiva recién preparada (ver apéndice). Se agitdé y dejé reposar 10 min., se
adicionaron 0.5 ml de reactivo de Folin (Sigma) dilucién 1:2 en H,O. Se agité y se
dejé reposar 30 min, y se midié la absorbancia a 595 nm. Simultaneamente se
realiz6 una curva de calibracion utilizando un patron de albumina, con las
siguientes concentraciones: 50, 100, 200, 400 y 600 pg/ml.

4.6 Determinacion de actividad de B-glucuronidasa.

La actividad de B-glucuronidasa fue determinada de acuerdo a Miller, donde
1 unidad corresponde a 1 nm de p-nitrofenil-B-D-glucuronido hidrolizado por
minuto por mg de proteina. Se tomé una muestra de 1 ml de cultivo o mas
dependiendo de la densidad celular, se centrifug6é para obtener el paquete celular
y se resuspendié en 1 ml de MgSO, 10 mM. Se tomaron 20 pl de muestra
(Volumen de reaccion) o mas dependiendo del grado de expresion de -
glucuronidasa. Se agregaron 710 pl de amortiguador Z (ver apéndice),
posteriormente se agregaron 10 pl de lisozima (10 mg/ml) y se dejé incubando a
37°C por 5 min en bafio maria. Terminado el tiempo de incubacion se agregaron
10 pl de Tritén X-100 al 10% y 100 pl de p-nitrofenil--D-glucurénido (PNPG) 12.5
mM; inmediatamente se cronometro el tiempo de inicio de la reaccién. Se
transfirieron los tubos a un bafio de agua a 28°C por 15 min (Tiempo de reaccion).
Se detuvd la reaccion agregando 150 ul de Na,CO3; 1.2 M, se leyé la absorbancia
a 405 nm. Para calcular las unidades Miller se utilizo la siguiente ecuacion

U B-glucuronidasa =

(Tiempo reaccion min.)(Vol reaccion ul)(ug proteina/ml)

4.7 Determinacion de actividad de cloranfenicol acetil transferasa
(CAT).
Se utilizaron 0.05 ml de un cultivo de 16 h de E.coli DH5a conteniendo los
plasmidos pBAD-arpR y pACYC/PKK-arsA o pACYC/PKK-arpR para inocular
tubos con 5 ml de LB, se mantuvo el crecimiento a 37°C hasta una O.D.gy de 0.3-
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0.4. Cuando las células alcanzaron la O.D.so0 deseada, se agreg6 arabinosa
(0.05%) para promover la induccién de ArpR y se colectaron las células a los
tiempos 0, 3, 6 y 12 h de induccién con arabinosa para medir la actividad de CAT
de la fusion arsA-cat y a los tiempos 0 y 12 h para la actividad de la fusion arpR-
cat. El ensayo CAT se realiz6 como se describio previamente (Martinez-Laguna et
al., 1999). La actividad especifica de CAT fue cuantificada en pmoles de substrato
(cloranfenicol) hidrolizado por minuto por mg de proteina.

4.8 Cuantificacion de alquilresorcinoles.

Las mutantes aisladas se crecieron por 5 dias en medio Burk Butanol liquido
para inducir sintesis de ARs. Después las células se colectaron y se pasaron a
tubo Eppendorf, se resuspendieron en 1 ml de MgSO, 10mM. Se tomd una
muestra (300 pl) para cuantificacion de proteina, la muestra restante se centrifugo
a 14,000 rpm por dos minutos. Al terminar de centrifugar, se retir6 el sobrenadante
y se dejo la pastilla, a esta se le adicion6 1 ml de acetona para la primera
extraccion de ARs, se agitd en vortex y se dejo reposar 1 h. Posteriormente se
centrifug6 a la misma velocidad y tiempo. Se colecto la acetona y se afiadid otro
mililitro de acetona a la pastilla para la segunda extraccién. Se agité en vortex
hasta resuspender y se dejaron toda la noche a temperatura ambiente, sin
exposicion a la luz. Al dia siguiente las muestras se centrifugaron y se recolecto la
acetona. Los dos extractos obtenidos se mezclaron y se llevaron a una centrifuga
de vacio (Savant), para concentrar el extracto y llevarlo a un volumen de 200 pl.
Posteriormente se tomaron 50 pl de las muestras y se secaron en el Savant. Para
hacer la cuantificacion de ARs se afiadi6 1 ml de la solucion azul rapido B-
Propanol (ver apéndice) y se dejé reaccionando las muestras 1 h en la oscuridad
(Tluscik et al., 1980). Para leer las muestras en el espectrofotometro se utiliz6 una
longitud de onda de 520 nm. Simultaneamente se realiz6 una curva patron con un
estdndar de 4-(4-Nitrofenilazo) resorcinol (Aldrich) en acetona a distintas
concentraciones (1, 5, 10, 25 y 50 pg/ml).

4.9 Caracterizacion fenotipica sobre produccién de

alquilresorcinoles de las mutantes de A. vinelandii.

Para determinar el fenotipo de ARs en placa de las mutantes, se realizo el
siguiente procedimiento: Se crecieron las mutantes en medio Burk Sacarosa, se
lavaron con MgSO,4 10 mM y se colocaron filtros con 10 pl del cultivo en placas con
medio Burk Sacarosa para crecimiento vegetativo o medio Burk Butanol para
inducir enquistamiento y sintesis de ARs. Después de cinco dias de incubacion,
las placas se rociaron con una solucion reveladora de placas (ver apéndice).
Mediante esta metodologia las colonias que producen y acumulan ARs se tifieron
de rojo por la reaccion del colorante, mientras que las no productoras
permanecieron del color original blanquecino.

4.10 Purificacion de ARN total de A. vinelandii.

Se colectaron las células de 1.5 ml de cultivo de 36 h de crecimiento en
medio BOH, se centrifugaron a 8000 rpm por 10 min y se resuspendieron en 50 pl
de H,O con DEPC (di-etil pirocarbonato) 0.1% V/V. Se adicionaron 5 pl de DEPC
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0.5% y 400 ul de acetona helada, se mezclé manualmente y centrifugd a 10,000
rom por 5 min. Se desechd el sobrenadante con cuidado. Posteriormente se
resuspendio la pastilla en 50 pl de DEPC 0.1%, se agregaron 10 pl de lisozima (10
mg/ml) preparada con DEPC 0.5% y se incubd a 37°C por 10 min. Terminado el
tiempo de incubacién se agregd 1 ul de proteinasa K (100 pg/ml), se incub6 en
hielo 10 min, se adicionaron 7 ul de DEPC 0.5%, 200 pl de fenol (precalentado a
70°C), se dejo reposando por 5 min a 60°C y se agregaron 150 pl de cloroformo,
se mezclé manualmente. Se adicionaron 120 pl de DEPC 0.1% y se centrifug6 a
12,000 rpm por 5 min. Se removid la fase acuosa y adicion6 1 ml de etanol
absoluto, se dejo precipitando por 1 h o toda la noche a -20°C. Se recupero el
ARN centrifugando a 12,000 rpm por 15 min, se desechd el sobrenadante, se
centrifugaron las muestras al vacio para evaporar el etanol y la pastilla se
resuspendié en 50-100 pl de DEPC 0.1% y se guard6 a -20°C.

4.11 Sintesis de ADN complementario.

Para la sintesis de ADN complementario se utilizé el kit Revert Aid TM H
minus First Strand cDNA Synthesis (Fermentas). El ARN se cuantificé y diluyé a
100 ng/ul en agua con DEPC, se tomaron 2 ul y colocaron en un tubo. Se afiadio 1
pl (2 pmoles/ul) de cada oligonucledtido reverso del gen cuya expresion se
cuantificara asi como del gen control (Tabla 3), a un volumen final de 12 pl con
agua con DEPC, se mezclé y centrifugé brevemente. Posteriormente se colocé el
tubo en hielo y agregé 4 ul de buffer de reaccion 5X, 1 pl de inhibidor de nucleasa
y 2 ul de nucledtidos 10 mM, se mezcld, centrifugd y se dejé incubando a 37°C por
5 min. Se afiadié 1 ul de reverso transcriptasa y se mantuvé en incubacion por 60
min a 42°C. La reaccion se detuvd calentando a 70°C por 10 min, se enfridé en
hielo y mantuvo en congelacion.

4.12 Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real.

La cuantificacion de la expresiéon de los genes arsA y arpR se realizo
utilizando como control interno al gen gyrA. Para los genes arsA, arsR y gyrA se
llevo a cabo la siguiente mezcla por triplicado de cada cepa SW136, SW5, SW7,
SW9, SW11, SW13, SW15: 10 pul de SYBRGREEN (Applied Biosystem), 1 ul de
ADN complementario (5 ng), 1 ul de los oligonucleétidos Fw (250 nM; arsA-RT-F,
arpR-RT-F y fw-gyrA para arsA, arpR y gyrA respectivamente), 1 pl de los
oligonucledtidos Rev (250 nM; arsA-RT-R, arpR-RT-R y Rev-gyrA para arsA, arpR
y gyrA respectivamente) y 7 pul de H,O estéril. Las mezclas fueron colocadas en
una placa de 96 pozos y se coloco en el termociclador. Las condiciones para el
PCR tiempo real fueron las siguientes: 1 ciclo a 95°C por 10 min, 1 ciclo a 95°C
por 15 segundos y 1 ciclo a 60°C por 15 min, los dos Ultimos ciclos se repitieron 40
veces.

4.13 Determinacion del inicio de la transcripcion.
Los ensayos tipo Primer extension se realizaron con 50 pg de ARN
purificado de cultivos crecidos por 36 h en medio de induccidon a enquistamiento
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(Burk Butanol, BOH). Las reacciones de extension se realizaron marcando los
oligonucleétidos con gama ATP*? utilizando la enzima polinucleétido cinasa
(Roche) y 20 pmol del oligonucleétido e incubando 1 h a 37°C. Para realizar el
cADN se utiliz6 la enzima AMV (Roche) con una temperatura de extension de
42°C, se precipitd utilizando acetato de amonio 10 M mas 100 ul de etanol
absoluto, se centrifugo a 14 mil rpm por 10 min, se lavé con etanol al 70% al
menos tres veces y finalmente el pellet fue resuspendido en 8 pl de agua mas 4 pl
de colorante. Posteriormente para realizar la secuencia nucleotidica se utilizé el kit
Termo Sequenase™ Cycle Sequencing Kit (USB) siguiendo las instrucciones del
fabricante. El oligonucleétido utilizado para el primer de arsA fue ArsA-5 vy el
plasmidos para la secuencia de la region promotora de arsA fue pYRA40.

4.14 Ensayos de cambio en movilidad electroforética (EMSA).

Las regiones reguladoras de arsA, arpR y rpoS fueron amplificados por
PCR wusando los pares de oligonucleétidos arsAEMSAl y arsAEMSAS,
arpREMSAL y RediR3, y emsaSup y emsaSdwn respectivamente y ADN de la
cepa SW136 de A. vinelandii como templado. Los productos de PCR fueron
marcados durante la reaccion de PCR con (y32P)-dCTP, purificados utilizando el
Kit GENECLEANF IIl (MP). Las reacciones de unién a ADN se realizaron en buffer
de unién a (10mM Tris-HCI (pH 8), 50 mM KCI, 1 mM DTT, 0.5 mM EDTA, 5%
glycerol y 10 pg/ ml BSA], mezclando 10 nmol de cada producto de PCR e
incrementando la concentracion de proteina MBP-ArpR purificada en un volumen
total de 20 ul. Las reacciones fueron incubadas a temperatura ambiente por 30
min, y después separadas elecroforeticamente en geles de poliacrilamida no
desnaturalizantes al 6% en buffer 0.5X de Tris-Borato-EDTA (TBE) a temperatura
ambiente. El gel se seco y se expuso en un cassette de Fosforimager®, al cabo de
24 horas se visualizo.

4.15 Determinacion de la constante de disociacion (Kd).

Para calcular la afinidad de ArpR por la region promotora de arsA, se
calcul6 la constante de afinidad (Kd) analizando ensayos de movilidad
electroforética en ausencia o presencia de acetoaceti-CoA (5 mM). Las
cantidades de ADN retardados utilizando diferentes concentraciones de proteina
MBP-ArpR (0, 25, 50, 100, 200, 500, 1000, 3000 nM y 10 mM de ADN marcado)
fueron calculados a través de densintometria utilizando el software Molecular
Dynamics Phosphorimager e ImageQuant. Se grafico la fraccion de ADN
retardado en funcion de la concentracion de proteina MBP-ArpR utilizada y se
calcul6 la Kd mediante los reciprocos de la cinética de Michaelis-Menten.

4.16 Geles SDS-PAGE y Western blot.
Se prepararon geles de poliacrilamida-SDS al 12% (ver apéndice) para
llevar a cabo electroforesis de proteinas. Los pozos fueron cargados de acuerdo a

27



la concentracién de la muestra mas 1 volumen de buffer de carga (ver apéndice);
como marcador de peso molecular se utilizd PageRuler™ Prestained Protein
Ladder (Fermentas). Se dej6 corriendo el gel a 20 mA por 2 h en solucion
amortiguadora Tank (ver apéndice). Posteriormente, el gel fue teflido con una
solucién de azul de Coomassie durante 1 h, en seguida se lavoé con una solucién
para destefir por 30 min (ver apéndice). Se corrio un gel de proteinas (SDS-
PAGE). Se mantuvo en buffer de transferencia (ver apéndice) la membrana de
nylon para transferencia de proteinas y el papel filtro unos minutos, se armo el
aparato para transferir proteinas, se ensamblé la red conteniendo el gel, la
membrana y papeles filtro y se agregé buffer de transferencia, se dejo
transfiriendo por 2 h a 150 mA en el cuarto frio, ya terminado el tiempo se
desensamblo y se coloco la membrana en solucion PBS 1X (ver apéndice) por 15
min. Inmediatamente se prepar6 20 ml de solucién bloqueadora (BSA 3.0% en
PBS 1%) y se dej6é reposando la membrana por 1 h como minimo. Posteriormente
se lavé la membrana 3 veces con PBS Tween 0.3%, en cada lavado se dej6
incubando por 5 min, se continu6é con 3 lavados utilizando PBS también por
espacios de 5 min. Al finalizar los lavados se agreg6 el anticuerpo primario Anti-
Hiss (Roche) en una relacion 1:1000 que se preparo en 15-20 ml de PBS-BSA
0.3%, se dej6 toda la noche incubando en el cuarto frio. Al siguiente dia se dio
nuevamente 3 lavados con PBS-Tween 0.3% y 3 con s6lo PBS, se agrego el 2°
anticuerpo Anti-Rabbit IgG-POD (Roche) 1:5000 que fue preparado en PBS-BSA
0.3%, se dej6 incubando en el cuarto frio por toda la noche. Para finalizar se
dieron los 3 lavados con PBS-Tween 0.3% y 3 con PBS, se agrego el reactivo
para la reaccion de la fosfatasa alcalina, se detuvo la reaccién con agua.
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CAPITULO 5.
RESULTADOS

PARTE 1: REGULACION TRANSCRIPCIONAL DEL OPERON
arsABCD Y DEL GEN arpR.

5.1 ArpR activa latranscripcién del gen arsA.

La proteina ArpR regula la produccion de ARs, una mutante en el gen arpR
abate la produccion de estos lipidos y disminuye considerablemente la expresion
de arsA (Romero, 2008). Los experimentos previos de analisis del incicio de
transcripcion de arsA por “primer extension” en la mutante arpR™ (SW7; fig. 2.3,
carril 6), asi como la reducida expresion de este gen en la mutante SW7 (arpR’)
con respecto a la cepa silvestre (Fig. 2.4a; Romero, 2008), sugerian que ArpR es
un activador de arsA. Con el objetivo de evaluar esta posibilidad, se generd el
plasmido pBAD-ArpR que permite la expresion de este regulador con una etiqueta
de histidinas en E. coli a partir de un promotor inducible por arabinosa.
Adicionalmente se construyo el plasmido compatible pACYC/pKK-parsA-cat que
contiene una fusion transcripcional del promotor y la region reguladora de arsA
con el gen reportero de la cloranfenicol acetil transferasa para monitorear su
expresion. Se transformo la cepa de E. coli DH5a con estos plasmidos y se analizé
el efecto de la induccion de la expresion de ArpR sobre la expresion de parsA-cat
creciendo las cepas en cajas de medio LB conteniendo cloranfenicol (15ug/ml),
con o sin arabinosa (0.05%). El crecimiento de la cepa en cloranfenicol (expresion
del gen cat), se observd Unicamente en presencia de arabinosa y no en su
ausencia (Fig. 5.1a y b). Este resultado se confirmé de manera cuantitativa,
determinando la actividad especifica de CAT de esta cepa de E. coli con ambos
plasmidos en medio M9 con glucosa, en presencia y en ausencia de arabinosa. La
actividad de CAT determinada en distintas fases del crecimiento (D.Ogoo: 0.3 (3 h),
0.8 (6 h) y 1.5 (12 h)), mostré que la transcripcion de arsA es completamente
dependiente de la proteina ArpR (Fig. 5.1c).

En condiciones de no induccion (sin arabinosa), se observaron niveles muy
bajos de actividad CAT, mientras que la expresién de ArpR provocd un incremento
de 8 veces en la actividad CAT (expresion arsA) a las 12 horas. Esto indica que la
proteina ArpR es un activador de la expresion de la fusion parsA-cat en E. coli,
donde el gen arsA y el regulador ArpR estan ausentes. Es importante hacer notar
gue el maximo de actividad CAT (8 veces) se obtuvo hasta 12 horas después de la
induccion de la expresion de arpR. Una menor actividad CAT se observé durante
los primeros tiempos de induccién (3 y 6 h); esto podria tener dos explicaciones.

Una seria que durante las primeras horas la cantidad de proteina ArpR no es
suficiente para obtener la maxima expresion del promotor parsA-cat, y la induccion
optima de ArpR se alcanzaria hasta las 12 horas. Sin embargo, ese tiempo de
induccion es muy largo. La segunda explicacién considera algunos antecedentes
que sugieren que la proteina ArpR necesitaria de otro factor, posiblemente un
coinductor, para activar la expresion de parsA-cat. Dicho factor estaria ausente en
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las primeras horas de crecimiento bacteriano y presente a las 12 horas, tiempo en
gue la bacteria se encuentra en fase estacionaria.

Para descartar la primera opcién y determinar si la proteina ArpR esta siendo
expresada desde las primeras horas de induccién con arabinosa y estimar su
cantidad relativa, se realizd un experimento tipo Western Blot con un anticuerpo
anti-Histidinas utilizando extractos celulares de E. coli DH5a obtenidos tras 3, 6 y
12 horas de induccién.
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Fig. 5.1: Efecto de ArpR sobre la expresion de arsA en E. coli DH5a. El crecimiento en
cloranfenicol (a y b) y la actividad especifica del reportero CAT en medio sin cloranfenicol (c)
requieren de la presencia de la proteina ArpR. La cepa fue transformada con los plasmidos pBAD-
ArpR y pACYC/pKK-parsA-cat, que contienen el gen arpR bajo el control del promotor inducible por
arabinosa, y la region reguladora de arsA fusionada con el gen reportero cat respectivamente. (a)
Cepa sembrada en ausencia de arabinosa. (b) Cepa crecida en presencia de arabinosa. (c) Las
actividades fueron tomadas a distintas tiempos de crecimiento sin inductor y en presencia de
arabinosa en medio M9 suplementado con glucosa. Los resultados son el promedio de dos
determinaciones * desviacion estandar.

Los resultados del Western Blot revelaron que ArpR se expresa desde las

primeras horas de induccion (Fig. 5.2). Esto permitio concluir que la baja actividad
de CAT obtenida a 3 y 6 horas (Figura 5.1) no se debe a una baja expresion de
ArpR, y podria deberse a la ausencia de algun factor adicional (coinductor)
requerido para que ArpR active la expresién del reportero. Dicho coinductor
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estaria presente durante la fase estacionaria de crecimiento (12 h) lo que
permitiria una mayor expresion de CAT.

Tiempo (h) 12 3 6 12
0.2% Arabinosa - + + +

ATPR —p

Fig. 5.2: Ensayo tipo Western Blot para detectar la expresion de ArpR en E. coli DH5a. Se utilizé
un anticuerpo para detectar la etiqueta de histidinas de la proteina ArpR. Se usaron extractos
celulares obtenidos de los cultivos en medio M9 con o sin arabinosa reportados en la figura 6.1c.

5.2 ArpR se une alaregion reguladora del gen arsA.

El sistema heter6logo de activacion de la transcripcion de arsA en E. coli
utilizando como reportero el gen cat (Fig. 5.1), permitié determinar que ArpR activa
la expresion del gen arsA. Para determinar que esta regulacién es directa se
analizé la interaccion de esta proteina con la region reguladora de arsA. Se
purific6 ArpR como una proteina de fusion MBP-ArpR, expresada desde el
plasmido pMAL-ArpR. La unién de la proteina MBP-ArpR al producto de PCR
marcado con **P-CTP (10 nM) que abarca la region reguladora de arsA (-209 al
+82 con respecto al sitio de inicio de la transcripcién) fue examinado a través de
ensayos de cambio en movilidad electroforética (EMSA). La presencia de la
proteina MBP-ArpR cambié el patrén de migracion del fragmento arsA desde una
concentracion de 50 nM (Fig. 5.3, carril 3).

Por el contrario, al utilizar un fragmento de ADN conteniendo la regién
reguladora de rpoS, el cual fue utilizado como control negativo, no se observaron
cambios en el patrén electroforético, aun cuando se utilizé una concentracion de 1
uM de MBP-ArpR purificada (Fig. 5.3, carril 10). La especificidad de la interaccion
fue confirmada haciendo ensayos de competencia en la unién de MBP-ArpR entre
arsA marcado y los fragmentos especifico (100 veces mas arsA,; fig. 5.3, carril 7) y
no especifico (rpoS; fig. 5.3, carril 8) no marcados. Como se muestra en la figura
5.3, solo el fragmento de arsA no marcado (carril 7) fue capaz de competir por la
unién entre MBP-ArpR y el ADN marcado de arsA.

La union especifica de ArpR a la region reguladora arsA, soporta la idea que
la expresion de arsA es activada de manera directa por el regulador transcripcional
ArpR.
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Fig. 5.3. ArpR interacciona de manera especifica con la regién reguladora de arsA in vitro.
Ensayo tipo EMSA con un fragmento de PCR conteniendo la regiéon reguladora de arsA (arsA -
209/+82). Los fragmentos de ADN (10 nM) se mezclaron e incubaron con concentraciones
crecientes de MBP-ArpR: 0, 25, 50, 200, 500 y 1000 nM (cariles 1 a 6). Para los ensayos de
competencia al fragmento arsA -209 /+82 con 1.0 uM de MBP-ArpR purificada se agregé 100
veces mas de ADN especifico (arsA-209 /+82) no marcado (carril 7) o ADN inespecifico (region
reguladora de rpoS) (carril 8). Como ADN control se usé la regidn reguladora de rpoS con o sin
MBP-ArpR (carriles 9 y 10 respectivamente). Los fragmentos se resolvieron por electroforesis
en geles de acrilamida al 12%.

5.3 La expresion del gen ArpR se activa s6lo en condiciones de

enquistamiento.

Dado que la proteina ArpR es esencial para activar la transcripcion de arsA,
se determinaron las condiciones bajo las cuales se expresa el gen arpR; para ello
se realizO un experimento en condiciones de crecimiento vegetativo y bajo
condiciones de enquistamiento. La expresion de los mensajeros de arpR se
detecté mediante transcripciéon reversa y PCR no cuantitativo (RT-PCR). Para esta
técnica se utiliz6 ARN extraido de cultivos crecidos a distintos tiempos de
incubacion. De los ADNs complementarios obtenidos de cada ARN, se
amplificaron fragmentos de arpR de un tamafio de 300 pb. Como control se
amplificaron fragmentos de gyrA de un tamafio de 100 pb. Los productos de estas
reacciones se corrieron en un gel de agarosa. En la figura 5.4a se observa que se
amplificaron fragmentos de arpR so6lo en condiciones de enquistamiento y no
durante crecimiento vegetativo. De esta manera se demostré que la expresion del
gen arpR es regulada de manera diferencial y éste se expresa solo durante el
enquistamiento, al igual que la expresién del gen arsA (Segura et al., 2009).

El resultado anterior fue confirmado cuantificando la actividad B-
glucuronidasa de una fusion transcripcional parpR-gusA en células vegetativas y
en ceélulas inducidas a enquistamiento de la cepa YRR50 (SW136, fusion parpR-
gusA transcripcional) de A. vinelandii. Como se muestra en la figura 5.4b, los
resultados reflejaron un incremento en la expresion de arpR de hasta 20 veces
durante el proceso de enquistamiento, mientras que en condiciones vegetativas la
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expresion fue significativamente baja y s6lo aument6 ligeramente en tiempos
tardios del cultivo.

5.4 ArpR activa su propia expresion.

Dado que el regulador transcripcional ArpR tiene homologia con reguladores
de la familia LysR, cuyas proteinas en muchos casos autoregulan su expresion
(Schell, 1993, Maddocks y Oyston, 2008), se decidié determinar si ArpR estaria
regulando también su transcripcion. Se comparé la expresion de arpR en la cepa
silvestre SW136 y en la cepa mutante en el gen arpR (SW7) que contiene una
insercién de un transposon en la posicién 756 de este gen. Para cuantificar los
mensajeros de arpR se uso la técnica de reverso transcripcion y PCR en tiempo
real (RT-gPCR) utilizando ARN extraido 36 horas después de la induccion a
enquistamiento.

Para la RT-gPCR se utilizaron oligonucleétidos que amplifican un fragmento
de 100 nucledtidos en la regién que antecede a la insercion. Como se muestra en
la figura 5.5, la mutante SW7 presentd una disminucion de hasta un 85% en la
expresion relativa de arpR con respecto a la cepa silvestre. El resultado indica que
ArpR tiene un efecto positivo en la cantidad de sus propios transcritos.
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Fig. 5.4; Expresion de arpR y gyrA determinada mediante RT-PCR (a) y cuantificacion de la
actividad B-glucuronidasa de una fusion transcripcional parpR-gusA en cromosoma de la cepa
YRR50 de A. vinelandii (b). El tiempo de crecimiento de las cepas en (a) fue a las 12, 24 y 36 h en
cada condicion. Se utilizé la cepa SW9 (rpoS’) como control negativo. Panel superior: fragmentos
arpR amplificados. Panel inferior: fragmentos de gyrA amplificados. La actividad -glucuronidasa
en (b) fue determinada durante condiciones de crecimiento vegetativo (BS, ¢) y de induccién a
enquistamiento (BBOH, m).
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Fig. 5.5: Expresion relativa de arpR en la cepa silvestre (SW136) y la mutante arpR™ (SW7) bajo
condiciones de enquistamiento (36 horas). Se ilustra el promedio + desviacion estandar.

Los resultados anteriores fueron confirmados a través de ensayos de
expresion heterdloga en E. coli, en donde se utilizé el plasmido pBAD-ArpR que
expresa el regulador ArpR a partir de un promotor inducible, y se construy6 un
plasmido llevando una fusién transcripcional de la region reguladora de arpR y el
gen reportero cat (parpR-cat; plasmido pACYC/pKK-arpR-cat).

Ambos plasmidos se introdujeron a la cepa de E. coli DH5a. Se determind la
actividad especifica de CAT de esta cepa a las 12 horas, en ausencia o presencia
de arabinosa como inductor. Como se muestra en la figura 5.6, se observo un
aumento en la actividad CAT (Expresion parpR-cat) de hasta 15 veces en
presencia del inductor arabinosa (Expresion de ArpR) con respecto a la condicion
sin induccion (no expresion de ArpR).

Los datos demuestran que el regulador transcripcional ArpR, al igual que la
mayoria de las proteinas de la familia LysR, autoregula su expresion, a pesar de
gue el gen que codifica la proteina no se encuentra de manera divergente al gen
blanco (gen arsA), a diferencia de lo que ocurre frecuentemente con estos
reguladores (Schell, 1993).
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Fig. 5.6: Efecto de ArpR sobre la expresion de arpR. Determinacion de la actividad especifica de
CAT al fusionar el promotor de arpR con el gen cat en E. coli DH5a llevando los plasmidos pBAD-
ArpR y pACYC/pKK-arpR-cat a las 12 horas de crecimiento en ausencia y presencia de arabinosa
en medio M9 suplementado con glucosa. Los resultados son el promedio de dos determinaciones
+ desviacion estandar.

5.5 ArpR autoregula su transcripcion positivamente uniéndose a

su region reguladora arpR.

Los valores de expresion relativa de arpR en la mutante SW7 con respecto a
los de la cepa silvestre (Fig. 5.5) y los resultados de induccion de la expresiéon de
la fusién parpR-cat en E. coli en presencia de ArpR (Fig. 5.6) indican que ArpR
regula su propia transcripcion de manera positiva. Para confirmar la interaccion de
ArpR sobre su propia region reguladora se realizaron ensayos de cambio en
movilidad electroforética (EMSA).

Los ensayos tipo EMSA se realizaron mezclando concentraciones crecientes
de la proteina MBP-ArpR purificada (0, 25, 50, 200, 500 y 1000 nM) y 10 nM de un
fragmento de PCR marcado con **P-CTP que abarca la regién reguladora del -217
al + 82 con respecto al primer sitio (P1) de inicio de la transcripcion de arpR (fig.
5.8). Como se muestra en la figura 5.7, ArpR se une especificamente a su propia
region reguladora de una manera dependiente de concentracion, observandose un
cambio en el corrimiento de las bandas desde 50 nM.
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Fig. 5.7. ArpR interacciona con su propia region reguladora arpR in vitro. Se realiz6 un ensayo
tipo EMSA con un fragmento de PCR conteniendo la region reguladora de arpR (arpR -217 al +
82). Los fragmentos de ADN (10 nM) se mezclaron e incubaron con concentraciones crecientes
de MBP-ArpR: 0, 25, 50, 200, 500 y 1000 nM (carriles 1 a 6). Para los ensayos de competencia
al fragmento arpR -217/+82 con 1.0 uM de MBP-ArpR purificada se agregé 100 veces mas de
ADN especifico (arpR -217 al + 82) no marcado (carril 7) o ADN inespecifico (rpoS) (carril 8).
Los complejos ADN-proteina se resolvieron se resolvieron por electroforesis en geles de
acrilamida al 12%.

La especificidad de la interaccion de ArpR por su region reguladora fue
confirmada a través de ensayos de competencia. En la figura 5.7 se observa que
un fragmento especifico no marcado (100 veces mas arpR; carril 7) logr6 competir
con arpR marcado por la uniébn de MBP-ArpR, mientras que el fragmento no
especifico no (rpoS, carril 8).

5.6 Efecto dela mutacion rpoS en la expresion del gen arpR.

Se tenia el antecedente de que en una mutante rpoS la expresion del gen
arsA disminuye de manera significativa (Romero, 2008), a pesar de no haber
encontrado en la secuencia de su region reguladora un posible promotor
dependiente del factor sigma RpoS. Esto sugiere que la regulacion de RpoS sobre
la expresion de arsA seria a través de algun intermediario, el cual puede ser ArpR.

Al observar el efecto que ejerce la mutacion rpoS sobre la expresion de arpR
en condiciones de enquistamiento (36 h) a través de RT-qPCR, se not6 un
decremento de hasta un 95% la expresion de arpR en la cepa SW9 (rpoS’) con
respecto a la cepa silvestre SW136 (Fig. 2.4b). Esto indica que RpoS es esencial
para la expresion del gen arpR. Con la finalidad de investigar la regulacion de
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ArpR, se analizé la region intergénica 5 del gen arpR y se localiz6, a 105
nucleotidos del codén de inicio de la traduccion del gen, una posible caja -10 tipica
de promotores reconocidos por el factor sigma S (Castafieda et al., 2001; fig. 5.8),
lo cual apoya la hipotesis de que RpoS podria ejercer su efecto sobre la expresion
de arsA a través del control de la expresion de ArpR como intermediario.

Para verificar esta hipotesis, se realizé la amplificacion directa de los sitios de
inicio de la transcripcion del gen arpR por DMTSS (Mendoza-Vargas, et al., 2009)
en la cepa silvestre SW136. Como se observa en la figura 5.9, tres productos de la
extension fueron secuenciados y permitieron mapear el extremo 5°de arpR. El
inicio P1, localizado en el residuo G a 64 pb rio arriba del codon de inicio de la
traduccion de arpR corresponde al sitio de inicio de la transcripcion identificado
anteriormente por primer extension (Dato no mostrado).

Para este posible inicio, la caja -10 identificada (CTCGATT, marcada en la
fig.6.8a) se localiza a 7 nucledtidos del sitio de inicio de la transcripcion (P1), lo
gue sugiere que corresponde al promotor P1.

P3 P2
GGCGACGAC GGTTCCATTCCTGGATATTCCAAGGCGACGG!GCACCTTTGCCTCCCTCCGTAAC!GAAAAGTAACTC GATTT

-10
ATGAGTATCGCTAACTACACTACTAAGACG TGGAACCAACAGCCCCCTGACTGGCATGGAGAAAGCCGTCCCACTGCCGAG

AGTGATGG ATGATCGCT GCTCATGG ATAGGCCTTCCCCAT

—_—

arpR

Fig. 5.8: Analisis de la region promotora de arpR y sus posibles sitios de inicio de la transcripcion.
Regidn intergénica 5’ de arpR. El sitio -10 que reconoce el factor sigma S estd subrayado y l6s
sitios de inicio marcados como P1, P2 y P3.

Adicionalmente al sitio P1, se identificaron dos sitios de inicio de la
transcripcion los cuales se denominaron P2 y P3. Estos posibles sitios estan
ubicados a 108 y 132 pb del coddn de inicio de la traduccion respectivamente (Fig.
5.8y 5.9).
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Fig. 5.9: Mapeo de los sitios de inicio de la transcripcién del gen arpR. a) secuencia de nucleétidos
de los productos de PCR. El nucleétido inmediatamente antes de la cola de polinucleétidos
corresponde a los sitios de inicio de la transcripcion. b) comparacion de las secuencias obtenidas
con la secuencia del gen arpR (Avin_19160) y su region intergénica reportadas.

El resultado anterior es una evidencia que sugiere, que la regulacion de
RpoS sobre arsA podria ser indirecta al regular a su activador transcripcional ArpR
dado que, entre los tres posibles sitios de inicio de la transcripcidon P1 permitié
identificar una caja -10 que es reconocida por los factores sigma RpoS.
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PARTE Il: REGULACION POST-TRANSCRIPCIONAL DEL OPERON
arsABCD Y ArpR.

5.7 El regulador de respuesta GacA actua a través del sistema

RsmA/RsmZ.

Los reguladores globales GacA, RsmZ1 y RsmA estan involucrados en el
control de la sintesis de ARs dado que, la inactivacidén de estos reguladores afecta
la produccion de estos lipidos, asi como la expresion de arsA y de arpR (Romero,
2008). Anteriormente se descartd el efecto del sistema de dos componentes
GacS/GacA sobre la expresion de arpR y arsA en A. vinelandii SW136, a través
del control de la expresion del factor sigma RpoS, dado que en la cepa SW136 de
A. vinelandii, GacA no regula la expresién de rpoS, como sucede en la cepa ATCC
9046 (Romero, 2008).

Con este antecedente se considerd que la regulacion por GacA podria ser a
través del sistema RsmA/RsmZ como intermediario, pues GacA activa la
expresion de rsmZ1 y rsmZ2 en las cepas ATCC9046 y AEIV de A. vinelandii
(Manzo et al., 2011). Asi, se plante6 la hipotesis de que el sistema GacS/GacA
podria estar controlando la produccion de ARs al regular la expresion de RsmZ,
que titularia a la proteina RsmA, que seria un regulador negativo de la traduccién
de arpR o de arsA.

Para evaluar el efecto de la mutacion gacA sobre la transcripcion de rsmZ1,
se compard la actividad de B-glucuronidasa en las cepas YRR62 y YRR63
(SW136 (WT) y SW5 (gacA") que llevan una fusién transcripcional prsmZ1-gusA
en el cromosoma). La actividad de B-glucuronidasa se determiné durante el
crecimiento en medio Burk suplementado con sacarosa (Medio BS; fig. 6.1a).

Como se muestra en la figura 6.1b, la actividad de B-glucuronidasa en la
cepa SW136 fue aumentando durante la curva de crecimiento, hasta alcanzar una
méaxima actividad a las 24 h. En la mutante en gacA la expresion de rsmZ1l
disminuy¢ drasticamente (Fig. 6.1b)
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Fig. 6.1: Crecimiento (a) y actividad de B-glucuronidasa representando la expresion de rsmz1 (b)
en medio Burk sacarosa mostrado para las cepa YRR62 (Fondo genético silvestre; A y barras
grises) y YRR63 (Mutante en gacA; m y barras negras).

Se midié también la actividad de B-glucuronidasa de ambas cepas YRR62
(fondo silvestre) y YRR63 (fondo gacA) llevando la fusion prsmZl-gusA en
condiciones de induccién a enquistamiento.
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Fig. 6.2: Actividad de B-glucuronidasa que representa la expresion de rsmZl en médio de
induccién a enquistamiento en las cepas YRR62 (fondo silvestre) y YRR63 (gacA’, derivada de
SW136).

Como muestra la figura 6.2, la expresion de rsmZ1l en la cepa silvestre
SW136 va decayendo de acuerdo al tiempo de induccién a enquistamiento. Bajo
esta condicion, GacA también se requiere para la expresion del ARN no traducible
RsmZl, ya que en la cepa SW5 su expresion disminuy6é drasticamente. Los
resultados anteriores indican que en condiciones de enquistamiento la expresion
de rsmZ1 es también dependiente de GacA, tal como lo observé Manzo et al.,
2011 en condiciones vegetativas.

5.8 Los transcritos de arsA y arpR son un posible blanco del

sistema RsmA/RsmZ.

Mutaciones en el sistema RsmA/RsmZ, afectan la produccion y acumulacion
de ARs (Romero, 2008). Se observé que una mutacion rsmZ1 provoco un bloqueo
en la sintesis de ARs, mientras que una mutacién rsmA la afecté de manera
positiva, observandose una sobreproduccion con respecto a la cepa silvestre (Fig.
2.2). Al cuantificar por RT-gPCR la cantidad de transcritos de arpR y arsA en
ambas cepas (Fig. 2.4), los resultados correlacionaron con los fenotipos de
produccion de alquilresorcinoles.

Se observo un decremento en la cantidad de transcritos de arsA 'y arpR en la
cepa SW13 (rsmZ1), mientras que en la cepa SW11 (rsmA) se obtuvo un
aumento de solo un 20% y de hasta 2 veces mas transcritos para arsA y arpR
respectivamente (Fig. 2.4). Dado que el ensayo RT-gPCR no permite determinar a
gué nivel se da la regulacién del sistema Rsm (RsmA es un regulador de la
traduccién) sobre arpR y arsA, se examinoé la expresion de ambos genes midiendo
la actividad de B-glucuronidasa de las cepas YRR30 a YRR59 llevando fusiones
transcripcionales y traduccionales parsA-gusA y parpR-gusA integradas en el
cromosoma en el fondo genético de la cepa SW136 de A. vinelandii y en el de
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cada una de las mutantes en los genes gacA, arpR, rpoS, rsmA y rsmZ1 (para ver
descripcion de las cepas dirigirse a la tabla 1) bajo condiciones de induccién a
enquistamiento. Las actividades de las fusiones también fueron cuantificadas en
cepas que llevaban mutaciones en los genes que codifican para los reguladores
transcripcionales ArpR y RpoS, para confirmar los resultados obtenidos por RT-
gPCR.

En la figura 6.3a se muestran las actividades de las fusiones transcripcional y
traduccional parsA-gusA en los distintos fondos genéticos. En las cepas YRR38 y
YRR39 con las fusiones parsA-gusA transcripcional y traduccional
respectivamente (fondo en rsmA") se observd un incremento considerable en la
actividad glucuronidasa, con respecto a la cepa silvestre. Dado que RsSmA es un
regulador de la traduccion, este resultado sugiere que la regulacion podria darse a
través del control traduccional del activador arpR, aunque no se puede descartar
la regulacién adicional de arsA por RsmA, Los niveles de actividad -
glucuronidasa de las fusiones transcripcional y traduccional fueron similares entre
ellas en el resto de las cepas YRR32 a YRR37, de manera que los reguladores
GacA, ArpR y RpoS estarian regulando a arsA a nivel transcripcional (Fig. 6.3a).
Para el caso de RpoS, la regulacion seria al menos en parte a través del control
de la expresion de arpR, como fue demostrado anteriormente.

El andlisis de las cepas YRR38 y YRR39 (mutantes en el fondo rsmA™ con las
fusiones transcripcionales y traduccionales parsA-gusA respectivamente) sugiere
que RsmA podria tener como blanco a arpR. Para confirmar esta hipotesis, se
construyeron también las fusiones parpR-gusA transcripcional y traduccional y se
integraron al cromosoma de las cepas, tanto silvestre, como mutantes en cada
uno de los reguladores globales. Se midieron las actividades de GusA de ambas
fusiones en cultivos tras 36 horas de induccidn a enquistamiento.

La figura 6.3b contiene los resultados de las mediciones. Como se puede
observar, hay grandes diferencias entre los niveles de expresion de las fusiones
transcripcionales y las traduccionales en las cepas YRR52 y YRR53 (gacA,
transcripcional y traduccional respectivamente) y YRR58 y YRR59 (rsmZ1’,
transcripcional y traduccional respectivamente); se observé actividad solo en las
cepas de YRR52 y YRR58 que llevan la fusion transcripcional y no en las que
tienen la fusion traduccional, lo que indica que GacA y RsmZ1 se encuentran
regulando la expresién de arpR a nivel post-transcripcional. Este resultado es
coherente con la hipétesis de que RsmA funcionaria como un regulador negativo
de la traduccion del regulador ArpR, RsmZ1 titularia a RsmA, ejeciendo un efecto
positivo en la traduccion de arpR y GacA seria un regulador positivo de la
expresion de rsmZ1.
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Fig. 6.3: Efecto de la inactivacion de distintos reguladores sobre la expresion de arsA (a) y de arpR (b)
medida como actividad de B-glucuronidasa de fusiones transcripcionales y traduccionales. En el panel a) se
utilizaron fusiones parsA::gusA y en el b) parpR::gusA. Las cepas usadas en panel (a) fueron:YRR30 y
YRR31 (SW136 con fusion parsA-gusA transcripcional y traduccional respectivamente), YRR32 y YRR33
(fondo gacA’ con fusion parsA-gusA transcripcional y traduccional respectivamente), YRR34 y YRR35 (fondo
arpR™ con fusién parsA-gusA transcripcional y traduccional respectivamente), YRR36 y YRR37 (fondo rpoS’
con fusion parsA-gusA transcripcional y traduccional respectivamente), YRR38 y YRR39 (fondo rsmA™ con
fusion parsA-gusA transcripcional y traduccional respectivamente) y YRR40 y YRR41 (fondo rsmZ1 con
fusién parsA-gusA transcripcional y traduccional respectivamente. Las cepas del panel (b) fueron: YRR50 y
YRR51 (SW136 con fusién parpR-gusA transcripcional y traduccional respectivamente), YRR52 y YRR53
(fondo gacA™ con fusion parpR-gusA transcripcional y traduccional respectivamente), YRR54 y YRR55 (fondo
rpoS’ con fusién parpR-gusA transcripcional y traduccional respectivamente), YRR56 y YRR57 (fondo rsmA’
con fusién parpR-gusA transcripcional y traduccional respectivamente), y YRR58 y YRR59 (fondo rsmZ1" con
fusién parpR-gusA transcripcional y traduccional respectivamente). Las cepas fueron inducidas a
enquistamiento (36 horas). Los resultados son el promedio de dos determinaciones + desviacién
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Las cepas YRR38 y YRR39 (rsmA  conteniendo fusion parsA-gusA
transcripcional y traduccional respectivamente) presentaron actividades de [-
glucuronidasa altas con respecto a la cepa silvestre y similares entre ellas. Esto
podria deberse a que RsmA, ademas de fungir como un regulador negativo de la
traduccion, afecta la estabilidad de sus mensajeros blanco. Asi, es probable que la
ausencia de RsmA permita una mayor estabilidad de los mensajeros de arpR vy,
por lo tanto, una mayor concentracion de transcritos.

Esto explicaria también el efecto de la mutacién rsmA sobre la transcripcion
de arsA dado que, la mayor cantidad de transcritos de arpR, asi como de su
proteina al perderse la regulacion negativa de su traduccion, afectaria
positivamente la transcripcion de arsA (Fig. 6.3a). En las cepas YRR54 y YRR55,
mutantes de rpoS que llevan las fusiones transcripcional y traduccional
respectivamente, practicamente no se detectaron actividades de B-glucuronidasa,
esto confirma que el factor sigma RpoS es necesario para activar la expresion de
arpR.

5.9 GacA controla la produccion de ARs por una via adicional al

control del sistema RsmA/RsmZ.

Una de las estrategias que originalmente se propuso para determinar si la
regulacion de arpR-arsA por GacS/GacA se da soélo a través del sistema
RsmA/RsmZ, fue el generar la mutacion rsmA en el fondo genético de la cepa
SWS5 (gacA’), que presenta un bloqueo en la sintesis de ARs (fenotipo blanco).

De acuerdo con los resultados anteriormente expuestos, en la mutante gacA
, RsmA se encontraria libre por la falta de su titulador, el ARN rsmZ1, cuya
expresion es activada por GacA. El bloqueo en la sintesis de ARs se deberia al
efecto represor de RsmA sobre arpR. De ser cierta esta hipotesis, la mutacién en
rsmA en el fondo de la cepa SW5 (gacA’) seria supresora del fenotipo de no
produccion de ARs pues permitiria la traduccién de arpR y consecuentemente la
expresion de arsA y la sintesis de ARs. Por ello, se realiz6 la doble mutante gacA
/rsmA’, integrando la mutacion gacA::Gm en el cromosoma de la cepa SW11
(rsmA"), generando la mutante SW15. Se confirmé el remplazo del gen gacA
silvestre por el gen inactivo gacA::Gm mediante amplificacion por PCR (Dato no
mostrado).

Al analizar el fenotipo de produccion de ARs de las cepas dobles mutantes
(gacA’/rsmA’), se observd la mutacion rsmA no suprimié el fenotipo de no
produccion que provoca la mutacion gacA (Fig. 6.4a y 4b) como si sucede en la
mutante SW17 (rsmZ1/rsmA’", dato no mostrado).
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Fig. 6.4. Fenotipo (a) y produccion de alquilresorcinoles (b) en las cepas SW136 (WT), SW5 (gacA
), SW11 (rsmA’), SW13 (rsmZ1) y SW15 (gacA/rsmA’). Los resultados son el promedio de dos
determinaciones * desviacién estandar.

Para entender la razon de este resultado, se estudio la expresion de arpR y
de arsA en la cepa SW15 (gacA/rsmA). Los resultados se grafican en la figura
6.5. Algo que ya se habia observado anteriormente fue que los niveles de
mensajeros de arpR disminuyeron un 50% en la mutante gacA, mientras que los
de arsA presentaron una disminucion mas drastica (Figuras 2.4 y 6.5). La
mutacion rsmA restablecio la expresion de arpR en la cepa SW15, provocando
incluso su sobreexpresion (50%) con respecto a la cepa silvestre, como se
esperaba para el fenotipo de produccién de ARs; sin embargo, arsA siguid el
mismo comportamiento en su expresion que en la mutante gacA” (Fig. 6.5), lo que
concuerda con la no supresion observada en esta doble mutante.

De los resultados anteriores se deduce que RsmA regula negativamente la
expresion del regulador arpR, probablemente a nivel de traduccion. El efecto de la
mutacion gacA sobre la expresion de arpR se dan a través del control de rsmZ1 y
de RsmA. La disminucién en un 50% en los niveles del mensajero de arpR podrian
deberse a que al regular su traduccion se afecta su autoactivacién, y/o a un efecto
en la estabilidad de este mensajero, como se ha reportado que sucede con los
mensajeros de otros blancos de RsmA (Hernandez-Eligio et al., 2012). Los
resultados obtenidos con la mutante gacA/rsmA™ también indican que el sistema
GacS/GacA controla positivamente la sintesis de ARs por una segunda via que
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afecta la expresion de arsA, de manera independiente del regulador ArpR y del
control positivo de rsmZ1.

3.5
marpR
© 3
2
% 2:5 m arsA
5 2
0
5 15
X
] 1 -
0.5 A]I
0 4
SW136 SW11 SW15
WT gacA..Sp rsmA::Sp gacA/rsmA:Gm-Sp

Fig. 6.5: Expresion relativa de arpR y arsA en la cepa SW136 (WT) y en las cepas mutantes SW5
(gacA), SW11 (rsmA) y SWI15 (gacA/rsmA’). Los resultados son el promedio de dos
determinaciones + desviacién estandar.

PARTE IlI: IDENTIFICAC}I(’)N DEL COINDUCTOR DE ArpR PARA
ACTIVAR LA EXPRESION DE arsA.

6.1 Los reguladores globales RpoS, GacA, RsmA y RsmZl

regulan la expresion del gen arsA através de ArpR.

La mutante SW7 (arpR’) se encuentra bloqueada en la sintesis de ARs (Fig.
6.6, filtro 2). Para demostrar que este efecto se debe a la inactivaciéon del gen
arpR, se complementé dicha cepa con un plasmido que lleva el gen arpR bajo la
regulacién de un promotor inducible. Un fragmento Hincll-BamHI que contiene el
gen arpR con una etiqueta de 6 Histidinas en la region amino terminal fue clonado
en el vector multicopia pPBBR1MCS-2, quedando bajo el control del promotor del
cassette de resistencia a kanamicina. Al plasmido disefiado se le nombro pBBR-
ArpR/His. Este plasmido fue introducido en la cepa mutante SW7 (arpR’) por
conjugacion triparental y se mantuvé adicionando kanamicina a una concentracion
2pg/ml. La complementacion de la mutante por introduccion de arpR en trans en el
plasmido pBBR-ArpR/His restaurdé la produccion de ARs en condiciones de
induccion a enquistamiento (Fig. 6.6, filtro 3). El resultado anterior indica que el
bloqueo en la sintesis de ARs que presenta la cepa SW7 (arpR’) se debe a la
inactivacion del gen arpR.

Los resultados de los capitulos anteriores sugieren fuertemente que los
reguladores globales ejercen la regulacion sobre arsA a través de ArpR. Para
confirmar esta hipotesis, se determiné el efecto de la expresion de ArpR a partir
del plasmido pBBR-ArpR/His, en las cepas mutantes en los genes gacA™ (SW5),
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rpoS” (SW9), rsmA™ (SW11), rsmZ1 (SW13), y la doble mutante gacA/rsmA
(SW15) (Fig. 6.6).

1 2 3 4 3 6 7

Fig. 6.6: La expresion de arpR en trans restaura la produccion de alquilresorcinoles en mutantes de
distintos reguladores. 1. SW136 (WT, pBBR1MCS-2), 2. SW5 (gacA), 3. SW5 (gacA, pBBR-
ArpR/His), 4. SW7 (arpR’, pBBR1MCS-2), 5. SW7 (arpR’, pBBR-ArpR/His), 6. SW9 (rpoS), 7. SW9
(rpoS’, pBBR-ArpR/His), 8. SW11 (rsmA’), 9. SW11 (rsmA’, pBBR-ArpR/His), 10. SW13 (rsmZ1),
11. SW13 (rsmZ1’, pBBR-ArpR/His), 12. SW15 (gacA/rsmA) y 13. SW15 (gacA/rsmA’, pBBR-
ArpR/His). Se tifieron las placas con Fast Blue a las 48 horas de induccion a enquistamiento para
visualizar la produccion de AR’s.

La expresion de arpR restablecié la produccion de ARs en las cepas SW9
(rpoS’) y SW13 (rsmZ1°), mientras que en las cepas SW5 (gacA’), y SW15 (gacA
/rsmA’) no se observo este fendmeno. Estos resultados confirman lo observado en
la seccién 5.6; la regulacion que ejerce RpoS sobre la produccion de ARs se da a
través de ArpR. También sugieren fuertemente que la regulacion del sistema
RsmA/RsmZ sobre la sintesis de ARs, se da a través de ArpR, dado que la
expresion ectépica del gen arpR a partir del plasmido pBBR-ArpR/His en la
mutante SW13 (rsmZ1’), en la que la proteina RsmA esta libre por no estar
presente su antagonista el RNA RsmZ1, restaura la produccién de ARs.

El hecho de que en las mutantes SW5 y SW15 el plasmido pBBR-ArpR/His
no restaure la produccién de estos lipidos, confirma los resultados del capitulo
anterior, que indicaban que GacA regula a arsA no sélo a través de ArpR, sino
también sobre arsA por una via adicional independiente del regulador RsmZ1. Se
cuantifico la produccion de ARs de cada una de las cepas y se observé que la
cuantificacion de estos lipidos correlaciona con los fenotipos observados de tincién
de ARs (Fig. 6.7).

Sabemos que A. vinelandii se caracteriza por ser poliploide, llegando a
tener hasta 80 copias de su cromosoma (Allison et al., 1956). Por lo tanto la
restauracion parcial de solo un 50% en la produccion de alquilresorcinoles
observada en las cepas SW7 (arpR’), SW9 (rpoS’) y SW13 (rsmZ1) llevando el
plasmido pBBR—-ArpR/His podria deberse a que arpR estad expresandose a partir
de este plasmido de bajo nimero de copias.
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Fig. 6.7: Produccion de alquilresorcinoles en cepas expresando arpR en trans. Los
alquilresorcinoles fueron cuantificados de cultivos a 48 horas de induccién a enquistamiento.
SW136 (WT, pBBR1MCS-2), SW5 (gacA), SW5 (gacA, pBBR-ArpR/His), SW7 (arpR,
pBBR1MCS-2), SW7 (arpR’, pBBR-ArpR/His), SW9 (rpoS’), SW9 (rpoS’, pBBR-ArpR/His), SW11
(rsmA’), SW11 (rsmA’, pBBR-ArpR/His), SW13 (rsmz1’), SW13 (rsmZ1’, pBBR-ArpR/His), SW15
(gacA/rsmA’) y SW15 (gacA/rsmA’, pBBR-ArpR/His). Los resultados son el promedio de dos
determinaciones + desviacion estandar.

Para determinar si la ausencia de ARs en las células vegetativas se debe a

la falta de ArpR, se indujo la expresion de arpR en cada una de las cepas
mutantes con el plasmido pBBR-ArpR/His en medio de crecimiento vegetativo. En
ninguna de las mutantes, ni en la cepa silvestre SW136, se observé produccion de
ARs (Fig. 6.8).

SwW136 SW5 Sw7 SW7 SW9 Swiil SW13 SW15
WT gacA- arpR- arpR- rpos- rsmA- rsmzZ1- gacA-
+ + + + + + + rsmA-
pBBR1IMCS-2 pBBR-ArpR pBBR1MCS pBBR-ArpR pBBR-ArpR  pBBR-ArpR pBBR-ArpR +
/His -2 [His His /His /His pBBR-ArpR/His

Fig. 6.8: La expresion de arpR en trans en células vegetativas no restaura la produccién de AR’s.
Tincién de las colonias de las cepas silvestre y mutantes crecidas por 36 horas en medio BS. 1.
SW136 (WT, pBBR1IMCS-2), 2. SW5 (gacA’, pBBR-ArpR/His), 3. SW7 (arpR’, pBBR1MCS-2), 4.
SW7 (arpR’, pBBR-ArpR/His), 5. SW9 (rpoS’, pBBR-ArpR/His), 6. SW11 (rsmA’, pBBR-ArpR/His),
7. SW13 (rsmZ1', pBBR-ArpR/His) y 8. SW15 (gacA/rsmA’, pBBR-ArpR/His).

Para demostrar que la proteina ArpR esta presente en estas cepas tras la

induccion en crecimiento vegetativo, se realiz6 un Western Blot con el anticuerpo
anti-Histidinas para detectar la proteina ArpR en extractos proteinicos de cada una
de las cepas complementadas con el plasmido pBBR-arpR/His, crecidas por 36
horas, tanto en condiciones de crecimiento vegetativo como de enquistamiento.
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Fig. 6.9: Expresién de arpR en trans en células vegetativas. Western Blot anti-Histidinas para la
deteccion de ArpR en las cepas 1. SW5 (gacA, pBBR-ArpR/His) BS, 2. SW5 (gacA, pBBR-
ArpR/His) BOH, 3. SW7 (arpR’, pBBR-ArpR/His) BS, 4. SW7 (arpR’, pBBR-ArpR/His) BOH. 5. SW9
(rpoS’, pBBR-ArpR/His) BS, 6. SW9 (rpoS’, pBBR-ArpR/His) BOH. Los extractos fueron tomados
de cultivos crecidos por 36 horas en medio BS: Condicion crecimiento vegetativo. BOH: Condicién
de enquistamiento.

El Western Blot (Fig. 6.9) demostré que en todas las cepas que llevan el
plasmido pBBR-ArpR/His, se expresa la proteina, aun en condiciones de
crecimiento vegetativo. El resultado anterior sugiere que para activar la expresion
de los genes ars y, por ende, la produccion de ARs, arpR necesita algun factor
adicional (coinductor) que esta presente sélo en condiciones de enquistamiento y
no durante crecimiento vegetativo.

6.2 ArpR utiliza acetoacetil-CoA para activar su propia expresion

y la del gen arsA.

Dado que en las cepas que expresan arpR del pldsmido pBBR-ArpR/His no
se restablecié el fenotipo de produccion de ARs en condiciones de crecimiento
vegetativo (Figs. 6.8 y 6.9), se consider6 la posibilidad del requerimiento de un
factor o elemento regulador adicional. Dado que los reguladores de la familia LysR
frecuentemente requieren una molécula que funcione como coinductor o
corepresor (Schell, 1993), se planted la hipétesis de que el factor adicional
requerido podria ser un metabolito coinductor que permitiera a ArpR activar la
expresion de arsA. Dicho coinductor estaria relacionado con los cambios
metabolicos que se presentan durante la transicion del estado vegetativo al estado
latente. Los inductores del enquistamiento y consecuentemente, de la sintesis de
ARs, son moléculas relacionadas con el metabolismo de lipidos, como son el [3-
hidroxibutirato y el butanol (Lin y Sadoff, 1968; Sadoff, 1975). Alguin compuesto
relacionado con el catabolismo de estos inductores del enquistamiento podria
desempeiniar el papel de coinductor. También existe evidencia genética que apoya
la hipotesis de que una molécula relacionada con el metabolismo de lipidos es el
inductor del enquistamiento y de la sintesis de ARs. Un bloqueo en la sintesis de
poli-B-hidroxibutirato provoca la sintesis de alquilresorcinoles y enquistamiento en
condiciones de crecimiento vegetativo (Segura et al., 2003). Se propone que el
bloqueo de la sintesis de PHB produce el cambio metabdlico que induce el
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enquistamiento y suministraria acetil-CoA y el poder reductor para la sintesis de
ARs (Fig. 1.3).

Para identificar al posible coinductor, se realiz6 una busqueda in vitro
mediante ensayos tipo EMSA usando la proteina purificada ArpR sobre la region
reguladora de arsA vy utilizando metabolitos relacionados con el metabolismo de
los inductores de enquistamiento y la sintesis de PHB. Se probaron acetil-CoA,
malonil-CoA, B-hidroxibutirato y acetoacetil-CoA (Fig. 1.3).

La adicion de 12 mM de los tres primeros metabolitos no tuvo efecto en los
retardos; sin embargo, la presencia de 1 a 12 mM de acetoacetil-CoA es capaz de
aumentar la afinidad de ArpR por los fragmentos conteniendo la region reguladora
de arsA (Fig. 7.1).

MBP-ArpR (UM) 0 01 8 0101010101 8 8
ADN arsA marcado + + + + 4+ o+ o+ o+
ADN rpoS marcado - - - - - - - -+ o+
Acetoacetil-CoA (mM) - - - - 1 4 8 12 - 12
- -
l L I

Fig. 7.1. Acetoacetil-CoA incrementa la afinidad de ArpR por la region promotora de arsA in vitro.
Se realizé un ensayo tipo EMSA con un fragmento de PCR conteniendo la regién reguladora de
arsA (arsA-209 /+82). Los fragmentos de ADN se mezclaron e incubaron con concentraciones
crecientes de MBP-ArpR (0, 0.1 y 8 uM) en ausencia (a) o presencia de 1, 4, 8 y 12 mM de
acetoacetil-CoA. Como control negativo, se utilizé un fragmento de la region reguladora de rpoS. El
ADN libre y los complejos ADN-proteina ArpR se resolvieron por electroforesis en geles de

acrilamida al 12%.

Estos ensayos tipo EMSA se realizaron para establecer una concentracion
de acetoacetil-CoA para posteriores experimentos. Se realizaron ensayos en
ausencia o presencia de 1 mM de acetoacetil-CoA utilizando de 25 a 3000 nM de
proteina ArpR y la region reguladora de arsA (-209 al +82 con respecto al sitio de
inicio de la transcripcion).

La figura 7.2a muestra el ensayo EMSA en ausencia de acetoacetil-CoA. Es
evidente un cambio en el patron de bandeo del 10% del ADN desde 50 nM de
proteina ArpR (Carril 3) y lograndose retardar solo el 65% a pesar de utilizar
concentraciones de hasta 3 uM de ArpR (Carril 8). Sin embargo, utilizando las
mismas concentraciones de ArpR, ahora en presencia de 1 mM de acetoacetil-
CoA (Fig. 7.2b), se observo el retardo del 10% del ADN utilizando 25 nM de ArpR
y ademas, se logro retardar hasta el 95% del ADN utilizando 1 uM de ArpR. Como
control se utilizé la regién reguladora de rpoS, la cual no fue retardada utilizando
3uM de ArpR en ausencia o presencia de acetoacetil-CoA (1mM; fig. 7.2a y b,
carriles 10). Este resultado es consistente con la hipotesis que ArpR estaria
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detectando acetoacetil-CoA aumentando su afinidad por la region reguladora de
arsA.

a)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

MBP-ArpR (nM) 0 25 50 100 200500 1000 3000 3000 3000

ADN arsA marcado (10nM) + + o+ 4+ + 4+ + o+

ADNrpoS marcado (10nM) - - - - - - - + o+
s e “ “
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Fig. 7.2. Efecto de la adicion de acetoacetil-CoA sobre la unién de ArpR a la regién promotora de
arsA in vitro. Se realiz6 un ensayo tipo EMSA con un fragmento de PCR conteniendo la region
reguladora de arsA (arsA-209 /+82) y de rpoS (control negativo). Los fragmentos de ADN se
mezclaron e incubaron con concentraciones de MBP-ArpR: 0, 25, 50, 100, 200, 500, 1000 y 3000
nM en ausencia (a) o presencia de 1mM de acetoacetil-CoA (b). EI ADN libre y los complejos ADN-

proteina ArpR se resolvieron por electroforesis en geles de acrilamida al 12%.

Para demostrar lo anterior, se calcul6 la constante de afinidad de ArpR por la
region reguladora de arsA en presencia y ausencia de acetoacetil-CoA. Se
determind el porcentaje del ADN que se encuentra en forma de complejo con ApR
(ADN retardado) en ambas condiciones (presencia y ausencia de acetoacetil-CoA)
a través de densitometria y se graficd en funcién a la concentracion de ArpR; en
ambas condiciones ArpR sigue el comportamiento de Michaels-Menten, por lo que
se utilizo dicha ecuacion para calcular la constante de afinidad aparente (Kd). Los
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valores determinados de Kd en ausencia y presencia de acetoacetil-coA fueron de
2.3 UM y 116 nM respectivamente. Por lo tanto la adicion de acetoacetil-CoA in
vitro afecto la afinidad de unidn de ArpR por la region reguladora de arsA.

Anteriormente se observO que ninguna de las cepas mutantes
complementadas con el pldsmido pBBR-ArpR/His fue capaz de restaurar la
produccion de ARs bajo condiciones de crecimiento vegetativo, a pesar de haber
demostrado que ArpR esta siendo expresado a partir de dicho plasmido bajo estas
condiciones (Fig. 6.9). Para examinar si este resultado es debido a la ausencia del
coinductor (acetoacetil-CoA), se realiz6 un ensayo para determinar si ArpR
responde a acetoacetil-CoA in vivo. Se incubaron las cepas silvestre SW136 (WT,
pBBR-ArpR/His) y mutantes SW7 (arpR’, pBBR1MCS-2), SW7 (arpR’, pBBR-
ArpR/His), SW9 (rpoS’, pBBR-ArpR/His), SW5 (gacA’, pBBR-ArpR/His), SW13
(rsmZ1’, pBBR-ArpR/His), SW11 (rsmA’, pBBR-ArpR/His) y SW15 (gacA/rsmA’,
pBBR-ArpR/His) en placas con medio Burk Sacarosa (BS, medio para crecimiento
vegetativo) en ausencia o presencia de acetoacetil-CoA (5 mM) por 36 h y se
analizé el fenotipo de produccidon de ARs tifiendo los lipidos con la solucion Fast
Blue. En la figura 7.3b se observa que la presencia de acetoacetil-CoA logra
inducir el fenotipo de produccién de ARs en condiciones vegetativas en la mayoria
de las cepas analizadas, excepto en las cepas SW5 (gacA’) y SW15 (gacA/rsmA
), mientras que la expresion de arpR en trans a partir del plasmido pBBR-ArpR/His
y en ausencia de acetoacetil-CoA no es suficiente para restablecer el fenotipo (Fig.
7.3a).

a) Noinductor D) Acetoacetil-CoA ¢)
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Fig. 7.3: La expresion de arpR en trans en presencia de acetoacetil-CoA activa la produccion
de alquilresorcinoles en condiciones de crecimiento vegetativo. a) Tincién de AR’s en ausencia
de acetoacetil-CoA y b) en presencia de acetoacetil-CoA (5 mM). 1. SW136 (WT, pBBR-
ArpR/His), 2. SW7 (arpR’, pBBR1IMCS-2), 3. SW7 (arpR’, pBBR-ArpR/His), 4. SW9 (rpoS,
pBBR-ArpR/His), 5. SW5 (gacA’, pBBR-ArpR/His), 6. SW13 (rsmZ1’, pBBR-ArpR/His), 7 SW15
(gacA/rsmA’, pBBR-ArpR/His) y 8. SW11 (rsmA, pBBR-ArpR/His). ¢) Cuantificacién de la
produccion de alquilresorcinoles en la cepa SW136 (WT, pBBR-ArpR/His) en ausencia y
presencia de acetoacetil-CoA a las 12, 24 y 36 horas de crecimiento vegetativo. Los resultados
son el promedio de dos determinaciones + desviacion estandar
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El resultado anterior se confirmé6 cuantificando la produccion de ARs de la
cepa SW136 (WT, pBBR-ArpR/His) a distintos tiempos de crecimiento en
condiciones vegetativas en ausencia 0 presencia de acetoacetil-CoA. Las
cuantificaciones concuerdan con lo observado en placa, hay produccion de ARs
Unicamente en presencia de acetoacetil-CoA (Fig. 7.3c).

Adicionalmente, se estudid la expresion de arsA y arpR bajo estas
condiciones. Se utilizaron las cepas YRR30 y YRR50, que llevan las fusiones
transcripcionales parsA-gusA y parpR-gusA en cromosoma respectivamente. Se
transformaron con el plasmido pBBR-ArpR/His y se midi6 actividad de -
glucuronidasa de estas cepas a las 12, 24 y 36 horas de crecimiento vegetativo en
ausencia y presencia de acetoacetil-CoA (5 mM). La figura 7.4 muestra los
resultados de las mediciones. Como se puede observar, hay grandes diferencias
entre las actividades cuantificadas en presencia y ausencia de acetoacetil-CoA. En
presencia de acetoacetil-CoA se obtuvo una expresion de arsA hasta 25 veces
mayor con respecto a la condicion sin acetoacetil-CoA (Fig. 7.4a).
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Fig. 7.4: Expresion de arsA (a) y arpR (b) en medio de crecimiento vegetativo en presencia o
ausencia de acetoacetil-CoA y expresando ArpR. La expresion fue medida como actividad de
B-glucuronidasa de las cepas YRR30 (con la fusion transcripcional parsA-gusA cromosomal y
el plasmido pBBR-ArpR) y YRR50 (con la fusidn transcripcional parpR-gusA + pBBR-ArpR/His).
Las mediciones fueron tomadas a las 12, 24 y 36 horas de crecimiento en medio vegetativo en
ausencia o presencia de acetoacetil-CoA (5 mM).

53



Al cuantificar la actividad B-glucuronidasa de la fusion parpR-gusA, se
observo que de manera similar a la expresion de arsA, se obtuvo mayor expresion
de arpR (10 veces mas) en presencia de acetoacetil-CoA con respecto a la
condicion de ausencia (Fig. 7.4). Con estos analisis se comprobd que ArpR, en
presencia del coinductor acetoacetil-CoA, fue capaz de inducir la expresion de los
genes arsA y arpR, asi como la sintesis de ARs, aun en condiciones de no
induccion a enquistamiento. ElI hecho que la cepas gacA™ (SW5) y gacA/rsmA
(SW15) complementadas con el plasmido pBBR-ArpR/His y en presencia de
acetoacetil-CoA no restauraran el fenotipo de produccién de ARs en condiciones
de crecimiento vegetativo, como ocurrié con la cepas SW7 (arpR’), SW9 (rpoS’) o
SW13 (rsmZ1’), confirma que GacA juega un papel regulador de la sintesis de
ARs por una via independiente de ArpR y su coinductor y de RsmZ1.
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CAPITULO 6.

DISCUSION

La adaptacion de Azotobacter vinelandii a su medio ambiente involucra la
interaccion de complejas redes metabdlicas y de regulacion que le permiten
sintetizar componentes del quiste como el alginato, poli-B-hidroxibutirato (PHB), y
los alquilresorcinoles (ARs) durante la diferenciacién. Entre los sistemas
involucrados en percibir y reconocer las sefiales medioambientales en bacterias se
encuentran los sistemas de dos componentes, los cuales transducen la
informacion para activar la transcripcion de uno o varios genes, cuyos productos
provocan el reajuste metabolico a las condiciones medioambientales. En este
sentido pocos son los reguladores globales caracterizados en A. vinelandii.

En afios anteriores, se ha demostrado que el sistema de dos componentes
GacS/GacA se encuentra involucrado en la regulacion de la sintesis de alginato y
de PHB. Esta regulacion es a través del factor sigma RpoS (Castafieda et al.,
2000; Castafieda et al., 2001) y del sistema de regulacion post-transcripcional
RsmA/RsmZ/RsmY recientemente descubierto en A. vinelandii (Manzo et al.,
2011; Hernandez-Eligio et al., 2012).

La regulacion ejercida por el regulador de respuesta GacA sobre la
transcripcion del factor sigma de fase estacionaria RpoS, se ha demostrado en
una amplia gama de bacterias como E. coli (Segura et al., 2003), P. fluorescens
(Venturi, 2003) Legionella pneumophila (Hammer et al., 2002) y A. vinelandii
(Castafieda et al., 2001). Sin embargo, a pesar de haberse demostrado dicha
regulacion en las cepas de A. vinelandii ATCC9046 y AEIV, se observo que esta
regulacidon no se conserva en la cepa SW136 en la cual se han realizado algunos
estudios de enquistamiento durante los ultimos afios (Romero, 2008; Segura et al.,
2009).

Puesto que la sintesis de ARs depende de la expresion especifica de los
genes biosintéticos de estos lipidos (el operon arsABCD) y ambos procesos estan
sincronizados con el enquistamiento en A. vinelandii (Segura et al., 2009), en este
proyecto se traté de demostrar una posible cascada de regulacién en la que estan
involucrados reguladores globales como el factor sigma RpoS, el sistema de dos
componentes GacS/GacA, el sistema de regulacion post-transcripcional
RsmA/RsmZ/RsmY asi como también, el regulador transcripcional especifico de
enquistamiento, ArpR. El analisis de la sintesis de ARs y de la regulacion de la
expresion de los genes arsABCD durante el enquistamiento se realiz6 en el fondo
genético de la cepa A. vinelnadii SW136 (Segura et al., 2009), ya que es una cepa
isogénica de la cepa DJ, cuyo genoma esta secuenciado (Setubal et al., 2009). La
mutante arsA (OV11; Segura et al., 2009) y otras mutantes afectadas en genes
involucrados en la biosintesis de ARs se encuentran en este fondo genético.

Al evaluar el efecto de la inactivacidén de los genes gacA, rpoS, rsmA, rsmZ1
y arpR sobre la sintesis de ARs y sobre la transcripcion de los genes arsA y arpR,
se observo que los reguladores GacA, RpoS y ArpR ejercen un efecto positivo y
RsmA un efecto negativo (Romero, 2008).

La inactivacion de arpR provoca un fenotipo de no produccion de ARs y la
disminucién de la transcripcion de arsA. La regulacion de la transcripcion del
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operon biosintético arsABCD por ArpR es directa, como lo demuestran los
ensayos de movilidad electroforética (EMSA, fig. 5.3) y los experimentos de
expresion heterdloga en E. coli de arsA en presencia de ArpR (Fig. 5.1).

Habiendo determinado que ArpR es el regulador transcripcional del operon
arsABCD, se investigaron las condiciones de expresion del gen arpR. La
transcripcion de arpR inicia desde las primeras horas de induccién a
enquistamiento (Fig. 5.4) y va incrementando gradualmente, mientras que durante
crecimiento vegetativo se observa una muy baja expresién de arpR con un ligero
incremento durante la fase estacionaria tardia. Esto ocasiona que la sintesis de
ARs se lleve a cabo solo en condiciones de enquistamiento. Como se menciono
en los antecedentes, ArpR es una proteina homologa a proteinas de la familia
LysR. Este tipo de reguladores se han descrito frecuentemente como activadores
transcripcionales de su gen blanco, aunque también exhiben una autoregulacion
negativa, encontrandose generalmente de manera divergente a los genes blanco
de regulacién (Maddocks y Oyston, 2008). Sin embargo, hay proteinas de este tipo
cuyos genes se encuentran localizados en alguna otra parte del cromosoma
bacteriano. ArpR es uno de estos casos. Adicionalmente, la regulacidon que ejerce
sobre su propio gen (arpR) es positiva, observandose una reduccién del nivel de
transcrito de arpR en la mutante arpR (Fig. 5.5). La induccion en E. coli de la
transcripcion de promotor arpR por ArpR (Fig. 5.6) y la interaccién de ArpR con su
propia regiébn promotora (EMSA, fig. 5.7) demuestran esta autorregulacion
positiva.

Recientemente se reporté que el factor sigma RpoS se requiere para la
sintesis de ARs (Cocotl-Yafiez et al., 2011) y la inactivacién de rpoS afecta la
transcripcion del operon arsABCD y del gen arpR (Fig. 2.4, Romero, 2008); sin
embargo, la transcripcién del operdn biosintético se da a partir de un promotor que
no presenta similitud con los que son dependientes de RpoS en A. vinelandii
(Peralta-Gil et al., 2002), lo que sugeria que el efecto de la inactivacion de rpoS
sobre la transcripcion del operén arsABCD se podria dar a través de ArpR.

Al analizar la region intergénica de arpR, por la amplificacién directa de los
sitios de inicio de la transcripcion a través de DMTSS (fig. 5.9), se encontraron 3
posibles sitios de inicio de la transcripcion denominados P1, P2 y P3. El sitio P1lse
encontro a la distancia adecuada de una caja -10 (14-CTATCCT-7) que conserva
cinco nucleotidos de la secuencia consenso que reconoce el factor sigma RpoS
(Peralta-Gil et al., 2002). La expresion de arpR a partir de un promotor
independiente de RpoS restaura la sintesis de ARs en la mutante rpoS (Fig.6.6 y
6.7 carriles 4), por lo que se confirma que la regulacion que ejerce RpoS sobre
arsA es a traves del control de la transcripcion de arpR. Dejando como perspectiva
el estudio transcripcional de arpR, confirmar que los promotores P2 y P3 sean
funcionales y si depende o no de algun otro intermediario regulado por RpoS.

En muchas especies de bacterias, GacA activa la transcripcion de los genes
reguladores rpoS y rsmB (rsmZ; Heeb et al., 2002; Kay et al., 2006). En A.
vinelandii, el sistema de dos componentes GacS/GacA también regula la
trascripcion de ambos genes en las cepas de A. vinelandii ATCC 9046 y AEIV
(Castafeda et al., 2000; Manzo et al., 2011); sin embargo, en la cepa SW136 la
regulacion de GacA sobre la transcripcion de rpoS no se conserva (Romero,
2008).
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Se determind que la regulacion sobre rsmZ1 se conserva en A. vinelandii
SW136. Esto se establecio al cuantificar la expresion de rsmZ1 usando una fusién
transcripcional prsmZ1-gusA en los fondos genéticos silvestre y mutante de gacA
(Figs. 6.1y 6.2). Se demostro asi que en la cepa A. vinelandii SW136, GacA activa
la transcripcion de rsmZ1, y confirma la hipétesis de que el efecto del sistema de
dos componentes GacS/GacA sobre la produccién de ARs es, al menos en parte,
a través de la regulacion que ejerce sobre la expresion de rsmZ1.

Dado que el sistema RsmA-RsmZ1 regula la traduccion de los mensajeros
blanco, es posible que el efecto del sistema de dos componentes GacS/GacA
sobre arpR sea a nivel traduccional; en el experimento de “primer extension” de
arpR, se determiné que en la mutante gacA (SW5) se sigue observando la
presencia de transcritos de arpR a partir del promotor P1 (dato no mostrado). Los
transcritos de arpR en esta mutante SW5 (gacA), cuantificados a través de qRT-
PCR, disminuyeron hasta un 60% (Fig. 2.4b; Romero, 2008). De regular GacA la
transcripcion de arpR se esperaria en esta mutante un efecto mas fuerte en su
expresion. Esta disminucion podria deberse mas bien al efecto negativo de RsmA
sobre la estabilidad del mensajero de arpR, como sucede para otros blancos de
RsmA (Herndndez-Eligio et al., 2012), ya que la falta de GacA afecta
negativamente la expresion de rsmZ1, lo que ocasionaria una mayor actividad de
RsmA. La cantidad de mensajeros de arpR en la mutante rsmZ1l también esta
disminuida un 60% (Fig. 2.4), lo que podria explicarse de manera similar.

En concordancia con esta idea, el andlisis de expresiéon en las fusiones
transcripcionales y traduccionales de arpR (figura 6.3b) muestra que el efecto de
los reguladores GacA, RsmZ1 y RsmA se da a nivel post-transcripcional, mientras
gue el de RpoS sobre arpR es a nivel transcripcional.

Este mismo tipo de andlisis comparando la expresion de fusiones
transcripcionales y traduccionales pero de arsA en las mutantes, permitio
determinar que los reguladores GacA, RsmZ1, RsmA, RpoS y ArpR en todos los
casos ejercen su regulacion sobre el operén biosintético a nivel transcripcional,
pues se obtuvo el mismo efecto para ambos tipos de fusiones (Fig. 6.3a). Este
resultado es coherente con un modelo en el que estos reguladores afectan la
expresion de arsA através del activador ArpR, pues al controlar la expresion de
éste, ya sea transcripcional o traduccionalmente, el efecto sobre arsA es siempre
transcripcional. Sin embargo, no se descarta la posibilidad de un efecto post-
transcripcional adicional de GacA, RsmZ1 y RsmA sobre la expresion de arsA.
Estos datos son una fuerte evidencia para sugerir que el sistema RsmA/RsmZ1 en
A. vinelandii tiene como blancos los transcritos de arpR. Dicha interaccion de
RsmA con los transcritos de arpR, y posiblemente de arsA debera ser confirmada
a través de experimentos in vitro tipo EMSA.

Una confirmaciéon adicional de que los reguladores analizados controlan la
expresion del operon biosintético mediante la regulacion de su activador ArpR, se
obtuvo al expresar ArpR en trans en las distintas mutantes a partir de un promotor
no dependiente de estos reguladores, pues ademas de la complementacion de la
mutante arpR’, se obtuvo la supresion de los fenotipos de las mutantes rpoS’ y
rsmZ1'. La no supresiéon del fenotipo de la mutante gacA™ (Fig. 6.6 y 6.7), a pesar
de la supresion del fenotipo de la mutante rsmZ1" y de la demostracion de que
GacA activa la expresion de rsmZ1 (Fig. 6.1 y 6.2), sugiere que GacA, ademas de
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regular a ArpR através del regulador RsmZ1, tiene un papel regulador adicional e
independiente de estos dos reguladores.

El analisis de una doble mutante gacA/rsmA™ (SW15) confirma que GacA
regula la expresion de arpR a través del sistema RsmA/RsmZl. Aunque la
mutacion rsmA no suprimio el fenotipo de no produccion de ARs de la mutante
gacA (Fig.6.4), como se esperaba si GacA regulara la produccién de estos lipidos
Gnicamente através del sistema RsmA/RsmZ1, pero si restablecié por completo la
expresion de arpR (Fig. 6.5). Dado que la inactivacion de rsmA no restablecio la
expresion de arsA, (o que explica la no supresion del fenotipo de no produccion
de ARSs), se confirma que el regulador GacA ejerce un efecto adicional sobre la
expresion de arsA independiente de RsmA/RsmZ1 y de ArpR.

En general, los reguladores transcripcionales del tipo LysR actian como
activadores o, induciendo la transcripciébn de sus genes blanco una vez que
interaccionan con moléculas coinductoras (Van Keulen et al., 1998, Maddocks y
Oyston, 2008).

Algunos ejemplos de este tipo de reguladores cuyos coinductores ya han
sido reportados son: CatM en Acinetobacter calcolacetius, involucrado en el
catabolismo de catecol, utiliza como coinductor el intermediario cis, cis-muconato
(Ezeika et al., 2006); CysB en Salmonella entérica regula la biosintesis de cisteina
y utiliza N-acetilserina como coinductor (Van der Ploeg et al., 1997); en
Streptococcus spp. el regulador transcripcional que controla la sintesis vy
transporte de los aminoacidos metionina y cisteina es MetR que necesita
homocisteina para la optima expresion de sus genes blanco (Kovaleva, 2007). El
regulador OxyR en E. coli detecta los cambios redox de la bacteria y activa la
expresion de genes involucrados en la resistencia a estrés oxidativo (Farr y
Kogoma, 1991). Incluso hay reguladores que responden a mas de un coinductor,
como es el caso de BenM homologo a CatM involucrado en degradar
componentes aromaticos. BenM en respuesta a cis, cis-muconato o benzoato
activa la transcripcion del operén ben. Sin embargo, la union de ambos
coinductores causa un incremento sinérgico en la transcripcion de sus genes
blanco (Bundy et al., 2002)

Normalmente, las moléculas coinductoras son intermediarios o metabolitos
relacionados con el proceso celular en el que participan las enzimas codificadas
por sus genes blanco (Schell, 1993).

Gama-Castro y colaboradores (2001) reportaron en A. vinelandii la
inactivacion de aldA, codifica para una aldehido deshidrogenasa, provoco la
inhabilidad de formar quistes maduros en butanol. Adicionalmente, Segura et al.,
(2003) reportaron que mutantes en los genes de biosintesis de PHB presentan
sintesis de ARs y formacion de quistes maduros en condiciones de crecimiento
vegetativo. Ambas son evidencias genéticas que sugerian que el coinductor de
ArpR podria ser algun producto del catabolismo del butanol utilizado en el medio
Burk Butanol (BOH) para inducir enquistamiento o algun intermediario relacionado
con el metabolismo de PHB. La incapacidad de mutantes en aldA para formar
quistes maduros con butanol como inductor, pero no en R3-hidroxibutirato, soporta
la hipotesis, de que el butanol, no es un inductor de enquistamiento, sino que éste
tiene que ser metabolizado a algun metabolito relacionado con B-hidroxibutirato
(Castro et al., 2001). En este trabajo se identific6 mediante ensayos in vitro que el
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acetoacetil-CoA provoca un aumento de la afinidad de ArpR por la region
reguladora de arsA (Fig. 7.1 y 7.2). Los ensayos de expresion de arpR a partir del
plasmido pBBR-ArpR/His mostraron el restablecimiento de la sintesis de ARs en
las mutantes en arpR’, rpoS y rsmZ1l bajo condiciones de induccion a
enquistamiento (Fig. 6.6 y 6.7), pero no en crecimiento vegetativo (Fig. 6.8), a
pesar de que ArpR se expresoé (Fig. 6.9). Sin embargo, la adicion de acetoacetil-
CoA en un cultivo vegetativo induce la sintesis de estos lipidos, lo que permite
concluir que la presencia el regulador ArpR y del coinductor acetoacetil-CoA son
suficientes para activar la sintesis de alquilresorcinoles (Fig. 7.3) asi como la
Optima expresion del operén arsABCD y del gen arpR (Fig. 7.4), aun bajo
condiciones de crecimiento vegetativo.

En el modelo mostrado en la figura 7.5 se incorporan los descubrimientos
de este trabajo en contexto con los conocimientos previos sobre la sintesis de
alquilresorcinoles. Anteriormente se identificd por “primer extension” arriba de arsA
un inicio de transcripcion, con su correspondiente promotor, sobre el cual los
diferentes reguladores controlarian la expresion (Fig. 2.3). Sin embargo, el
promotor identificado aparentemente es dependiente de sigma 70. No se encontro
secuencia consenso de un promotor dependiente de RpoS, de modo que la
regulacion por este factor sigma se da a través de la activacion de la transcripcion
de ArpR, cuyo gen si presenta una caja -10 tipica de aquellos promotores
dependientes de RpoS (Fig. 5.8). Los experimentos de complementacién in vivo
(Fig. 6.6), ensayos tipo EMSA (Fig. 7.1 y 7.2) y cuantificacion de transcritos arsA 'y
arpR en presencia de acetoacetil-CoA en condiciones de no induccion a
enquistamiento (Fig. 7.4) sustentan fuertemente que ArpR utiliza acetoacetil-CoA
como coinductor para activar la expresion de arsA. Sin embargo, la restauraciéon
parcial en la sintesis de ARs en las diferentes mutantes expresando arpR en
presencia de acetoacetil-CoA podria deberse a la posibilidad que ArpR responda
adicionalmente a otro coinductor, como sucede con el regulador BenM. Los
experimentos de cuantificacion de arpR y arsA por RT-gPCR (Fig. 2.4) y fusiones
transcripcionales (Fig. 6.3) sugieren que GacA estaria regulando la expresién de
arsA por dos vias, una de ellas mediante el sistema RsmA/RsmZ, siendo su
blanco el ARNm de arpR, asi como también arsA (Fig. 6.3) y una segunda via, a
través de algun intermediario aun no identificado, o de manera directa. Con base
en los resultados obtenidos se logré plantear un modelo de regulacion preliminar
para activar la expresion del operon arsABCD (Fig. 7.5).

En este trabajo se determind también que la concentracién de acetoacetil-
CoA constituye una sefial del estatus metabdlico que participa en la induccion a
enquistamiento, dado que funge como coinductor con ArpR. Esta sefal
probablemente tiene relacion con la sintesis y degradacion de PHB (Fig. 1.3).
Estos resultados entonces estarian de acuerdo a lo reportado desde 1966 por
Stevenson y Socolofsky, quienes observaron una correlacion entre la cantidad de
PHB acumulado en etapas previas al enquistamiento con el porcentaje de
enquistamiento obtenido, y por Segura et al. en el 2003, quienes determinaron que
bloques en la sintesis de PHB inducen la sintesis de ARs y el enquistamiento.
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Fig. 7.5: Modelo de regulacion de la expresion de los genes ars.

60



CAPITULO 7.

CONCLUSIONES

1. EI regulador transcripcional ArpR controla la producciéon de
alquilresorcinoles activando de manera directa la expresion del operon
arsABCD.

2. La proteina ArpR es capaz de activar la transcripcion de su propio gen
(arpR).

3. El activador ArpR utiliza como coinductor acetoacetil-CoA, intermediario del
metabolismo de PHB y del catabolismo de los inductores de enquistamiento
butanol e hidroxibutirato.

4. El sistema de dos componentes GacS/GacA, el sistema de regulacién
postranscripcional RsmA/RsmZ1 y el factor sigma RpoS regulan la
transcripcion del operén arsABCD de manera indirecta a través del control
de la expresion de ArpR.

5. El sistema RsmA/RsmZ1 controla postranscripcionalmente la expresion del
gen arpR. Sin embargo, no se descarta la posibilidad que también tenga un
efecto directo sobre el operdn biosintetico arsABCD.

6. El sistema GacS/GacA controla la sintesis de alquilresorcinoles a través del
sistema RsmA/RsmZ1, al controlar la expresion del ARN RsmZ1.

7. GacA también controla la sintesis de AR’s a través del control de la
expresion de arsABCD por un mecanismo independiente del regulador
ArpR y del sistema RsmA/RsmZ1.

CAPITULO 8.
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PERSPECTIVAS

1. Profundizar en el estudio del mecanismo por el cual ArpR activa la
transcripcion del operon arsABCD y del gen arpR, mediante la busqueda de
los posibles sitios de union para este regulador sobre las regiones
promotoras de dichos blancos.

2. Determinar mediante ensayos de retardo y proteccion, el mecanismo por el
cual el sistema RsmA/RsmZl regula la traduccion del gen arpR y
posiblemente del gen arsA.

3. Determinar el mecanismo por el cual GacA controla la expresion de arsA'y
la sintesis de alquilresorcinoles de manera independiente del sistema
RsmA/RsmZ1y de ArpR, en A. vinelandii.

4. Determinar la organizacion transcripcional del resto de los genes ars y

definir si su regulacion involucra los sistemas y mecanismos de regulacion
gue controlan la expresion del operén arsABCD.
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CAPITULO 10.

APENDICE

15. 1 Cuantificacion de proteina por método de Lowry.

Solucion reactiva, preparacion de 100 ml.

Reactivo Stock  Proporciones
Na,CO3z* 2% 98
tartrato de Nay K 2% 1
CuSOq4 1% 1

*La solucién stock fue preparada en NaOH al 0.1 N

15.2 Determinacion de actividad B-glucuronidasa.

Soluciéon amortiguadora Z 50 ml.

Reactivo Stock ml del stock*
KoHPO, 0.5M 3

KH,PO, 0.5M 2

EDTA 0.25M 0.2

DTT 0.25M 1

*Aforar con H,0 a 50 ml.
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15.3 Cuantificacion de alquilresorcinoles.

Solucion azul rapido B-Propanol 100 ml.

Concentracion

Reactivo Cantidad final
Acido acético 1ml 5%
Azul rapido B 0.016 g 0.08%
H.0O Aforar a 20 ml
Propanol* 80 ml

* la cantidad de propanol es simpre 4 partes con
respecto a la solucién acido-azul rapido

Solucién reveladora de placas 50 ml.

Reactivo Cantidad
Acido acético 2.5ml
Azul rapido B 0.25¢
H20 47.5 ml
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15.4 Electroforesis de proteina en gel de acrilamida al 12%.

Buffer tratamiento 2X para 10 ml.

Reactivo Volumen

Tris 0.5 M pH 6.8 2.5ml

SDS 10% 4 ml
Glicerol 2ml
2-mercaptoetanol 1ml
H20 aloml

Solucién amortiguadora Tank 1X para 1 litro.

Reactivo Cantidad
Tris Base 12 g
Glicina 57649
SDS 10% 40 ml
H.O Aforar 1L
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Mezcla para gel de acrilamida al 12%.

Reactivo Gel separador Gel concentrador

Acrilamida al 30% y Bis 3.99 ml 1.99 mi

acrilamida 2.7%

Tris-Cl 1.5 M pH 8.8 2.5ml -
Tris-Cl1 0.5 M pH 6.8 - 1.25 ml
SDS 10% 0.10 ml 0.050 mi
H,O 3.34 ml 1.67 ml
Persulfato de Amonio 10% 0.050 ml 0.025 ml
TEMED 0.005 ml 0.002 ml
Volumen final 10 ml 5ml

Solucién para tefir el gel de acrilamida.

Reactivo Volumen
Azul de coomassie R-250 al 1% 31.25 ml
Metanol 125 ml

Acido acético 25 ml

H,O Aforar 250 ml
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Solucion para destefiir gel de acrilamida.

Reactivo Volumen
Metanol 250 ml

Acido acético 50 ml

H,O Aforar 500 ml

Buffer de carga.

Reactivo Volumen
Tris-CI 0.5 M pH 6.8 2.5 ml

SDS 10% 4.0 ml

Glicerol 2.0ml
2-mercaptoetanol 1.0 ml

H.0 Aforar a 10.0 ml
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15.5 Western Blot.

Buffer de Transferencia para 1 litro.

Reactivo Cantidad
Tris 3.025¢
Glicina 14.35¢
Metanol 200 ml
H.O aforar 1 L

Buffer salino de fosfatos (PBS) 1X.

Reactivo Cantidad
NacCl 8¢

KCI 029
Na,POq4 729
KH?PO, 1.2 g
H»0 1L

Se ajusta el pH a 7.4 con HCI.
Se esteriliza en autoclave.
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