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RESUMEN

Azotobacter vinelandii es una bacteria del suelo que produce el exopolisacarido, alginato
durante su crecimiento vegetativo y en condiciones de enquistamiento. El alginato es un
polisacarido lineal compuesto de residuos de acido $-D-manurdénico (M) y su epimero en
C-5 el acido a-L-gulurénico (G), unidos por enlaces 1,4, ademas, se encuentra acetilado
en las posiciones O-2/0-3 del manuronato. El proceso de biosintesis de alginato se puede
dividir en 4 etapas: i) la generacion del mondémero GDP-acido manurénico; ii)
polimerizacion y transferencia a través de la membrana citoplasmica; iii) transferencia del
polimero a través del periplasma y modificacion; iv) exportacion a traveés de la membrana
externa. Alg44 es una proteina de membrana interna que junto con Alg8 forman el
complejo que polimeriza los residuos de acido manurdnico y da lugar al alginato. Alg44
tiene un dominio que une al bis-(3"-5")-monofosfato de guanosina ciclico (c-di-GMP), un
segundo mensajero que se ha descrito como esencial para la biosintesis de alginato en
Pseudomonas aeruginosa. Por otro lado, se ha descrito que el peso molecular del alginato
es determinado por la actividad del complejo Alg8-Alg44 y por la actividad de las alginato
liasas que degradan el polimero. El peso molecular el alginato producido por A. vinelandii
es fuertemente influenciado por las diferentes condiciones de aireacion o la tension de
oxigeno disuelto (TOD). La cepa mutante GG9 (mucG:miniTn5) es una cepa
sobreproductora de alginato y de alto peso molecular con respecto a la cepa parental,
AEIV. El gen afectado en esta mutante (Avin07910), llamado mucG, codifica para una
proteina con dominios putativos para la sintesis (GGDEF) y degradacién (EAL) de c-di-
GMP; también posee un dominio PAS, el cual detecta los niveles de oxigeno. Por lo
anterior, planteamos la hipétesis de que la proteina MucG afecta de manera negativa la
actividad del complejo Alg8-Alg44 por medio de la reduccion de las pozas de c-di-GMP a
través de su dominio de fosfodiesterasa (EAL), el cual degrada a este segundo
mensajero. Ademas, esta actividad estaria siendo controlada por el dominio PAS de
MucG que puede detectar los niveles de oxigeno. En el presente trabajo se construyeron
las mutantes que expresan a MucG sin actividad fosfodiesterasa (MucG**), mediante la
sustituciéon por alaninas de residuos importantes para la actividad catalitica (EAL—AAA) y
una segunda mutante donde se eliminé por completo el dominio de degradacién de c-di-
GMP (EAL) de MucG (MucG*FAt). Estas mutantes mostraron el mismo fenotipo de la
mutante GG9, con respecto a la produccién especifica de alginato y su PM, indicando que
el dominio de fosfodiesterasa de MucG afecta negativamente la produccion de alginato y
su PM. Asi mismo se investigd la posible funcionalidad del dominio PAS de MucG con
respecto a la deteccién de diferentes niveles de oxigeno y modulando asi la actividad del
dominio de fosfodiesterasa de MucG. Para esto, se determind el PM del alginato
producido por las cepas AEIV y GG9 (mucG::miniTn5) en diferentes condiciones de
oxigeno. Se encontré que el PM del alginato producido por la cepa AEIV respondi6 a los
niveles de oxigeno, aumentando el peso molecular de 600 kDa hasta 970 kDa cuando se
disminuy6 la velocidad de transferencia de oxigeno (VTO) al aumentar el volumen de
llenado del matraz Erlenmeyer. Por otro lado, el PM del alginato obtenido de la mutante
GG9 fue superior a los 1100 kDa independientemente de la VTO utilizada. Estos
resultados indican que MucG contribuye al control del PM del alginato producido en
respuesta al oxigeno, posiblemente por medio de su dominio PAS. Por ultimo, un analisis
protedmico indicd que MucG afecta la expresion de genes involucrados en otros procesos
celulares como motilidad, competencia y division celular.



1. INTRODUCCION

Azotobacter vinelandii es una bacteria de vida libre que produce dos polimeros, el alginato
y el PHB. Estos polimeros participan en un proceso de diferenciacion que sufre esta
bacteria para la formacion de células resistentes a la desecacion, llamadas quistes
(Segura et. al, 2014).

El alginato es un polisacarido lineal compuesto de porciones variables de acido B-D-
manurénico (M) y su epimero en C-5 el acido a-L-gulurénico (G), unidos por medio de sus
carbonos anoméricos (C-1) y (C-4) a través de un enlace B-1,4. El alginato bacteriano se
encuentra acetilado en las posiciones O-2/0-3 del manuronato ademas presenta una gran
diversidad de pesos moleculares (Hay et. al, 2013). El peso molecular (PM), el contenido
y la distribucion de los residuos M y G, asi como el grado de acetilacion del alginato
determinan sus propiedades fisicoquimicas. Un mayor PM resulta en un incremento en la
viscosidad, mientras que un mayor contenido de bloques G favorece la formaciéon de
geles rigidos en presencia de Ca**. Estas distintas familias de polimeros juegan un papel
importante en la estructuracion de los quistes resistentes a la desecacion que forma A.
vinelandii (Segura et. al., 2014).

Debido a sus propiedades fisicoquimicas el alginato posee aplicacién industrial
importante. En el area biomédica los geles de alginato se emplean para la liberacion
controlada de farmacos de bajo PM o como biomaterial para la microencapsulacién de
células en ingenieria de tejidos (Hernandez et. al.,, 2010). Actualmente el alginato se
extrae de algas marinas cafés. Sin embargo la composicidn del polimero varia de acuerdo
a las condiciones ambientales limitando su uso en diversos campos, principalmente en el
area médica y farmacéutica (Hernandez et. al., 2010). En A. vinelandii el estudio de la
genética y la regulacion de la sintesis de alginato es motivado por el rol de este polimero
durante el enquistamiento y también por el potencial que representa A. vinelandii para la
produccion de alginatos de composicion definida. Ademas, la disponibilidad de la
secuencia completa del genoma de A. vinelandii hace de esta bacteria un modelo ideal de
estudio, tanto para el campo cientifico como para el tecnolédgico (Setubal et. al., 2009).

El proceso de biosintesis de alginato se puede dividir en 4 etapas: i) la generacion del
monoémero GDP-acido manurénico; ii) polimerizacion y transferencia a través de la
membrana citoplasmica; iii) transferencia del polimero a través del periplasma y
modificacion; iv) exportacion a través de la membrana externa (Hay et. al., 2013). Por
mucho, la etapa mejor estudiada es la generaciéon del monémero GDP-acido manurénico.
En contraste, el proceso de polimerizacion y transferencia a través de la membrana
interna es la etapa mas pobremente estudiada. En este proceso el acido GDP-manurénico
se polimeriza y se exporta a través de la membrana interna por Alg8, una glicosil-
transferasa, cuya actividad estd regulada post-traduccionalmente por Alg44. Alg44,
también llamada la alginato co-polimerasa, posee un dominio PilZ el cual se caracteriza
por unir c-di-GMP (Whitney y Howell, 2013). En P. aeruginosa se demostré que el c-di-
GMP es esencial para la sintesis de alginato al requerirse para la activacion de la alginato
polimerasa Alg8. Asi mismo en P. aeruginosa se describié una proteina de membrana



interna, llamada MucR, que regula positivamente la biosintesis de alginato por medio de la
generacion de pozas de ¢c-di-GMP en la cercania de Alg44 (Hay et. al., 2009).

Se ha propuesto que el PM del alginato producido por A. vinelandii es el resultado de dos
actividades: la alginato polimerasa llevada a cabo por Alg8 y Alg44, y la actividad de las
alginato liasas (Galindo et. al., 2007). Aun cuando A. vinelandii posee 5 alginato liasas
(AlgL, AIgE7, AlyA1, AlyA2 y AlyA3) solo AlgL se ha demostrado contribuye a una
disminucion en el PM del alginato sintetizado en fase estacionaria (Trujillo-Roldan et. al.,
2003). Asi mismo se ha demostrado que el PM varia dependiendo de las concentraciones
de oxigeno en el medio; en algunos casos un aumento en el PM del alginato sintetizado
correlaciona con un aumento en la expresion de Alg8 (Galindo et. al., 2007).



2. ANTECEDENTES
2.1 A. vinelandii

A. vinelandii es una bacteria Gram-negativa de vida libre fijjadora de nitrégeno
perteneciente a la familia Pseudomonadaceae, con una morfologia pleomarfica, que varia
desde formas bacilares hasta una forma cocoide. Las dimensiones celulares varian entre
1.6-2.5 ym de diametro y 3-5 um de longitud. El tamafo de A. vinelandii se ha
relacionado con el numero de copias de su cromosoma, del cual se han registrado hasta
80 copias. Su motilidad es por medio de flagelos peritricos (Kennedy et. al., 2005). Es una
bacteria aerobia estricta, capaz de fijar el nitrégeno en esas condiciones debido a una
proteina FeSll que brinda una “proteccion conformacional” a la nitrogenasa del dafio por
oxigeno, ademas de poseer una velocidad de consumo de oxigeno muy elevada
manteniendo los niveles de oxigeno bajos en el citoplasma (Kennedy et. al., 2005). Otra
caracteristica sobresaliente de A. vinelandii es la produccion de dos polimeros de
importancia industrial: el poliéster intracelular PHB y el polisacarido extracelular alginato
(figura 1) (Segura et. al., 2014).

A. vinelandii presenta dos fases en su ciclo de vida, una fase vegetativa y una fase de
vida latente, el quiste (figura 1). Cuando se inicia el proceso de diferenciacion, las células
pierden sus flagelos y se presenta una ultima division celular donde se generan dos
células esféricas de tamafio menor, sus paredes se engrosan y forman 2 capas, la intina y
la exina, constituidas principalmente de alginato (13 y 32% respectivamente) y
lipoproteinas. Una vez que termina este proceso, se presenta la formacién de quistes
maduros, que son células de 1.5 um de largo y 2.0 ym de ancho, constituidos por un
cuerpo central o basal, que en su interior contiene granulos de un polimero de reserva, el
polihidroxibutirato (PHB) (Segura et. al., 2014)

Cuando las condiciones son favorables se inicia el proceso de germinacion, proceso
durante el cual la intina y exina se rompen, iniciando todos los procesos relacionados con
la fase vegetativa. La germinacién dura entre 8 y 12 h (Segura et. al., 2014).

2.2 Alginato

El alginato es un polisacarido lineal compuesto de residuos de acido 3-D-manurénico (M)
y su epimero en C-5 el acido a-L-gulurdnico (G), unidos por enlaces -1,4. El alginato
bacteriano se encuentra acetilado en las posiciones O-2/0-3 del manuronato (figura 2)
(Hay et. al., 2013).

Los ordenamientos aleatorios de estos mondmeros resultan en alginatos con diferentes
propiedades fisicas y quimicas, ademas presentan una diversidad de pesos moleculares
(Hay et. al., 2013). EI PM, el contenido y la distribucién de los residuos M y G, asi como
el grado de acetilacion del alginato determinan sus propiedades fisicoquimicas. Un mayor
PM resulta en un incremento en la viscosidad, mientras que un mayor contenido de
bloques G favorece la formacion de geles rigidos en presencia de Ca*2. Estas distintas



familias de polimeros juegan un papel importante en la estructuracion de los quistes
resistentes a la desecacion que forma A. vinelandii (Segura et. al., 2014).

Figura 1. Quiste de A. vinelandii.En las capas externas, intina (in) y exina (ex) se encuentra el alginato y en el
interior del quiste se encuentra el PHB (phb) (Segura et al., 2014).
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Figura 2. Estructura del alginato (Hay et. al., 2013).

2.3 Biosintesis del alginato

La bioquimica y la genética de la sintesis de alginato ha sido estudiada ampliamente en
Pseudomonas aeruginosa y en A. vinelandii, y se encuentra conservada en ambas
bacterias. El estudio de la sintesis de alginato en P. aeruginosa esta motivado por el rol
que este polisacarido tiene en la patogénesis de esta bacteria al constituir un factor de
virulencia en las infecciones de pulmones de pacientes con fibrosis quistica. La biosintesis
de alginato se divide en 4 etapas (Hay et. al., 2013):

1. Generacion del monémero GDP-acido manurénico
2. Polimerizacion y transferencia a través de la membrana citoplasmatica
3. Transferencia del polimero a través del periplasma y modificacion

4. Exportacion a través de la membrana externa



Etapa 1. Generacion del monémero GDP-acido manurénico

El mondmero se sintetiza a partir de fructosa-6-fosfato con la intervencion de 3 enzimas.
Primero la enzima bifuncional AlgA (PMI-GMP) cataliza la conversion de fructosa-6-fosfato
en manosa-6-fosfato con su actividad de isomerasa (PMI). Una mutasa, AlgC convierte la
manosa-6-fosfato en manosa-1-fosfato. La manosa-1-fosfato es convertida en GDP-
manosa, con la hidrélisis de GTP, con la actividad GDP-manosa pirofosforilasa de la
fosfomanosa-isomerasa (PMI-GMP). Por ultimo, AlgD cataliza la conversion de GDP-
manosa a acido GDP-manurénico (figura 3) (Hay et. al., 2013).

Fosfomanosa isomerasa (AlpA) Fosfomanomutasa (AlgC)
Fructosa-6-fosofato » Mmanosa-G-fosofato —— * Mangsa-1-fosofato
GDP-manosa pirofosforilasa (Alga)
W
Acido GDP-manuronico < GDP-manosa
GOF-manosa deshidrogenasa (AlgD)

Figura 3. Ruta de biosintesis del precursor del alginato, acido GDP-Manurdnico (Elaborado a partir de Hay et.
al.,2013).

Etapa 2. Polimerizacién y transferencia a través de la membrana citoplasmatica

Esta etapa es la mas pobremente entendida del proceso de biosintesis. Alg8 es una
glicosiltranferasa de clase Il que cataliza la transferencia de residuos de azucar de un
donador activado a una molécula aceptora, la cual puede ser una cadena de carbohidrato
en crecimiento. Una segunda proteina, Alg44, es requerida para la polimerizacién del
alginato, formando el complejo polimerasa Alg8-Alg44 necesario para la produccion de
alginato. El alginato es sintetizado por este complejo como una cadena de polimanuronato
que en etapas posteriores sufre otras modificaciones para conformar el alginato
bacteriano caracteristico. Alg44 posee un dominio PilZ en su extremo N-terminal
citosolico, este dominio se caracteriza por unir una molécula reguladora llamada c-di-
GMP, sugiriendo que el proceso de biosintesis de alginato esta regulado de manera post-
traduccional por esta molécula (figura 4) (Hay et. al., 2013 y Whitney y Howell, 2013).

Etapa 3. Transferencia del polimero a través del periplasma y modificacion

La modificacién del alginato ocurre en el periplasma. Tres enzimas participan en la
modificacion de la cadena de alginato creciente, una epimerasa, transacetilasas y una
liasa. El complejo de acetilacion esta formado por las enzimas Algl, AlgV (AlgJ en P.
aeruginosa), AlgF y AlgX (Baker et. al., 2014). La acetilaciéon se lleva a cabo en las
posiciones O-2 y/o O-3 de los residuos de manuronato. Esta acetilacion evita la
epimerizacion de los residuos de manuronato a guluronato por la epimerasa AlgG y se
cree que previene la degradacion de la cadena de alginato por la liasa AlgL (Hay et. al.,
2013).



A. vinelandii posee 8 epimerasas, una periplasmica, AlgG y 7 extracelulares, AlgE1 —
AlgE7. Estas epimerasas extracelulares son dependientes de calcio y poseen diferentes
especificidades hacia los diferentes ordenamientos de residuos M y G. Ademas AIgE7
posee actividad alginato-liasa (Hay et. al., 2013).

La alginato liasa AlgL cataliza una reaccion de B-eliminacion llevando a la degradacion del
alginato durante su transferencia por el periplasma, sugiriendo que AlgL podria funcionar
en el control de la longitud y el PM del alginato producido (Hay et. al., 2013).

Se ha propuesto que AlgG, AlgX y AlgK forman una especie de andamiaje periplasmico
dirigiendo al alginato producido hacia la porina AlgJ (AIgE en P. aeruginosa) y al mismo
tiempo protege la cadena de alginato de la liasa AlgL (figura 4) (Hay et. al., 2013).

Etapa 4. Exportacion a través de la membrana externa

La exportacion del alginato se lleva a cabo por una proteina de membrana externa que
lleva por nombre AlgJ (AIgE en P. aeruginosa) (figura 4) (Hay et. al., 2013).

Este sistema de biosintesis de alginato ha sido clasificado por Whitney y Howell (Whitney
y Howell, 2013) dentro de los sistemas de excrecién de sintasa-dependiente en bacterias
gram-negativas, donde han identificado los componentes conservados claves de este
proceso de biosintesis: una polimerasa embebida a la membrana interna, un sistema de
andamiaje periplasmico y una porina en la membrana externa (Whitney y Howell, 2013).
Ademas, existe evidencia que relaciona estos sistemas de excrecion con una regulacion
post-traduccional por la molécula c-di-GMP (Hay et. al., 2009).

2.4 Factores que afectan el PM del alginato
2.4.1 Oxigeno

El PM del alginato producido por A. vinelandii es el resultado de dos actividades: la
polimerizacién del alginato llevada a cabo por Alg8 y Alg44, y la actividad de las alginato
liasas (Galindo et. al, 2007). A. vinelandii posee 5 alginato liasas, tres se encuentran en el
espacio periplasmico (AlgL, AlyA1 y AlyA2) y las 2 restantes son extracelulares (AlyA3 y
AIgE7) (Flores et. al.,, 2013). Se ha demostrado que solo AlgL contribuye a una
disminucion en el PM del alginato sintetizado en fase estacionaria (Trujillo-Roldan et. al.,
2003).

Asi mismo, se ha demostrado que el PM varia dependiendo de las concentraciones de
oxigeno en el medio. En un estudio donde se varia la concentracion de sacarosa y la
velocidad de agitacion en un cultivo continuo de A. vinelandii, se correlacioné un aumento
en el PM del alginato sintetizado con un aumento en la expresién de alg8 cuando la
velocidad de agitacion se incrementd de 300 rpm a 500 rpm (Diaz-Barrera et. al., 2012).
En el mismo sentido, se ha demostrado que la velocidad de transferencia de oxigeno
(VTO) influye en el PM del alginato, relacionando un alginato de mayor PM en cultivos en
lote en los cuales la VTO es baja (Diaz-Barrera et. al., 2007). EI PM del alginato producido



a 3.0 mmol Oz I'' h™" fue 7 veces mayor que el obtenido a 9 mmol O, I'' h'' (Diaz-Barrera
et. al., 2007).

Alginate

Extracellular

Ac

|<\J ( ‘1\7

d**o OC

Regulatory
network «-

Periplasm

‘T}( ')Efl(f)‘g XD

7 ponnmen
A llal P ¢ ¢
/ltj M rl f\fl

]
it
B hiot)oq

c-di-GMP

=
%

-C GDP-mannur

Fructose-6-phosphate —»

Figura 4. Representacion esquematica del sistema de excrecion del alginato (Hay et. al., 2013).

Por otro lado, en un estudio realizado a dos tensiones de oxigeno diferentes (TOD), una
limitante de oxigeno (1%) y otra no limitante (5%) se determiné el PM del alginato, la
actividad de las liasas de A. vinelandii y la expresién de los genes alg8 y alg44. Se
reportd un alginato de mayor PM (1,200 kDa) a 1% de TOD, mientras que un alginato de
menor PM (42 kDa) se obtuvo a 5% de TOD. Estos resultados se correlacionan con una
elevada expresion de los genes alg8 y alg44 a 1% de TOD cuando se comparan con los
niveles de expresion a 5% de TOD, ademas la actividad de las alginato liasas tanto
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intracelulares como extracelulares se encuentra disminuida a 1% de TOD cuando se
comparan con los valores obtenidos a 5% de TOD (Flores et. al, 2013). En otro reporte
realizado al 3% de TOD se encontré que en la fase pre-estacionaria de crecimiento, hubo
una disminucion del PM del alginato y una elevada actividad alginato liasa a partir de esta
etapa de crecimiento en la cepa silvestre, Estos efectos no se observan en la cepa
mutante en algL, en la que el PM de los alginato producidos a 1% de TOD se mantienen
con el tiempo, lo mismo sucede a 3% y 5% de TOD (Trujillo-Roldan et. al., 2004),
concluyendo asi que la enzima AlgL depolimeriza el alginato producido en la cepa
silvestre. De manera general el peso molecular promedio (PMP) del alginato se
incrementa al disminuir el oxigeno.

2.4.2 Las alginato liasas

Las alginato liasas, también denominadas alginasas, catalizan la depolimerizacion del
alginato por ruptura del enlace B-1,4 a través de un proceso de B-eliminacién, generando
oligosacaridos con un 4-deoxy-L-erytro-hex-4-enepiranosiluronato en su extremo no
reductor (Jedrzejas, 2000). Estas enzimas se han encontrado en organismos capaces de
degradar el alginato y utilizarlo como fuente de carbono y energia. También en bacterias
como Pseudomonas y Azotobacter, y en bacteriéfagos que son especificos de P.
aeruginosa y A. vinelandii (Wong et. al., 2000).

El alginato puede contener 4 diferentes enlaces glucosidicos, M-M, M-G, G-M y G-G
(Segura et. al.,, 2014 y Hay et. al., 2013). Estos enlaces son escindidos a diferentes
velocidades por las alginato liasas debido a las distintas especificidades existentes entre
los enlaces y la alginato liasa (Gimmestad et. al., 2009). La actividad de estas liasas
también se ve afectada por el grado de acetilacion del alginato (Ertesvag et .al., 1998).

Dentro del grupo de genes que codifican para las proteinas necesarias para la biosintesis
de alginato en A. vinelandii se encuentra codificada una alginato liasa, AlgL (Hay et. al.,
2013). Esta alginato liasa fue clonada y expresada en E. coli por Ertesvag et. al
obteniendo una proteina de 39 kDa y con las siguientes propiedades bioquimicas
(Ertesvag et. al., 1998):

1.-pl de 5.1
2.- pH 6ptimo de 8.1 — 8.6
3.- Necesita de NaCl 0.35 M

4.- Una Km aparente de 4.6*10* M cuando se utilizd poli-manuronato como
sustrato a pH de 8.1 y NaCl 0.35 M

5.- Su actividad no sufri6 cambios por la adicion de iones divalentes, BaClz, CaCly,
MgCl2 y Na.EDTA. Solo la adicién de ZnCl,; 0.1 mM redujo la actividad a 61%

Esta alginato liasa, AlgL, puede cortar de manera eficiente los alginato ricos en bloques
MM pero no aquellos con bloques GG, ademas es capaz de romper los enlaces donde



uno de los residuos se encuentra acetilado, pero no aquellos donde los 2 residuos estan
acetilados (Ertesvag et. al., 1998).

AlgE7 es otra alginato liasa encontrada en A. vinelandii, con la particularidad de ser una
proteina bifuncional, es una epimerasa y una alginato liasa (Svanem et. al., 1999). Es una
proteina de 90.4 kDa cuya actividad depende fuertemente de Ca*?, es inhibida por iones
divalentes como Mn?* y Zn?*, y altas concentraciones de NaCl inhiben fuertemente la
actividad liasa de AIgE7; su pH optimo esta entre 6.9 - 7.3 (Svanem et. al., 2001). Esta
alginato liasa tiene una preferencia por sustratos con las secuencias GJMM y G|GM
rompiendo el enlace donde se encuentra la flecha. Dado que una mutacion en el sitio
activo elimina tanto la actividad epimerasa y liasa se cree que utiliza el mismo sitio activo
para ambas reacciones enzimaticas (Svanem et. al., 2001) (figura 5).
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Figura 5. Reaccion de B-eliminacion (izquierda) y epimerizacion (derecha) de AlgE7 (Svanem et. al., 2001).

Otras liasas fueron identificadas en A. vinelandii por Gimmestad et. al. en el 2009
(Gimmestad et. al., 2009). La primer liasa encontrada se denomind AlyA3 y se caracteriza
por poseer un extremo N-terminal con 29% de identidad a la alginato liasa AlyA de
Klebsiella pneumoniae y 28% de identidad con las alginato liasas de P. aeruginosa. El
extremo C-terminal contiene un moddulo RTX, el cual es caracteristico del grupo de
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proteinas que son excretadas por los sistemas de secrecion tipo 1, y un motivo de 9
aminoacidos que unen Ca?'. El extremo N-terminal de esta AlyA3 se utilizd en una
busqueda Blast y dos genes mas fueron identificados como alginato liasa y se
denominaron AlyA1 y AlyA2; estas liasas no contienen el médulo RTX en su extremo C-
terminal (Gimmestad et. al., 2009). En la tabla 1 se muestran algunas de las propiedades
de las liasas caracterizadas (Gimmestad et. al., 2009).

AlyA3 es estimulada por calcio mientras que AlyA1 y AlyA2 no son afectadas por el ion.
Estas tres enzimas son capaces de romper los enlaces M-M, M-G, G-M y G-G pero a
diferentes velocidades. ElI mejor sustrato para estas liasas es un MG-alginato, es decir,
son capaces de escindir los enlaces M-G y G-M. AlyA3 es capaz de romper los diferentes
enlaces del alginato a una mayor velocidad que AlyA1 y AlyA2, mientras que AlyA2 no
rompe los enlaces G-G y M-M (Gimmestad et. al., 2009).

Tabla 1. Caracteristicas de las liasas AlyA de A. vinelandii

Masa E I Identidad de la
. i uerzaiénica . )
Enzima molecular pl pH éptimo Sptima (mM) liasa al médulo
(kDa) P de AlyA3 (%)
AlyA1 25.9 9.7 7.8 200 26
AlyA2 26.6 5.6 6.8 100 29
AlyA3 49.4 4.2 7.5 25 100

2.4.2.1 Roles biolégicos de las Alginato liasas.

Trujillo-Roldan et. al. reporté una mutante incapaz de sintetizar AlgL, observando que
tanto el crecimiento celular como la sintesis de alginato son procesos que pueden llevarse
a cabo aun en la ausencia de esta liasa. Por otro lado, no hubo diferencias significativas
en la frecuencia de enquistamiento y germinacién entre la cepa silvestre y la mutante algL
(Trujillo-Roldan et. al., 2003); esto contrasta con lo explorado en P. fluorescens y P.
aeruginosa, en donde AlgL es necesaria para la viabilidad de la célula cuando ésta
produce grandes cantidades de alginato, degradando las cadenas de alginato que no han
sido totalmente secretadas (Bakkevig et. al., 2005 y Jain y Ohman, 2005).

El papel biolégico de las AlyA1, AlyA2 y AlyA3 no se ha descrito con detalle, solo se ha
descrito que AlyA3 esta involucrada en alguna etapa del proceso de enquistamiento, mas
probablemente en la etapa de germinacion, porque una cepa de A. vinelandii alyA3 es
incapaz de germinar (Gimmestad et. al., 2009). AIgE7 no estad involucrada en la
germinacion de los quistes en A. vinelandii pero se ha reportado que podria estar
involucrada en la liberacion del alginato adherido a la célula (Gimmestad et. al., 2009).

2.5 c-di-GMP

El c-di-GMP es una molécula sefalizadora, un segundo mensajero, involucrado en
diversos procesos bacterianos como adaptacion, expresion de factores de virulencia,
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formacion de biopeliculas y secrecién de exopolisacaridos (Rémling et. al., 2013). Los
niveles de c-di-GMP son controlados por proteinas con actividad diguanilato ciclasa
(DGC), que poseen el dominio GGDEF para la produccion c-di-GMP y por las
fosfodiesterasas (PDE), que poseen el dominio EAL y que degradan el c-di-GMP
disminuyendo los niveles del mismo (Rémling et. al., 2013).

Las DGC se caracterizan por un motivo GG(D/E)EF el cual se encarga de unir GTP en el
sitio activo de la enzima, también denominado sitio A. Los primeros dos residuos de
glicina estan involucrados en la unién del GTP, mientras que el cuarto residuo, el de acido
glutamico, se encuentra coordinando a los cationes necesarios para la formacion del
enlace fosfodiester, los cuales pueden ser Mg*? o Mn*2. El tercer aminoacido es
indispensable para la catdlisis y también participa en la coordinacion de los iones
metalicos, este aminoacido puede ser un residuo de aspartato o glutamato. Este dominio
funciona formando homodimeros donde cada dominio GGDEF proporciona un GTP para
la reaccién. También se ha demostrado una inhibicién por producto para este dominio;
este sitio de inhibicidon se caracteriza por una secuencia conservada de RxxD, donde x
puede ser cualquier residuo, ubicada 5 residuos arriba de la secuencia GG(D/E)EF
(Rémling et. al., 2013).

El dominio EAL, caracteristico de las PDE, se caracteriza por la conservacion de esta
secuencia EAL que le proporciona su nombre, ademas se han identificado también otros
aminoacidos fuertemente conservados en este dominio, los cuales se muestran en la
figura 6. Los residuos que forman parte del sitio activo de la enzima se muestran en color
blanco en un fondo de color rojo o azul y ademas, se muestran otros aminoacidos
conservados en las cercanias del sitio activo (Rémling et. al., 2013).

Estas enzimas requieren de iones Mn*> o Mg*? para funcionar y su actividad es
fuertemente inhibida por los iones Ca*?. Estos iones son necesarios para la union de 2
moléculas de agua necesarias para la reaccion de hidrdlisis. Dentro de los aminoacidos
encargados de coordinar los iones se encuentran el residuo de acido glutamico que
pertenece a la secuencia EAL y dada la importancia de los iones para unir las moléculas
de agua, este residuo se encuentra altamente conservado en los dominios EAL activos
(R6émling et. al., 2013).

En algunos casos los dominios GGDEF y EAL se encuentran en la misma cadena
polipeptidica, formando una proteina bifuncional. Estas proteinas normalmente poseen
uno o0 mas dominios sensores, por ejempo PAS o REC, los cuales regulan
diferencialmente la actividad de DGC y PDE en respuesta a una sefial, de tal manera que
una actividad enzimatica prevalece sobre la otra bajo las condiciones que desencadenan
la sefial (R6mling et. al., 2013). Ademas, existen proteinas bifuncionales que no poseen
dominios reguladores. En este caso uno de los dominios enzimaticos se encuentra
degenerado, es decir, cataliticamente inactivo, por lo cual solo son capaces de unir su
sustrato. De esta manera, el dominio degenerado regula la actividad del dominio activo.
(figura 7) (Rémling et. al., 2013).
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Se ha demostrado que el c-di-GMP es esencial para la biosintesis de alginato en P.
aeruginosa. La co-polimerasa Alg44 contiene un dominio PilZ que une al c-di-GMP,
estimulando la actividad polimerizante de AIg8. Cuando se mutan los residuos
conservados del dominio PilZ de Alg44, éste pierde la capacidad de unir c-di-GMP y se
pierde la capacidad de producir alginato (Merighi et. al., 2007). También, se ha descrito
una proteina denominada MucR, la cual sintetiza c-di-GMP en las cercanias del domino
PilZ de Alg44 (Hay et. al., 2009), poniendo de manifiesto la regulacion de la biosintesis de
alginato por este segundo mensajero, c-di-GMP.

2.5.1 Dominio PAS: Un dominio sensor que regula la actividad enzimatica de
DGC y PDE.

El dominio PAS se ha identificado en los tres dominios de los seres vivos, Bacteria,
Archaea y Eukarya, y se le ha atribuido la funcién de monitorear cambios en luz, potencial
redox, oxigeno y otros ligandos pequefios (Taylor y Zhulin, 1999).

PAS es el acronimo formado con los nombres de las proteinas donde se identificd por
primera vez.

P (PER, Period Clock protein de Drosophila)
A (ARNT, Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator)

S (SIM, Single-minded protein de Drosophila)

cd01948 Vigp *PALLR **AE VY 2PITE *UPFGTGYSS ’4FIDRSF X°%IGVE 22%QG Activity
RocR Paer !Sgp '"avLAR *"ME 237 26931 295D FGAGYSS *'SSLDRTF *33GVE *72QG  Yes
Thd1265 50%0p SZFIALVR SAE SPPviy S19UTTY SYSEDFGTGYSS SSINIDQSF "°PIGIE 72°QG  Yes

PdeAl_Gxyl QP AE vy BI FGTGYSS IDRSF QG Yes
DOS_Ecoli QP AE Xg AT WDFGTGFSG IDKSF QG Yes
BifA Paer QP AE v‘ E BDFGTGYSS IDKSF QG Yes
VieA Vcho QP IE v“ FGTGYAS IDRSF QG Yes
YciR _Ecoli QP AE vi FGTGYSS DOQVF QG Yes
HmsP_Ypest QA AE ﬂ FGIGYSS DKSF QG Yes
BlrP1_Kpne QA AR IQ FGAGYSG DAEL QG Yes
YahA Ecoli QP AE I FGTGYAT IDKSF QG Yes
YhjH Ecoli QP -- vﬂ FGTGMAN TAREL QG Yes
YkuI_Bsub QA PE Mﬂ NIGKESSN IDLQA QG Yes?
YegF Ecoli HP  [BAIVQ QR I SHFGAGFAG ISQEL QG  No
CsrD Ecoli  KP MCR AE IQ NQAGLTLVS HPGL QG  No
CdgR_Ecoli  LP ITH LT PQ GNLGAGNST  MLDKSF QG No
Ipgl057 Ip QP WVLLR AE IY DFGSGYSF KQTL QG  No?
FimX_Paer QA BVLLR AK VH SQFGCSLNP IDGSF QG No
LapD_Pflu QP KVLSR LE LY QRFGGRFSM IDGSY QG No
ToxR_Paer HG KLSLR =-- IP QRIDTDARQ  GLDARL HG No

Figura 6. Residuos conservados del sitio activo de los dominios de fosfodiesterasa. Los aminoacidos en letras
blancas y fondo de color azul o rojo pertenecen al sitio activo. Otros aminodcidos conservados en las
cercanias del sitio activo se muestran con letra de color en fondo blanco. El codigo cd01948 pertenece a la
secuencia consenso del dominio EAL de conserved domain database (CDD) (Rémling et. al., 2013).

El dominio PAS se identific6 en organismos eucaridticos como una regién de
aproximadamente 270 aminoacidos el cual contenia 2 secuencias repetidas conservadas
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de 50 aminoacidos que se llamaron PAS-A y PAS-B (Taylor y Zhulin, 1999).
Posteriormente se identificaron secuencias conservadas dentro de este dominio y se
nombraron S1-box y S2-box (Zhulin et. al., 1997). Estas secuencias se encuentran
separadas por una regién variable en secuencia y longitud, y se propuso redefinir las
secuencias PAS-A y PAS-B por estas nuevas secuencias (Zhulin et. al., 1997). Ademas,
con S1-box y S2-box es posible hacer una prediccion estructural para el dominio PAS,
hojas B para la S1-box y S2- box, y una a hélice en la secuencia central (Zhulin et. al.,
1997). Por otro lado, Ponting y Aravind reportan una regién de 40 — 45 aminoacidos en el
extremo C-terminal del dominio PAS a la que llaman motivo PAC (PAC motif, en inglés).
Asi, la secuencia del dominio PAS (anteriormente definido por las secuencias S1-box y
S2-box) se define como el dominio PAS mas un motivo PAC (Ponting y Aravind, 1997).
Dada la existencia de multiples proteinas que comparten los elementos estructurales del
dominio PAS, proteinas con S1/S2, PAS-A/PAS-B, dominios LOV y proteinas con
dominio PAS/motivo PAC, se ha propuesto el término “PAS fold” para incluir a todas estas
proteinas (Hefti et. al., 2004).
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Figura 7. a) Estructura quimica del c-di-GMP. b) Sintesis de c-di-GMP por las diguanilato ciclasas a través
de su dominio GGDEF. c¢) Degradacion de c-di-GMP por las fosfodiesterasas a través de su dominio EAL.
d) Proteinas multidominio con ambos dominios de diguanilato ciclasa y fosfodiesterasa regulados por el
dominio sensor o regulador X (Romling et. al., 2013).

14



Este dominio se encuentra predominantemente en proteinas que participan en la
transduccion de sefales, aun cuando estas proteinas contengan dominios en el
periplasma, el dominio PAS se encuentra en el citosol (Taylor y Zhulin, 1999). En
bacterias se encuentran principalmente dentro de los sistemas de dos componentes y en
organismos eucaribticos en factores transcripcionales, proteinas quinasas, etc. (Taylor y
Zhulin, 1999). Se caracteriza por poseer un hueco donde se unen algunos ligandos,
desde un grupo hemo hasta una guanidina (Galperin, 2004).

La estructura tridimensional del dominio PAS se describe de acuerdo a la figura 8. La tapa
N-terminal (morada, residuos 1 a 28) incluye las hélices a1 y a2; el PAS core (naranja,
residuos 29 a 69) incluye 3 hebras B y las hélices a3 y a4; en el conector helicoidal (verde,
residuos 70 a 87) se encuentra la hélice a5 que conecta dos hebras B y por ultimo se
encuentra el andamio-p (azul, residuos 88 a 125) compuesto de otras 3 hebras (3. El core
del dominio PAS es hidrofobico (Taylor y Zhulin, 1999).

N-terminal cap

-\ ‘V J
W ~,_helical connector

Figura 8. Estructura tridimensional del domino PAS. Ver el texto para la descripcion (Taylor y Zhulin, 1999)

El dominio PAS necesita de cofactores para detectar las sefales: FMN para la luz, FAD
para el potencial redox y un grupo hemo para los gases diatémicos. Por otro lado, otras
sefales como voltaje, xenobidticos y disponibilidad de nitrégeno no requieren de
cofactores (Guilles-Gonzalez y Gonzalez, 2004).

Se han descrito distintos tipos de proteinas con dominio PAS en la literatura, proteinas de
organismos eucariéticos y bacterias (Taylor y Zhulin, 1999; Guilles-Gonzalez y Gonzalez,
2004; Rodgers, 1999). Dentro de las primeras proteinas descritas con dominios PAS esta
FixL, la cual pertenece al sistema de dos componentes (FixL/FixJ) cuya funcién es la
activacion de los genes para la fijacién de nitrégeno en los nédulos formados por especies
de Rhizobium (Guilles-Gonzalez y Gonzalez, 2004; Rodgers, 1999). El mecanismo de
regulacion de este sistema de dos componentes se ilustra en la figura 9. La cinasa
histidinica fosforila a su regulador de respuesta, FixJ, en respuesta a los niveles de
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oxigeno. La actividad de quinasa de FixL es inhibida por el oxigeno. El dominio PAS de
FixL enlaza al oxigeno a través del cofactor hemo-hierro y una histidina, denominada
proximal (Guilles-Gonzalez y Gonzalez, 2004; Rodgers, 1999). Cuando FixL une al
oxigeno el hierro se encuentra en un estado de bajo spin y la actividad quinasa de FixL es
inhibida, FixJ no es fosforilado y no es capaz de ejercer su funcién de activador
transcripcional. Cuando el oxigeno no esta unido a FixL, el hierro se encuentra en un
estado de spin alto y FixL fosoforila a FixJ, el cual en su estado fosforilado lleva a cabo la
activacion de los genes para la fijacién de nitrégeno. Durante esta transicién de alto spin a
bajo spin los anillos de porfirina que forman el hemo sufren un movimiento de 0.4
amstrong hacia afuera del plano donde se encontraba, dicho movimiento se ha propuesto
como el inductor de un cambio conformacional en la proteina, responsable del cambio de
actividad de ésta (Guilles-Gonzalez et. al., 1995). Por otro lado, se ha reportado una
proteina de E. coli en la cual la union del oxigeno al dominio PAS desplaza a un
aminoacido, con lo cual se induce el cambio conformacional que controla la actividad de la
enzima (Delgado-Nixon et. al., 2000).

También se han descrito proteinas con actividad enzimatica bajo el control del dominio
PAS que controlan los niveles de segundos mensajeros. El primer ejemplo descrito es una
fosfodiesterasa de Acetobacter xylinum (Chang et. al., 2001), cuya funcion es linealizar el
c-di-GMP. El c-di-GMP es un regulador alostérico de la sintasa de celulosa en A. xylinum,
por lo cual, la produccién de celulosa por la bacteria dependen de la cantidad de c-di-
GMP. La actividad fosfodiesterasa de AXPDEA1 es reducida cuando la concentracion de
oxigeno es elevada y es mas activa en condiciones anaerobias. Los autores indican que
estas diferencias de actividad en las diferentes condiciones de oxigeno son consistentes
con los resultados observados en cultivos de A. xylinum sin agitacién y aireacion, donde
una pelicula de celulosa es observada en la superficie de los cultivos. Al ser la superficie
el lugar donde las bacterias entran en contacto con el oxigeno, la actividad
fosfodiesterasa de estas es reducida, los niveles de c-di-GMP se mantienen y funciona
como activador alostérico de la sintasa de celulosa (Chang et. al., 2001).

DosP es otra proteina con actividad fosfodiesterasa que ha sido descrita en E. coli. , cuyo
gen se transcribe en forma de operén junto con el que codifica la diguanilato ciclasa,
DosC. La actividad de estas proteinas DosC y DosP esta controlada por los dominios de
globina (GCS) y Dominio PAS, respectivamente. Ambos detectan oxigeno y modulan las
actividades de las respectivas enzimas en funcion de los niveles de oxigeno (Tuckerman
et. al., 2009).

2.5.2 Proteinas involucradas en la sintesis y degradaciéon de c-di-GMP en A.
vinelandii

La secuenciacion y analisis de genomas ha permitido encontrar genes que codifican para
proteinas relacionadas con el metabolismo del c-di-GMP en una amplia variedad de
microorganismos principalmente bacterias. Estos genes no se han encontrado en plantas
y mamiferos por lo cual se desconoce el rol de c-di-GMP en estos organismos
eucariéticos (Rémling et. al., 2013).
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Figura 9. Representacion esquematica de mecanismo de regulacion de FixL. Ver el texto para la descripcion
(Rodgers, 1999).

La cantidad de DGCs y PDEs es muy diversa, se han anotado microorganismos que
poseen muy pocas de estas proteinas, un ejemplo es Lactobacillus salivarus que posee
s6lo una DCG y una PDE en su genoma. Por otro lado, se encuentran las bacterias con
una gran cantidad de DGCs y PDEs en su genoma, por ejemplo Shewanella sediminis
con un total de 93 enzimas relacionadas con el metabolismo de c-di-GMP (52 DGC, 20
PDE y 21 enzimas bifuncionales). Ademas existen casos peculiares, como el de
Corynebacterium glutamicum el cual posee una sola proteina bifuncional con actividad de
DGC y PDE, ademas de poseer dos dominios sensores que podrian estar controlando las
actividades de estos dominios enzimaticos en respuesta a una sefal. Sin embargo,
existen aun casos mas extrafos donde el microorganismo posee solo una de estas
proteinas como es el caso de Staphylococcus aureus que posee una sola DGC (Rdémling
et. al., 2013).

Se ha reportado que el genoma de A. vinelandii tiene 5 365 318 pb (Setubal et. al., 2009)
y a través de una busqueda de DGC y PDE en su genoma se encontraron un total de 26
proteinas. De las cuales 13 son DGC, 10 son bifuncionales y 3 poseen solo el dominio de
PDE (tabla 2).

La mayoria de estas proteinas poseen dominios adicionales, dominios sensores, los
cuales regulan la actividad del dominio enzimatico en respuesta a una sefial. Ninguna de
estas proteinas se ha caracterizado hasta el dia de hoy, por lo que se desconoce el efecto
de estas proteinas en el metabolismo de A. vinelandii.
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Tabla 2. Diguanilato ciclasas y fosfodiesterasas de A. vinelandii

Gen Dominio Dominio adicionales
Avin00370 GGDEF -
Avin00420 GGDEF GS_EcDosC-like. GGDEF
Avin04950 GGDEF -

. 7TTMR-DISMED2
Avin05790 GGDEF 7TMR-DISM_7TM
Avin08240 GGDEF Cache_1
Avin22780 GGDEF PAS
Avin29300 GGDEF REC
Avin33420 GGDEF -
Avin38420 GGDEF Cation_ATPase C
Avin39460 GGDEF -
Avind44470 GGDEF CHASE
Avin48220 GGDEF PAS
Avin48930 GGDEF -
Avin00530 GGDEF-EAL -

PAS

Avin07910 GGDEF-EAL Tar
HAMP

Avin11600 GGDEF-EAL PAS

. PAS

Avin25190 GGDEF-EAL GAF 2
HAMP
Avin26340 GGDEF-EAL PAS
Atos
Avin28640 GGDEF-EAL -
Avin37830 GGDEF-EAL PRK11829
Avin49060 GGDEF-EAL PAS
Avin49140 GGDEF-EAL MHYT
Avin51660 GGDEF-EAL CBS-pair
Avin34930 EAL -
Avin25160 HD-GYP REC
Avin50640 HD-GYP REC

2.6 En A. vinelandii la proteina senalizadora de membrana interna MucG regula de
manera negativa la produccién y el PM del alginato.

En un banco de mutantes generadas por mutagénesis al azar se identific6 una mutante
llamada GG9 que mostré una produccion especifica de alginato 1.8 veces mayor con
respecto a la cepa parental AEIV, en medio BS liquido (tabla 3). Asi mismo, el PM del
alginato sintetizado por la mutante GG9 se incrementé 2.5 veces (figura 10). La
caracterizacion genotipica demostré que el miniTn5 se insert6 en la hebra negativa a 51
pb corriente arriba de un gen que codifica para una proteina hipotética (Avin07920) cuyo
coddn de término se sobrepone con el codén de inicio del gen Avin07910, aparentemente
formando un operodn. Esto sugiere que la expresion de este operdn se ve afectada por el
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miniTn5. El gen Avin07910 codifica una proteina a la que hemos llamado MucG (figura
11). Un analisis de MucG reveld que se trata de una proteina multidominio de membrana
interna la cual posee tanto el dominio GGDEF para la sintesis de c-di-GMP como el
dominio EAL para su degradacién. Ambos dominios estan muy conservados y poseen los
residuos involucrados en la catalisis sugiriendo que son activos. Ademas MucG posee un
dominio PAS involucrado en la deteccion de oxigeno. Una caracterizacién mas profunda
de la mutante mucG::miniTn5 logré establecer que el fenotipo observado en la mutante
GG9 se debia a la ausencia de MucG ya que una mutante mucG::miniTn5 reconstruida
por genética reversa (cepa GG9IR) o una mutante mucG::Km (cepa JGA501) exhibieron
un incremento tanto en la produccién especifica como en el PM del alginato sintetizado.
Resultados de fusiones transcripcionales con genes reporteros asi como ensayos de qRT-
PCR demostraron que la expresion del gen algD se incrementé al menos 5 veces
mientras que la expresion del gen alg8 y algL se incrementd solo 2.6 veces con respecto
a la cepa silvestre AEIV (datos no publicados).

Tabla 3. Produccion especifica de alginato por cepas de A. vinelandii

Cepa Genotipo Alginato?
E Silvestre 1560 + 18
GG9 mucG-miniTn5 2800 + 187
GG9R mucG-miniTn5 reconstruida 2900 + 305
JGA501 mucG::Km 2690 + 311

2 ug de alginato mg de proteina™. El tiempo de cultivo fue de 48 h en medio liquido BS.
Las determinaciones se hicieron por triplicado. Se muestra la media de los tres
experimentos independientes.
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Figura 10. Distribucion de pesos moleculares de los alginatos producidos por distintas cepas de 4. vinelandii.
Se indica ademas el PMP del alginato producido (datos no publicados)
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Figura 11. Representacion esquematica de los dominios de la proteina MucG.
Imagen tomada de la pagina web NCBI

Estos resultados nos indican que la proteina MucG afecta negativamente el proceso de
biosintesis de alginato, asi como también el PM del alginato producido. Una de las
posibilidades para explicar estos resultados es un efecto a nivel transcripcional de MucG,
sobre los genes biosintéticos alg, mediada por c-di-GMP. Por otro lado, el proceso de
biosintesis de alginato se ha clasificado dentro de los sistemas de secrecion de
exopolisacarido que dependen de una sintasa y se ha propuesto que estos sistemas
estan regulados a nivel post-traduccional por el c-di-GMP (Whitney y Howell, 2013).
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Debido a que la ausencia de MucG aumenta la produccién de alginato es posible que la
actividad fosfodiesterasa del dominio EAL de MucG reduzca los niveles de c-di-GMP de
tal manera que afecta la actividad del complejo de polimerizaciéon Alg8-Alg44. No
descartamos que el dominio GGDEF de MucG sea un dominio activo, dado que tiene
conservados los aminoacidos del sitio catalitico; muy probablemente este dominio se
active en otras condiciones como ya se ha descrito para otras proteinas bifuncionales.
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3. HIPOTESIS

MucG tiene un efecto negativo en la sintesis de alginato y en su PM, debido a su actividad
fosfodiesterasa (del dominio EAL) lo cual afecta negativamente la actividad del complejo
alginato polimerasa Alg8-Alg44. En MucG el dominio PAS modula las actividades de DGC
y PDE en respuesta al oxigeno, lo que afecta el PM del alginato sintetizado.

4. OBJETIVOS
4.1 General

Estudiar el papel de la proteina sefalizadora MucG en la producciéon de alginato y en la
determinacion de su PM.

4.2 Particulares

1. Estudiar la funcién del dominio de fosfodiesterasa EAL de la proteina MucG en la
produccion de alginato y en su PM.

2. Determinar si la proteina MucG controla el PM del alginato en respuesta al
oxigeno.

3. Investigar el efecto de la proteina MucG sobre la actividad alginato-liasas.
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1 Microorganismos
Se trabajo con las cepas que se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Cepas, plasmidos y oligonucleotidos utilizados

Cepas, plasmidos

. - Descripcién o secuencia
y oligonucleétidos

Referencia

Cepas
A. vinelandii
AEIV Cepa silvestre. Nal Coleccion del laboratorio
GG9 mucG::Tn5 derivada de la AEIV. Fenotipo Banco de mutantes del
. . laboratorio
hipermucoide Sp*
JG501 porta la mutacion mucG::Km, Banco de mutahtes del
. . . laboratorio
fenotipo hipermucoide. Km®
AealgU porta una mutacién algU::Km Coleccion del laboratorio
No produce alginato. Km®
CLAMO1 Porta la mutacién mucGAM-Sp (E575A y Construida en este trabajo
L577A) Fenotipo hipermucoide. Sp'
Porta la mutacion mucGDEAL-Sp.
mediante un cambio del coddn que i )
CLAMO2 codifica para la H532 (CAC) por un codén Construida en este trabajo
de paro (TGA). Fenotipo hipermucoide.
Sp'
Porta la insercion casete de Sp entre los , ,
CLAMO3 genes mucG y xseB1 (MucGFAL) Cepa Construida en este trabajo
control Sp'
E. coli TOP 10 Sm'. Cepa para clonacion Invitrogen
E. coli S17-1 Spr. Cepa para conjugacion Simon et. al., 1983
E. coli DH5a Nal". Cepa para conjugacion y Hanahan, 1983
transformacion
Plasmidos
Ap', fragmento de 3.2 kb, portador del
pJET-mucG gen mucG completo, en el plasmido Coleccion del laboratorio
pJET.
pLAO1 Ap', eliminacion del fragmento Xbal — Construido en este trabajo

Pvul de 1.5 kb, derivado del pJET-mucG.
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pLAO2 Ap', derivado del pLAO1. Porta mutacion Construido en este trabajo
mucGAAA

Ap', derivado del pLAO1.Porta insercién
del casete de Sp en el sitio de corte Ahdl
rio abajo de mucG.

pJG103 Construido en este trabajo

Ap', derivado del pLAO2. Porta insercion
pJG105 del casete de Sp en el sitio de corte Ahdl Construido en este trabajo
rio abajo de mucG.

Gm'. Origen de transferencia del vector
RP4, sacB para seleccion positiva de
dobles recombinantes, lacZ para
identificacién de clonas.

pJQ200 Quandt y Hynes, 1993

Insercion del fragmento Bglll de pLA02

pJQO2 en el sitio BamHI del plasmido pJQ200

Construido en este trabajo

LAO3 Apr’. Porta un fragmento de 700 pb de los Construido en este trabajo
P genes xseB-1 vy ispA-1 en plasmido pJET.
Ap'y Sp". Derivado del pLAQ3.; porta
casete de Sp en el sitio de corte BamHl
junto al sitio de corte Ahdl.

pLAO3Sp Construido en este trabajo

Ap'y Sp'. Derivado de los plasmidos
pLAO2 y pLAO3Sp. Porta una extension
de 700 pb rio debajo de mucG.

pLA0200 Construido en este trabajo

pLA0201 Ap', Sp". Derivado del pLA0200. Porta un Construido en este trabajo
casete de Sp en el sitio de corte BamHlI

Ap', derivado del pLA0200. Porta el gen
mucG trunco en la regién del dominio
EAL.

pLA0202 Construido en este trabajo

Ap" Derivado del pLA0202. Porta
insercién de un casete de Sp’ en el sitio
de corte BamHI del plasmido pLA0202.

pLA0203 Construido en este trabajo

Oligonucleotidos (5’ -> 37)

GCCCAGGTCGACGACCAGGGCCGTCCGCAGGTCATGGCGGCCGCGCTGCGCTGGCACTC
AAA-F GCCGACCCGCGGACTGGT

ACCAGTCCGCGGGTCGGCGAGTGCCAGCGCAGCGCGGCCGCCATGACCTGCGGACGGCC

AAAR CTGGTCGTCGACCTGGGC



CCGTTCCTCTTCGAGGATG
mucG1-R

GGY9-RT-F CAACCGCCACTATCTGGTC
mucG1-R CCGTTCCTCTTCGAGGATG
ispA1 — R CGAAGGCCAGCGCCTGCAGGCCGTC
xseB1AhBm — F GGACCGTTCGTCCGGATCCAGGGTCTGCCGGCGTTC
XseBAh —F GGACCGTTCGTCCGGATC
G-DEAL CTCGCCGAGCGGTCAGCTGTAGACGGC
mucG5? — F TGCGCAAATCCCTGCCACTG
SpFlank — F GCCCTACACAAATTGGGAG
xseB1—RT —R GATCTGCACCTTCTGTTCGG
SpFlank - R CGTTTCCACGGTGTGCGTCA
RpoS - 5 GAT TTG TCG CAG AGT ATC G

RpoS — 6 GAC AGC GAT CGA GGC CGT TC

5.2 Condiciones de cultivo

Las cepas de A. vinelandii se preservaron en cajas de medio Burk-Sacarosa (BS) con el
respectivo antibidtico. La concentracion del antibidtico utilizado fue de 1 pg/ml de Km, 1
pg/ml de Gm, 50 ug/ml de Sp y 30 ug/ml de Nal. Se realizaron resiembras periédicas para
la obtencion de cajas frescas antes de cada experimento y se mantuvieron a 4 °C. La
composicion del medio se muestra en la tabla 5.

Para la preparacién del medio sélido se agreg6 agar al 1.5% y este se esterilizé junto con
el agua a utilizar. Todas las soluciones se esterilizan a 120 °C durante 21 min excepto el
FeSO4-7H;0, el cual es filtrado para evitar una rapido oxidacion del hierro.

Ambos medios, sélido y liquido, se incubaron a 30 °C durante 48 h. El medio liquido se
incubo con una agitacion de 200 rpm con un diametro orbital de 2.5 cm.

El medio de competencia de A. vinelandii (CM) contiene todas las sales de la tabla 5 a la
concentracion indicada, con excepcion de NaMoQO4-2H20 y FeSO4-7H20.
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Tabla 5. Composicion del medio de cultivo de A. vinelandii

. Concentracion
Reactivo
en g/L
Sacarosa 20
Amortiguador fosfatos (pH=7.2)
KzHPO4 0.8
KH2PO4 0.2
CaCl2-2H20 0.073
NaxSOq 0.183
MgCl2-6H20 0.160
NaMoOs-2H,0 0.0002
FeSO4 7H,0 0.005

El medio para cruzas A. vinelandii/E. coli esta compuesto por 250 ml de medio BS, 70 ml
de medio LB y se agreg6 glucosa a una concentracion final de 0.2%. Se utilizaron 3.2 ml
de glucosa 20% por cada 320 ml de medio para cruzas.

El medio Burk-Glucosa contiene como fuente de carbono glucosa, 20 g/L, en lugar de
sacarosa, los demas componentes son los mismos que se indican en la tabla 5 a la
misma concentracion

E. coli se cultivé en medio Luria (LB) con el antibiético correspondiente. La concentracion
del antibidtico utilizado para los diferentes antibiéticos fue de 200 ug/ml de Ap, 10 ug/ml
de Gm, 15 pg/ml de Nal, 100 pg/ml de Sp y 10 yg/ml de Sm. La composicién del medio LB
se muestra en la siguiente tabla 6.

Tabla 6. Composicion del medio LB de E. coli.

Reactivo Concentracion en g/L
Bacto triptona 10
Extracto de levadura 5
Cloruro de sodio 10
Agua destilada 1000 ml

Las cajas de LB se incubaron a 37 °C y en caso de medio liquido se agité a 200 rpm.
5.3 Preinéculos

Los preindculos se prepararon transfiiendo una asada de una caja fresca a 25 ml de
medio BS liquido en un matraz de 125 ml. Se incubd a 30 °C durante 18 h con agitacion
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de 200 rpm. Estos se utilizaron para inocular matraces de 250 ml con 50 ml de BS liquido,
para cuantificar la produccién de alginato por el método de carbazol que se explica mas
adelante. Estos matraces se incubaron en las mismas condiciones que los preinoculos.
Se cuantificd la cantidad de proteina de los preindculos a las 18 h con la finalidad de
inocular los matraces de 250 ml con la misma cantidad de proteina (350 ug/ml; esta
cantidad de proteina corresponde, aproximadamente, a una inoculacién al 2 % v/v cuando
se utiliza la cepa silvestre AEIV). Estos matraces se utilizaron para realizar los
experimentos.

Para el experimento de determinaciéon del PM se utilizaron preindculos en matraces de
250 ml con un volumen de 50 ml de BS. La proteina se cuantificé a las 18 h para inocular
todos los matraces con la misma cantidad de proteina. Se utilizé6 1 ml para el cultivo de 50
ml, 2 ml para el de 100 ml y 4 ml para el cultivo de 200 ml, todos estos correspondientes a
la cepa silvestre AEIV, para los cultivos de la cepa mutante se determind el volumen
necesario para inocular los matraces con la misma concentracioén de proteina que la cepa
silvestre. Estos matraces se incubaron durante 48 h a 30 °C a 200 rpm.

5.4 Preparacion de células competentes de A. vinelandii

Se cultivd la cepa AEIV 2 veces en cajas con medio de competencia (CM) incubando la
caja a 30 °C durante 48 h. Todas las células se recolectaron y se utilizaron para inocular
50 ml de CM liquido y se incubd a 30 °C por 48 h a 200 rpm. Después de los dos dias de
incubacién se recuperaron las células por centrifugaciéon a 4000 rpm por 10 min y fueron
lavadas con sulfato de magnesio 10 mM para dejarlas libres de alginato. Estas células se
resuspendieron en 1 ml de CM liquido 32 mM Mg*2. La competencia se mantiene durante
15 dias cuando se guardan en refrigeracion.

Ademas de la metodologia descrita en el parrafo anterior se utilizd una metodologia
diferente para la preparacion de células competentes de A. vinelandii. De acuerdo a Page
y Sadoff, 1976, la maxima competencia de A. vinelandii se encuentra en las 6 y 12 horas
de cultivo, por lo cual, se realizé un cultivo de la cepa AEIV en cajas con medio CM
incubando la caja a 30 °C durante 24 o 48 h. Después de las 48 h se realizd un segundo
pase en medio CM y se incubd a 30 °C pero en esta ocasion el tiempo de incubacién fue
de aproximadamente 15 h. Posteriormente se recogi6 todo el tapete de células con un asa
estéril y se lavaron las células en varias ocasiones en sulfato de magnesio 10 mM con la
finalidad de obtener una pastilla celular libre de alginato. Dado que el tiempo de
incubacién es poco, fue necesario recuperar el cultivo a partir de 4 cajas. Las células
libres de alginato obtenidas de estas 4 cajas se resuspendieron en 350 yl de CM 16 mM
de Mg*2. Estas células competentes se utilizaron siempre después de su preparacion.

5.5 Transformacioén de A. vinelandii

Se transformd A. vinelandii con ~5 ug de plasmido lineal, mezclando las células
competentes (100 ul) con el ADN en un tubo Eppendorf de 1.5 ml estéril. Se coloco la
mezcla, células — ADN, sobre medio CM sdlido y se extendid con la punta de la
micropipeta hasta cubrir una superficie de aproximadamente 2 cm?. Se incubo esta caja
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24 h a 30 °C y posteriormente recolectaron las células en medio BS, en ocasiones se
emple6 NaCl 0.9 %, y por ultimo se plateo un volumen entre 50 pyl — 100 yl en medio de
seleccion para obtener la mutante, esta caja se incub6é a las mismas condiciones
anteriormente descritas.

5.6 Preparacion de células competentes de E. coli

La preparacion de células competentes de E. coli TOP10 (Invitrogen) se inicié con el pase
de una colonia aislada en placa a una segunda placa, esta se cultivd por un tiempo de 16
— 20 h a 37 °C. De esta caja se inoculé 5 ml de LB liquido con antibiético estreptomicina y
se incubd toda la noche a 37 °C con agitacion vigorosa. Posteriormente se inoculé 100 ml
de LB con 1 ml del cultivo previo, y se incubd por aproximadamente 3 h a 37 °C y 200 rpm
hasta que la D.O. a 650 nm alcanzé el rango 0.4 — 0.5. Se transfirié el cultivo a tubos de
propileno previamente enfriados y se dejo reposar 10 min en hielo. Estos tubos se
centrifugaron a 4000 rpm durante 10 min a 4 °C, se resuspendieron las células en 30 ml
de CaCl; 0.1 M frio y se dejoé reposar 15 min en hielo. Se centrifugé por segunda ocasién
a las mismas condiciones descritas anteriormente y se resuspendié suavemente la pastilla
celular empleando 2 ml de una solucion fria de CaCl, 0.1 My 14% de glicerol por cada 50
ml de cultivo original. Por ultimo se alicuoté 0.4 ml por tubo Eppendorf de 1 ml y se
almacenaron a -70 °C.

5.7 Transformacion de células competentes de E. coli

Se mezclé 100 ng de ADN con 0.2 ml de células competentes y se dejaron en hielo
durante 30 min. Se dio un choque térmico de 2 min a 42 °C y se incub¢ la mezcla a 37 °C
y 200 rpm en 1 ml de LB liquido sin antibiético durante 1 h. Por ultimo se plated un
volumen de 50 pl de este cultivo en el medio de seleccion. De manera simultanea se
corrid el control negativo, el cual consistio en someter a todo el proceso células
competentes sin mezclarlas con ADN.

5.8 Preparacion de células electrocompetentes de E. coli

Para la preparacion de células electrocompetentes de la cepa E. coli S17-1 se recogieron
células de un cultivo liquido a una DO entre 0.5 — 0.8 centrifugando a 4 000 rpm durante
10 min a 4 °C. Se lavaron las células con un volumen de NaCl 0.89%, se resuspendieron
en 20 ml de agua helada con glicerol al 10% y se centrifugaron de nuevo con las
condiciones anteriormente mencionadas. La pastilla celular se resuspendiéo en 2 ml de
glicerol al 10% previamente enfriado y se alicuotd 90 pl de esta suspensioén en tubos
Eppendorf de 1.5 ml y se almacenaron a -70 °C.

5.9 Electroporacion de E. coli

Para realizar la electroporacion las celdas a utilizar se colocaron en hielo y las células se
descongelaron lentamente en hielo. En tubos Eppendorf de 1.5 ul se mezclaron 40 ul de
la suspension celular con un volumen que contenia de 20 a 80 ng de plasmido en agua.
Se transfirié la mezcla de células y ADN a las celdas evitando la formacién de burbujas y
se le dio un pulso 1.8 Kv en un E. coli Pulser™ Transformation Apparatus de marca Bio-
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Rad. Inmediatamente se adiciond 1 ml de medio SOC a la celda, se transfirid a un tubo
para la incubacién a 37 °C a 200 rpm para la recuperacion de las células. Al cabo del
tiempo de recuperacion se plate6 un volumen de 50 pl en medio LB con el antibidtico
correspondiente para la selecciéon de electrotransformantes.

5.10 Conjugacién de cepas AEIV y E. coli S17-1

Para la realizacion de la conjugacion se utilizé medio Burk-Glucosa (BG). Se inocularon
50 ml de medio BS con la cepa de A. vinelandii en cuestion y se incubaron durante 2 dias
a 30 °C y 200 rpm. Al dia siguiente se cultivé la cepa de E. coli (S17-1), con el antibiotico
correspondiente, y se incubd toda la noche a 37 °C y 200 rpm. Una vez listos los cultivos
se recogieron células de A. vinelandii y S17-1 por centrifugacion a 3 000 rpom a 4°C. Las
células de A. vinelandii se lavaron con un volumen de MgSOs y la cepa S17-1 con NaCl
0.89%. Se mezclaron las células en una proporcion 1:1 y se extendié la solucién de
células en medio para la cruza A. vinelandii/E. coli. Se sec6 en la campana y se incubo a
30 °C durante 24 h. Al cabo de las 24 h se levanto el tapete de células y se lavo con NaCl
0.89%. Por ultimo se resuspendieron las células en 700 ul de BS y se platearon de 100 a
200 pl en medio de seleccion.

El medio de seleccidon consistido en medio BG con el antibiético Gm a concentraciones de
0.5y 1 pg/ml.

5.11 Digestion de ADN con enzimas de restriccion

Las enzimas de restricciéon utilizadas fueron: BamHI, Xbal, Pvul, Bglll,Sall, Sacll, Ahdl,
Sphl, Pstl, Notl y Clal, y se siguieron las instrucciones del fabricante (Fermentas).

Se realizaron diluciones 1:10 de la enzima asi como del buffer correspondiente y el
volumen de reaccion fue variable; la cantidad de ADN utilizado varié entre 20 — 50 ug. Se
incubd la mezcla de reaccion a 37 °C durante 1 h 30 min y en ocasiones se dej6 toda la
noche sin observarse efecto estrella por parte de alguna de las enzimas utilizadas.

Para las digestiones parciales se hizo una dilucion 1:40 de la enzima Pvul y 1:30 de la
enzima Ahdl, y se realizaron 6 ensayos con volumen de reaccion de 25 ul para Ahdl y 30
Ml para Pvul. La cantidad de ADN se mantuvo constante durante los 6 ensayos y solo se
varié la cantidad de la enzima utilizada, desde 1 pl hasta 6 ul. Estas reacciones se
incubaron de 3 — 10 min, con el objetivo de no permitir una digestion completa del ADN en
todos sus sitios de restriccion.

5.12 Reaccion de ligacion

Para las reacciones de ligacion se utilizé la T4 ADN ligasa (Fermentas). En las reacciones
de ligacién de vector-fragmento, se utilizaron 50 ng del vector desfosforilado y 250 ng del
fragmento a ligar.
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La desfosforilacion del vector se realizé con la fosfatasa alcalina de camardn (Roche). La
desfosforilacion del vector se llevé a cabo por la mezcla de ~50 ng de vector lineal con la
fosfatasa alcalina en su buffer de reaccién y posterior incubacién a 37 °C por 10 min. Se
inactivé la enzima a 65 °C durante 15 min.

Para las ligaciones con extremos cohesivos (sticky-end) se empled un volumen final de 20
Ml con 1 pl de T4 ADN ligasa. Esta mezcla de reaccion se incubd a 22 °C durante 5 min y
en ocasiones se dejo toda la noche.

Para las ligaciones en las que se involucraron extremos romos fue necesario rellenar los
extremos cohesivos existentes, para ello se adicioné la ADN blunting enzyme (Fermentas)
previo a la ligacién. La mezcla de ADN con ADN blunting enzyme se incub6 a 70 °C
durante 5 min y se pasé a hielo. Por ultimo, se adicion6 el fragmento de ADN con
extremos romos a ligar asi como la T4 ADN ligasa y se incubd a 22 °C por 5 min y en
ocasiones se dejo toda la noche.

Para la insercidn de los oligonucledtidos AAA — F y AAA — R se realizé una mezcla de 100
pmol de cada uno en el buffer de reaccién tango y se calentaron a 95 °C durante 5 min.
Posteriormente se dejé enfriar la mezcla de oligonucleétidos hasta alcanzar la
temperatura ambiente, de esta manera se permiti6 el apareamiento de los
oligonucledtidos y se realizaron las digestiones con las enzimas Sall y Sacll. Por ultimo se
ligd el vector (banda de 4.7 kb) desfosforilado con esta mezcla de oligos digeridos por Sall
y Sacll utilizando las condiciones previamente descritas.

El producto de estas ligaciones se utilizd para transformar E. coli.
5.13 Reaccioén de PCR

Se utilizaron las enzimas de alta fidelidad KAPA Taq ADN polymerase de biosystems y la
enzima Phusion High-Fidelity ADN Polymerase (Thermo Scientific). Estas enzimas fueron
utilizadas siguiendo los parametros establecidos dentro de los protocolos de cada una de
estas enzimas.

Para realizar los PCR de colonia se utilizé la Tag ADN Polymerase (recombinante) de
Thermo Scientific. EI ADN molde para la reaccion de PCR se obtuvo por lisado celular,
una asada de una caja fresca se resuspendié en 20 pl de agua miliQ y se incubd a 95 °C
durante 20 min, posteriormente se centrifugé 10 min a 13000 rpm para separar los restos
celulares del sobrenadante. Se tomaron 2 ul de este sobrenadante para una reaccion de
PCR de 25 pl de volumen de reaccion. Los demas componentes se utilizaron de acuerdo
a los parametros establecidos en el protocolo de la Tag ADN Polymerase (recombinante)
de Thermo Scientific.

El fragmento de 700 pb para la construccion del plasmido pJET700 se amplificd con los
oligonucledtidos ispA1 — Ry xseB1AhBm — F utilizando la enzima de alta fidelidad KAPA
Taq ADN polymerase y como templado el ADN cromosomal de la cepa AEIV.

El plasmido pLA0202 se obtuvo mediante reaccion de PCR. Para ello se disefi¢ un
oligonucledtido (G-DEAL) de 27 pb con un coddon de paro (TGA) de la traduccién
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localizado en el centro del mismo para poder permitir el apareamiento del oligonucleétido.
Se utilizd como templado el plasmido pLA0200, linearizado con la enzima de restricciéon
Sphl, y la enzima de alta fidelidad Phusion High-Fidelity ADN Polymerase de Thermo
Scientific.

5.14 Cuantificacion especifica de alginato por el método del carbazol

Se incubaron los matraces de 250 ml con un volumen de 50 ml de BS durante 48 h a 30
°C y 200 rpm, se inocularon como se describié en la seccién 5.3. Después de las 48 h se
tomaron 3 ml del cultivo y se vertieron en un tubo Eppendorf de 5 ml, posteriormente se
adicionaron 250 yl de EDTA 0.1 M y 250 ul de NaCl 1M para separar por completo el
alginato de las células. Se centrifugd a 10,000 rpm y se separo el sobrenadante del
paquete celular, el cual se conservo para cuantificar la cantidad de proteina por el método
de Lowry. El sobrenadante se pasé a un tubo falcén de 15 ml y se precipitd el alginato
adicionando 2 volumenes de isopropanol. Una vez precipitado el alginato se centrifugd a
7,000 rpm para separar todo el sobrenadante; y decantado el sobrenadante los tubos se
dejaron reposar dentro de la campana de extraccién hasta llegar a total sequedad. Una
vez seco el alginato se resuspendié en un volumen conocido y se sometié a la reaccién
del carbazol descrita previamente (Knutson y Jeanes, 1968).

La curva estandar para la cuantificacion se realizé de la siguiente manera. De una
solucion de 1 mg/ml de alginato se tomaron volumenes de 5 pul, 10 ul, 20 ul, 30 pl, 40 pl,
60 pl, 80 ul, 100 ul y 120 ul, estos se llevaron a un volumen final de 200 pl en tubos
Eppendorf de 1.5 ml. De esta manera tenemos una curva que va desde los 5 ug de
alginato hasta los 120 ug de alginato. Para las muestras fue necesario resuspender el
alginato en un volumen suficiente de agua, hasta observar una solucién transparente y
tomar una alicuota que no pase de los 200 pl, por ejemplo, tomar un volumen de 100 pl
de la muestra problema y llevar a un volumen final de 200 ul con agua tal y como se hizo
con la curva estandar. Se introdujeron todos los tubos Eppendorf en hielo y se adiciond
lentamente y con mucho cuidado 1 ml de la solucién &cido sulfurico-boratos fria. Por
ultimo se adicionaron 200 pl del reactivo carbazol con el cuidado de no mezclar mucho los
reactivos. Una vez adicionados todos los reactivos se mezclan vigorosamente con un
vortex por 5 segundos y se introdujeron en un bafio a 55 °C durante 30 min en un
termoblock.

Al cabo de los 30 min los tubos se sacaron del bafio a 55 °C, se pasaron por el vortex
nuevamente y se dejaron enfriar. La absorbancia se midi6 a 530 nm y se reporté la
produccion especifica de alginato en unidades de mg de alginato/ mg de proteina o ug de
alginato/mg de proteina.

La solucion de acido sulfurico-boratos se preparé de la siguiente manera. Se vertieron
24.7 g de acido bodrico en 30 ml de agua con poca agitacion y se calenté suavemente (<90
°C), el acido bodrico no se disolvio en el agua hasta que se afadieron 10.09 g de KOH.
Aqui se tuvo mucho cuidado porque la solucion se calentdé mucho, pero es el punto en
donde se disolvieron todos los boratos. Por ultimo se llevé la soluciéon a un volumen final
de 45 ml. Esta solucién se enfrid un poco sin permitir la precipitacion de los boratos. Por
ultimo se mezclaron cuidadosamente 975 ml de acido sulfurico concentrado con 25 ml de
esta solucién de boratos, esto se hizo lentamente porque la solucién de boratos estaba
caliente, por lo tanto se recomienda que el acido sulfurico este frio.
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El carbazol se disuelve en etanol absoluto. La cantidad requerida en este ensayo es de
0.1 g de carbazol en 100 ml de etanol absoluto.

5.15 Determinacion del PM del alginato

El PM del alginato se determind por cromatografia de permeacion en gel utilizando unas
columnas Ultrahydrogel (UG 500 y 2000, Waters), utilizando un HPLC con un detector
denominado refractémetro diferencial (Waters, 410) tal y como se describié previamente
(Pena et. al., 1997).

Para este experimento se utilizaron 15 ml de cultivo, se lavaron las células con 1.5 ml de
EDTA y 1.5 ml de NaCl como se mencioné en el apartado anterior. El alginato precipitado
con isopropanol se paso6 a tubos Eppendorf de 2 ml para liofilizarlos, unas vez secos se
pesaron alrededor de 6 mg para disolverlos en 2 ml de agua miliQ con el objetivo de tener
una solucion de alginato a 3 mg/ml. Esta solucion se filtré a través de una membrana de
nitrocelulosa de 0.45 pym y se utilizé para inyectar el HPLC.

Las condiciones de corrida fueron las siguientes. La fase mévil es NaNO3; 0.1 M con un
flujo de 0.9 ml/min y una temperatura de 39 °C. Se inyectaron 100 ul de la muestras y se
elabord una curva estandar utilizando pullulanos de Aureobasidium pullulans.

5.16 Proteoma de las cepas AEIV y GG9

La preparacion de las muestras para el analisis protedmico se llevd a cabo de la siguiente
manera. Se inoculé un matraz de 500 ml a partir de un preindculo de 18 h; el volumen de
llenado del matraz fue de 200 ml de BS para la cepa GG9 el cual se inoculé con 6 ml del
preindculo. Para la cepa silvestre se utiliz6 100 ml y se inoculdé con 3 ml del preindculo.
Este se dejo incubar durante 24 horas a 30 °C y a 200 rpm.

Después de las 24 horas se obtuvieron las pastillas celulares de todo el contenido del
matraz, por centrifugacion a 2,500 rpm y se lavaron con un buffer de fosfatos 10 mM y pH
de 7.4, este buffer se filtré a través de una membrana de 0.22 ym antes de utilizarse. Se
realizaron varios lavados para retirar el alginato por completo de las células. Una vez
obtenida la pastilla celular se mantuvo a -20 °C por un tiempo de 24 horas.
Posteriormente se resuspendié en 2 ml de buffer de fosfatos 10 mM, pH 7.4 y se sonico.
La sonicacion se llevd a cabo en tubos Eppendorf de 5 ml y sumergidos en hielo para
evitar el calentamiento del extracto. Se dieron 5 pulsos de 20 segundos a potencia de 8
dejando transcurrir 20 segundos entre cada pulso para evitar el calentamiento de la
muestra y evitar la oxidacion de las proteinas. Posteriormente, se centrifugaron durante
30 min a 13,000 rpm a 4 °C, se tomo el sobrenadante con mucho cuidado de no tomar
restos celulares y se ultracentrifugé a 40,000 rpm a 4 °C por una hora, de esta manera en
el sobrenadante permanece la fraccion soluble del extracto proteico. Se cuantificd la
cantidad de proteina en el sobrenadante por el método de Bradford y se precipitdé con
acetona fria el volumen correspondiente a 20 ug de proteina de cada extracto proteico
durante toda la noche. Por ultimo se dejaron secar las muestras para retirar la acetona a
temperatura ambiente y una vez secas se enviaron para su analisis por Orbitrap a la
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Plataforma de Protedmica del Instituto de Investigaciones Clinicas de Montreal (IRCM),
Canada. Este experimento se realizo por triplicado.

Para analizar los datos obtenidos del orbitrap se utilizé el proteome software Scaffold
version 4.0. En este software se realizé un analisis estadistico t-student con el cual se
identificaron a las proteinas que mostraron un cambio de expresién al comparar los
proteomas de las cepas GG9 y AEIV.

5.17 Determinacion de la actividad alginato liasa

Se determind la actividad liasa intracelular y extracelular por un ensayo
espectrofotométrico reportado anteriormente (Flores et. al. 2013). Se utilizaron 0.25 ml del
extracto problema y 0.25 ml de una solucién de alginato (Sigma-Aldrich A2158) 2 mg/ml,
en un buffer de Tris-HCI 50 mM y pH 7.2. Se monitored el incremento de absorbancia a
235 nm durante 20 min, tomando lecturas cada min, a 29 °C. La actividad especifica se
define como el cambio de absorbancia por min por mg de proteina.

Para la obtencion de los extractos se cultivaron las cepas en medio BS liquido durante 48
h. Se adicioné6 1ml de EDTA 0.1 My 1ml de NaCl por cada 10 ml de caldo de cultivo y se
centrifugd a 11,000 rpm a 4 °C por 10 min. Se separ6 el paquete celular del sobrenadante
y se utilizaron para hacer los extractos intracelulares y extracelulares, respectivamente.

Para obtener el extracto proteico intracelular se sigui6 el protocolo previamente reportado
(Franklin y Ohman, 2002). En breve, las células se lavaron con NaCl 0.9% y se
resuspendieron en 700 pl de buffer de extraccidon periplasmica (PEB, por sus siglas en
inglés), el cual contiene sacarosa al 20% y Tris-HCI 30 mM a pH 8. Se agregaron 50 ul de
lisozima, y se incubd a temperatura ambiente 10 min. Se adicioné 20 ul de EDTA (100
mM en buffer PEB) y se incub6 20 min a temperatura ambiente. Se separé el resto celular
por centrifugacion a 13,000 rpm a 4 °C durante 25 min. El extracto obtenido se cuantifico
por el método de Bradford.

Para la obtencion del extracto proteico extracelular se siguié un protocolo reportado
anteriormente (Flores et. al. 2013). Se separd el alginato del sobrenadante por
precipitacién con CaCl,, se adicionaron 3 ml de CaCl; por cada 10 ml de sobrenadante.
Esta mezcla se mantuvo a 4 °C por un tiempo minimo de 4 h. Posteriormente se
ultracentrifugé a 40,000 rpm a 4°C por 10 min. Por ultimo este extracto se paso por tubos
Amicon de 0.5 ml con un filtro de 10K para la eliminacion de los restos de Ca* y se
cuantifico la proteina por el método de Bradford.

Ambos extractos se pasaron por tubos Amicon con el objetivo de realizar un intercambio
de buffer. Se centrifugaron a 13,000 rpm a 4 °C por 10 min en 3 ocasiones y se rellenaban
con un buffer de Tris-HCI 50 mM a pH 7.2 y NaCl 350 mM.

Se utilizaron para este ensayo las cepas AEIV, GG9 y AEalgU, y una alginato liasa
comercial de Sigma-Aldrich como control positivo (en Tris-HCI 20 mM, pH 7.2), realizando
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ensayos a diferentes concentraciones. El blanco utilizado fue el extracto proteico mas el
buffer sin alginato.

5.18 Determinacion del porcentaje de acetilacion del alginato

Para la determinacion de los grupos acetilo (Cheetham y Punrucckvong, 1985), se
precipité el alginato con isopropanol, en una relacion de 1 volumen de sobrenadante, libre
de células, con 3 volumenes de isopropanol. Esta mezcla se mantuvo en el cuarto frio a 4
°C por un tiempo minimo de 4 h. Para recuperar el alginato se centrifugé a 5,000 rpm
durante 10 min. Se paso el alginato a un tubo Eppendorf de 2 ml, previamente llevado a
peso constante, y se seco en un concentrador plus (vacufuge plus) a 65 °C por un periodo
de 2 a 3 h. Posteriormente se determiné la cantidad de alginato obtenido y se utilizaron
de 5 a 10 mg para la determinacion de acetilos. Se llevé a cabo una reaccion de hidrolisis
con NaOH 1 M a 80 °C durante 2 h en un termomixer a 700 rpm. Posteriormente se
neutralizé la sosa con H3POs 1.5 M, se centrifugd la mezcla para evitar sdélidos
suspendidos y cargar la muestra en el HPLC.

En el HPLC se utilizé6 una columna de intercambio iénico (Aminex HPX-87H, 300 mm x
7.8 mm), con un detector de arreglo de diodos, una fase moévil de H.SO4 7 mM la cual
debe de filtrarse por una membrana de 0. 22 um, una temperatura de 50 °C, un volumen
de inyeccion de 40 pl, flujo de 0.65 ml/min con lecturas a 210 nm y un tiempo de corrida
de 17 min con la lectura de los acetilos alrededor de los 13 min. Se cargd acetato de
amonio a diferentes concentraciones para la elaboracion de la curva estandar, las
concentraciones utilizadas fueron, 1 mM, 2.5 mM, 5 mM y 10 mM.

El porcentaje de acetilacion se determind con la siguiente férmula:

L gr de acetilos
% acetilacion = ——————
gr de alginato

5.19 Determinacién de proteinas por el método de Bradford

Se tomaron 10 pl de los extractos intracelulares y se adicionaron 790 ul de agua miliQ. De
los extractos extracelulares se tomaron 50 ul y se afadid 750 ul de agua miliQ. El
volumen final fue de 800 pl y se adicionaron 200 ul del reactivo de Bradford (Bio — Rad
protein assay dye reagent concentrate), las muestras se dejaron reposar 20 min. Al mismo
tiempo de elaboré una curva patron con albumina a distintas concentraciones; se
utilizaron concentraciones de 2, 4, 8, 16, 32 ug/ul. Posteriormente se tomaron lecturas a
595 nm utilizando un nanodrop. Los valores de la cantidad de proteina de los extractos se
obtuvieron por interpolacion en la curva patron (Bradford, 1976).
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5.20 Determinacion de proteinas por el método de Lowry

Se utilizd esta metodologia cuando se requirid determinar la proteina directamente de
células. Después de obtener el paquete celular tal y como se describié en la seccién 5.15,
este se resuspendié en un volumen de 3 ml, se tomaron 50 ul y se llevaron a un volumen
final de 200 pl con agua. Posteriormente se adiciond 1 ml de solucion reactiva, la cual
esta compuesta por un 98% v/v de Na>COs al 2% en NaOH 0.1 M, 1% v/v de tartrato de
sodio y potasio al 2% y 1% v/v se CuSO; al 1%, se dejo reposar por 10 min y al cabo de
este tiempo se adicionaron 100 ul del reactivo de Folin-Ciocalteau, adquirido de Sigma-
Aldrich, diluido con 1 volumen de agua y se dejaron reposar por 30 min. De la misma
manera se realizé una curva estandar con una solucion de albumina de 1 mg/ml de
concentraciéon. Las concentraciones utilizadas para la curva patron fueron 50 ug/ml, 100
pg/ml, 200 pug/ml y 400 pg/ml todas ellas en un volumen final de 200 ul. Al término de los
30 min se midié la absorbancia a 625 nm y con la ayuda de la curva patron se determiné
la concentracion de proteina en las muestras (Lowry et. al., 1951).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1. Analisis del dominio PDE de la proteina MucG

Un analisis de la proteina MucG nos indicé que el dominio PDE tiene un alto grado de
conservacion con otros dominios PDE ya caracterizados (E= 6.01 x 10°'), de acuerdo a la
prediccion de dominios conservados (CDD) del NCBI. Ademas el alineamiento de la
proteina MucG con otros dominios ya caracterizados como el de DosC (una PDE de E.
coli) nos permitio identificar que los residuos conservados en la vecindad también estan
presentes (figura 12).

1 31
505 583
494 TRLOLEHELREALDLEEFTLHYQAOVD-DRGRPOVM 574
* *
32 FASLLDPSFLEALL-ALK 107
5&4 ALHFRESHNQLEFNOWVSDAMH 663
575 FLDFEQADLAGSLLAILE &53
* ok * *
108 QGELFPSRLVLEITESALDE-DLRLLEALARILRSLGFRI 185
664 AWGIDGHQLIVEITESMMMEHDTEIFKRIQILEDMGVGLSVDDEGIGEFSGLSRLVSLEVIEIKIDES BCLTEERILA 743
654 EERFPFTGSLELEITETALLDAGDOVOQTLARLEAAGMPLLLDDEFGTGHASLAYLOQFPFDGIKIDRQFVAGLFESEHSVE 733
*

ldeé LLRALIALARSLGIEVVAEG 231

T44 LLEAITSIGQSLNLTV: so7

734 LVRGILTMARHLGLHVVAESVSHERQAAFLERLNGCPSLOGYHYCREQPRED[S]IRESSS5LOQPWEH 802

Figura 12. Alineamiento de la secuencia consenso obtenida de la pagina web Conserved Domain Database
(secuencia enumerada del 1 al 231; primer renglon), fosfodiesterasa DosC (residuos del 505 al 807; segundo
renglon) y la proteina MucG (residuos del 496 al 802; tercer renglon). Con asterisco se muestran los
aminoacidos conservados del sitio catalitico reportados previamente (Romling et. al, 2013). Alineamiento
hecho con Blast, Constraint Based Protein Multiple Alignment Tool, con acceso en el siguiente link:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/cobalt/cobalt.cgi?link loc=BlastHomeLink

En la figura 13 se muestra la secuencia nucleotidica del gen mucG asi como su secuencia
deducida de aminodacidos. Este fragmento fue obtenido por PCR con los oligonucleétidos
mucG_Sp-F y mucG-R y esta clonado en el vector pJET1.2/Blunt (Fermentas). A este
plasmido se le denomina pJET-mucG (coleccion del laboratorio).

6.2 Generacion de la mutante mucGA* a partir del gen silvestre mucGFEA-

Para investigar si el dominio PDE de la proteina MucG estaba involucrado en el efecto
negativo sobre la sintesis de alginato y el PM, se procedié a construir una mutacion en
este dominio. Se realiz6é la mutacion EAL-AAA, para obtenerlo se mutaron dos residuos
del sitio activo EAL, el residuo glutdmico (E575) y la leucina (L577) e hicimos cambios por
alaninas (EAL—AAA) tal y como se ha reportado previamente para otras proteinas con
actividad PDE (Roy, 2012). Para lograrlo construimos el plasmido pLA0201 tal y como se
describe en a continuacion.
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Para la construccion de un plasmido que portase solo el dominio PDE del gen mucG
procedimos a eliminar el extremo 5° del gen mucG mediante una digestién parcial con la
enzima Pvul seguido de una digestion total con la enzima Xbal que posee un corte en el
sitio multiple de clonacion del vector pJET-mucG. La doble digestién Xbal-Pvul eliminaria
el fragmento de 1.5 kb del extremo 5°del gen mucG (véase figura 14).

oligo mucG-Sp-F
1 AAGCTTCAGC ACGTGAAGGA GTACACCGAC CTGCCGGCGC TGCTGCTGGA GCAGATCAAG CACTTCTTCG AGAACTACAA GGACCTCGAA AAGGGCAAGT GGGTGAAGGT CGAGGGCTGG
121 GGCGACGCCG AGGCGGCCCE TGCCGAGATT CTCAAGGCCG TCGCAGCCTA TCAGAAGTAA GCTCCCCTTC CGGAAGGGCC GGCCACCGAG CCGGCCTTTC CATTTTCGCC TTCGCTACGC
Fnr site -35 -10
241 CGCAGAGCCA CGCTCGTCAT TTGCGCACGG CAAGCGTTTC TTGAATCGAG GCAACTTTTT TGAGTCCGGC GATTCACGCT GCCGCCCACA TTCGCTAACG TGTCACATCC CTGGTTGGAG
361 TGACAGGATG CACATCCGCC TGTTGGCGTT GACCTCCCCG GCCCCGTCGG CCTTCAAGAT GGAACCGGCC GGCCTGOGGC CCGACGAGCC GAGCGGCGGG GAGCGCGTCC ATGCCGGAGG
Avin07920
481 GCACGGCCGC CCGAAATCCC TATCGCACGG AGTCCGACGC ATCCGGCGOA TGCCCGAGGA CGGCCGCCCE TCGCGCGACA CCGAACGCTT GAGCCAGCGC ATGGTCGAAT ACGGGCCGTC
Smal Avin07910
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Noti
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oligo AAA-F
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QOligo mucG1-R
2590 AGC CTG CTG GCC ATC CTC GAA GAG GAA CGG CCC CCG ACC GGC TCG CTC GAA CTG GAA ATC ACC GAG ACC GCC CTG CTC GAT GCC GGC GAC GAC GTC CAG
647F 5 L L A I L E E E R P P T G s L E L E I T E T A L L A G D D Vv
Sphl
2689 CAG ACC CTG GCC CGC CTC AAG GCC GCC GGC ATG €CCG CTG CTG CTG GAC GAT TTC GGC ACC GGC CAC GCC TCG CTG GCC TAC CTG CAG CAG TTT CCC TTC
688F Q T L A R L K A A G M P L L I o] D F G i G H A s L A Y L Q Q F P F

Styl
2788 GAC GGC ATC AAG ATC GAC CGC CAG TTC GTC GCC GGC CTC CCG GAA AGC GAG CAC TCG GTG GCC CTG GTG CGC GGC ATC CTG ACCyATG GCC CGA CAT CTC
713* D 6 | K o1 D R @ F ¥ A § L P E § E H &5 N & Lk W E G | L. T ‘M A R H L
2887 GGC CTG CAC GTG GTG GCC GAA GGG GTG AGC AAC GAG CGC CAG GCC GCC TTC CTG CGC CTC AAC GGC TGC CCC AGC CTG CAG GGC TAC CAC TAC TGC CGC
746 G L H V V A E G V S N E R Q A A F L R L N GG C P S L Q 66 ¥Y H Y C R

Xhol Ahdl|
2986 CCG CAG CCG GCC GAA GAC CTC GAG CGC ATC TGG ATA CGG GAA TCG TCG TCC AGC CTG CAG CCC TGG GGA CAC TGA AGCGGCGGAC CGTTCGTCCC CAGGGTCTGC

779 P Q P A E D L E R | W R E 5 § S S L Q P W G H
-35 -10 Avin0789C
3091 CGGCGTTCTG GCGTAGAGCG CCAAATTTCT ACAGCCCCCA ACGTTTGCCG CCCCGCCCCG GCTCTGCTAG TGTCGCGGCG ATTTTCACAT GCCGCCGACA CAGGTTCCCG TCCATGGCCC
oligo mucG_R

3211 GCAAGAAAGC CGCCGTCGAT TTCGAGCAAT C
Figura 13. Secuencia nucleotidica del gen mucG (en azul). La secuencia deducida de aminoacidos de MucG
también esta indicada (negro). Los nucledtidos marcados en rojo son los que codifican para los aminoacidos
que se mutaron, EAL — AAA. También se sefialan los sitios de restriccion empleados en la construccion de
distintos plasmidos en este trabajo, asi como los oligonucledtidos que se utilizaron para la insercion de la
mutacion (EAL-AAA) (subrayado).
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En la figura 15 se observan los patrones de restriccion generados al digerir el plasmido

pJET-mucG con la enzimas Xbal y Pvul por separado, asi como la digestién doble Xbal-
Pwvul.

BgllI Xbal
Clax .\ |

- Sal
__—Sacl
pJET::MucG —
AhdT — ‘ 6214 bp Pvul

2 \
Bglll  / { \ X
Xhol | Xhol
IxseB-1: AhdI

Figura 14. Esquema del plasmido pJET-mucG con los sitios de corte por las enzimas de restriccion utilizadas
en este trabajo. El gen mucG, de 3.2 kb, se muestra en color azul. La resistencia a ampicilina se indica en
color verde y en amarillo se muestra el segmento de 1.5 kb del plasmido que es eliminado.
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Figura 15. Electroforesis de DNA en gel de agarosa del plasmido pJET-mucG digerido con Xbal y Pvul. El
corte con la enzima Xbal solo lineariza el plasmido de 6.2 kb (carril 4); el corte con Pvul genera dos
fragmentos de 3.5 kb y 2.7 kb (carril 5). La doble digestion Xbal — Pvul genera 3 bandas con tamafios de 2.7
kb, 2 kb y 1.5 kb (carril 2). Los carriles 1 y 3 son el plasmido sin digerir.
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En la figura 16 se muestra el patrén de digestion parcial del plasmido pJET-mucG con la
enzima Pvul. La banda de 6.2 kb obtenida de las digestiones parciales se purificd y
posteriormente se digirié con la enzima Xbal. Debido a los dos sitios de corte Pvul se
generan dos patrones de bandas al cortar con Xbal, uno de 4.7 kb y 1.5 kb, y otro de 4.2
kby 2 kb (figura 17).

Figura 16. Electroforesis en gel de agarosa de las digestiones parciales Pvul del plasmido pLAO1, con
cantidades crecientes de la enzima Pvul (carriles 1-6). El plasmido linearizado con Xbal (6.2 kb) sirve como
control.

La banda de 4.7 kb (figura 17) se purifico, sus extremos cohesivos Xbal-Pvul fueron
rellenados y posteriormente se religdé el fragmento con la enzima T4 ligasa tal y como se
describe en Materiales y Métodos. La reaccién de ligacion se transformé en E. coli Top10
y se seleccionaron transformantes Ap’. Se purificd el plasmido de estas candidatas y una
de estas clonas se verificd por patrén de restriccion con la enzima Bglll (figura 18). El
plasmido resultante se denominé pLAO1 (figura 19).

= 4.7kby4.2kb

Figura 17. Electroforesis el gel de agarosa del fragmento parcialmente digerido con Pvul derivado del pJET-
mucG 'y digerido con Xbal. Se purifico la banda de 4.7 kb.
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Figura 18. Electroforesis en gel de agarosa de los plasmidos extraidos de 3 candidatas pLAO1. Los plasmidos
1 y 3 presentan el patron esperado con Bg/II: 2 bandas, una de 3 kb y otra de 1.7 kb. Al plasmido resultante se
le denomind pLAOI.
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pLAO1
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Figura 19. Mapa del pldsmido pLAO1. El fragmento del 1.6 kb del extremo 3" del gen mucG (azul) se
encuentra flanqueado por los sitios Bg/II del sitio multiple de clonacion del vector. La mutacion mucGA4A se
realiz6 reemplazando el fragmento Sall-Sacll silvestre por un fragmento mutado.

Para generar las mutaciones E575A (GAG—>GCG) y L577A (CTG—>GCG) se disefaron
dos oligonucledtidos perfectamente complementarios de 77 pares de bases
correspondientes a un fragmento Sall-Sacll que codifica el motivo EAL de la proteina
MucG y que lleva las mutaciones en los codones correspondientes. Estos oligonucledtidos
se alinearon generando un DNA de doble cadena tal y como se describe en Materiales y
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Métodos. Una vez obtenido este fragmento se digirié con las enzimas Sacll-Sall. Este
fragmento se clon6é en el vector pLAO1 digerido también con las enzimas Sacll-Sall
previamente defosforilado. Se transformé E. coli Top10 con esta reaccidn de ligacién y se
seleccionaron transformantes Ap'. Se extrajo el DNA de plasmido de estas candidatas y
se verificd la correcta incorporacion de las mutaciones mediante secuenciacion utilizando
el oligonucleotido mucG-R1. Al plasmido resultante se le denominé pLAO2 (figura 20).

Clal Bglll

pLAD2 Spht

4643 bp

Figura 20. Mapa del plasmido pLA02. Nétese el sitio de restriccion Notl entre los sitios Sall y Sacll que se
genera al introducir la mutaciéon AAA en el plasmido pLAO]1.

Con el fin de poder tener un buen marcador de seleccion para A. vinelandii en los
plasmidos arriba descritos, se procedio a ligar en ellos un cartucho de resistencia a Sp tal
y como se describe a continuacion. Un analisis de la secuencia del locus mucG permitié
identificar un sitio de corte de la enzima de restriccion Ahdl inmediatamente después del
coddn de término de mucG y antes de la region promotora del gen xseB-1, gen localizado
rio abajo de mucG. Este sitio se utilizd para insertar un casete de resistencia a Sp en los
plasmidos pLAO1 (control) y pLAO2, el cual servira como marcador de seleccién en A.
vinelandii. Se realizaron digestiones parciales con Ahdl de ambos plasmidos (Ahdl posee
un segundo sitio de corte en el vector), se rellenaron extremos con la enzima Klenow y se
ligd en este sitio el casete de Sp escindido con la enzima Smal. Se transformé E. coli
Top10 y se seleccionaron transformantes Ap', Sp’. La orientacién del casete de Sp se
investigd por patron de restriccion. Se identificaron aquellas clonas en las que el casete
de Sp se ligd en el mismo sentido de la transcripcion de mucG. Los plasmidos resultantes,
con inserciones no polares del casete de Sp y derivados de los plasmidos pLAO1 y pLA02
se denominaron pJG103 y pJG105, respectivamente. El plasmido pJG103 porta el alelo
silvestre (denominado mucGF*"), mientras que el plasmido pJG105 porta el alelo con la
mutacion en el dominio EAL (denominado mucG**4).
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El plasmido pJG105 (mucG*A-Sp) se linearizd con la enzima Clal y se utilizd para
transformar células competentes de A. vinelandii de la cepa AEIV, seleccionandose
dobles recombinantes Sp’. Después de transformar este plasmido en diversas ocasiones
no se obtuvieron las dobles recombinantes mucG**. Es probable que esto se haya
debido a que el fragmento de recombinacién rio abajo del gen mucG en el plasmido
pJG105 es de tan solo 150 pb, por lo que decidimos aumentar este extremo a 700 pb y
asi facilitar el evento de doble recombinacion homoéloga. Por tal razén se procedio a
construir el plasmido que se describe a continuacion.

Se disefaron los oligonucledtidos ispA1 — R y xseB1AhBm — F para amplificar un
fragmento de 700 pb del cromosoma de la cepa AEIV, que corresponde al extremo 3° del
gen mucG y que contiene al gen xseB-1. Este fragmento se ligd en el plasmido pJET1.2
(Fermentas); este plasmido se nombré pLA03. Ademas introdujimos un sitio de corte de
restriccion de la enzima BamHI en uno de los oligos utilizados, rio abajo del sitio Ahdl
anteriormente mencionado, este sitio se utilizd para insertar un casete de
espectinomicina. En la figura 21 se muestra el gradiente que se realizé para encontrar las
condiciones en las cuales funcionan los oligonucleétidos, ispA1 — Ry xseB1AhBm — F.

Como se puede apreciar en el gel de la figura 21, en todas las temperaturas se amplifico
la banda de 700 pb esperada. Se purificd esta banda de un gel de agarosa al 1% y se ligd
en el plasmido pJET1.2, la orientacion del inserto se determind con un patrén de digestiéon
con la enzima Pstl. En la figura 22 se observa el patron esperado de 3 bandas con pesos
de 3000 pb, 380 pb y 260 pb. Se extrajo el plasmido de la candidata 4 y se mandé a
secuenciar para comprobar la amplificaciéon del fragmento correcto.

3000 m—

1037 s—
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Figura 21. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR del fragmento rio abajo de mucG,
utilizando los oligonucleotidos ispAl — R y xseB1AhBm — F. Carril 1, control interno de reaccion. Del carril
2 al 4 temperaturas de 58 °C, 60 °C y 62 °C, respectivamente.

Una vez corroborada la secuencia del plasmido pLAO3 se introdujo el casete de Sp en el
sitio BamHI de este, el plasmido obtenido se llamé pLAO3Sp. La correcta insercion del
casete se determind con un patron de restriccion de la enzima Pvul, las bandas
esperadas eran de 3258 pb y 2516 pb. En la figura 23 se observa que las candidatas 4y 5
poseen el patron correcto. Se selecciond la candidata 4 para los experimento posteriores.
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Figura 22. Electroforesis en gel de agarosa de los plasmidos derivados de 5 candidatas en la busqueda del
plasmido pLAO3. Los plasmidos se escindieron con la enzima Pstl.

Posteriormente se digirieron los plasmidos pLA02 y pLAO3Sp con la enzima Ahdl. Se
purificaron de gel las bandas de 3 kb y 4 kb obtenidas de las digestiones de los plasmidos
pLAO2 y pLAO3Sp, respectivamente y se ligaron para obtener el plasmido pLA0201. La
busqueda de esta construccion se llevd a cabo por medio de un patrén de restriccion con
la enzima Sphl, el patron correcto es de dos bandas con pesos de 6616 pb y 652 pb. En
la figura 24 se observa el patron de restriccion de las 2 candidatas obtenidas, la candidata
2 muestra el patrén correcto. EI mapa del plasmido pLA0201 construido se muestra en la
figura 25.
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Figura 23. Electroforesis en gel de agarosa del DNA de los plasmidos de 6 candidatas pLA03Sp digeridos con
la enzima Pvul (Carriles 1-6). Primer carril, marcador de peso molecular.
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Figura 24. Electroforesis en gel de agarosa del DNA de los plasmidos de 2 candidatas pLA0201 digeridos con
la enzima Sphl (Carriles 1-2). Primer carril, marcador de peso molecular.
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Figura 25. Mapa del plasmido pLA0201. En amarillo se muestra el fragmento de 700 pb que se afiadié por
subclonacion. En naranja se muestra el casete de Sp.

Los plasmidos pLA0201 y pJG103 se linearizaron con la enzima Clal y se utilizaron para
transformar la cepa silvestre a A. vinelandii AEIV. Las candidatas obtenidas de esta
transformacion se verificaron por PCR con oligonucleétidos que nos permitieron identificar
el evento de doble recombinacion en el locus mucG (recuérdese que el genoma de A.
vinelandii posee varios genes con dominios homélogos al PDE de mucG).

Para comprobar la insercion de la mutacion mucG** en el locus correcto se realizd un
PCR de colonia con los oligonucleétidos mucG5? — F y mucG1 — R los cuales amplifican
un fragmento de 2,000 pb que al ser digerido con la enzima de restriccion Notl se escinde
debido a la mutacion mucG*** generada. En la figura 26 se observa en los carriles 2y 3 el
patrén de restriccion del fragmento mutado: 4 bandas de 1060 pb, 345 pb, 289 pb y 240
pb. Por otro lado, en el carril 4 el patrén de restriccion es silvestre, 3 bandas de 1300 pb,
289, pb y 345 pb. Las candidatas de los carriles 2 y 3 corresponden a la mutante mucG***
la cual se nombré CLAMO1.

Para verificar que el efecto de la mutacién mucG*** no se debiera a un efecto en la
transcripcion del gen xseB-1 se construyd una cepa control con la insercién del casete de
Sp en el mismo sitio que la mutante CLAMO1, es decir justo después del gen mucG, pero
manteniendo este gen silvestre, a partir del plasmido pJG103. Para comprobar la
insercion del casete de Sp en el locus correcto se realizé un PCR con los oligos SpFlank-
F y xseB1-RT-R los cuales amplifican una banda de 565 pb solo si el casete de Sp se
encuentra en el locus correcto. En la figura 27 se muestra la banda de 565 pb en 4
candidatas, se selecciond la candidata 1 como la cepa control de los experimentos
futuros. Esta cepa se denomind CLAMO3 (mucG=").
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Figura 26. a) Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR a partir de colonias de las candidatas
CLAMOI (mucG**1) empleando los oligos mucG5? — F y mucG1 — R (carriles 1-4). Los fragmentos de PCR
fueron previamente digeridos con la enzima NotI para evidenciar la mutacién mucG*4. Carril 1, Marcador de
Peso Molecular. b) Esquema del locus mucG después del evento de doble recombinaciéon homologa, en él se
indica la posicion de los oligonucleotidos utilizados para la reaccion de PCR del inciso a); también se indican
los fragmentos NotI del producto de PCR.
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Figura 27. a) Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR a partir de colonia de las candidatas
mucGFAL-Sp, CLAMO1 (carriles 1-4) y de la cepa silvestre AEIV (carril 5). Control negativo Carril 6. b)
Esquema del locus mucGF4-Sp después del evento de doble recombinacién homoéloga, en él se muestran las
regiones de alineamiento de los oligonucleétidos utilizados para la reaccion de PCR del inciso a).
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6.3 Generacién de la mutante CLAM02 mucG~FAL

Otra estrategia que se abordd para probar la hipétesis de que el dominio EAL de la
proteina MucG es el responsable del efecto negativo sobre la sintesis de alginato y su
PM, fue la construccion de una mutante que expresara la proteina MucG sin su dominio
fosfodiesterasa EAL (mucG~FAh). Para tal fin, se introdujo un codon de paro (TGA) de la
traduccién en gen mucG antes del dominio EAL. Para tratar de que esta modificacion no
afectara la integridad del dominio de diguanilato ciclasa, se utilizé el servidor online I-
TASSER (del inglés, lterative Threading ASSEmbly Refinement), el cual predice la
estructura y funcion de una secuencia primaria de proteina empleando algoritmos
complejos que le permiten comparar la secuencia primaria alimentada con las proteinas
existentes en la base de datos PDB (del inglés, Protein Data Bank).

En la figura 28 se observa el modelamiento del dominio de DGC de MucG en I-TASSER,
el cual nos permitié identificar los residuos de aminoacidos que se encuentran entre
ambos dominios (GGDEF y EAL) sobre los cuales podemos incorporar el codon de paro
de la traduccion, probablemente sin afectar el plegamiento del dominio GGDEF. Se
cambié el codon H532 (CAC) por un codon de paro, TGA (figura 29). Para lograrlo se
utilizé el plasmido pLA0200 como molde en una reaccion de PCR inverso utilizando los
oligonucleodtidos XseBAh — F y G-DEAL tal y como se describe a continuacion.

Figura 28. Modelamiento del dominio de diguanilato ciclasa de la proteina MucG con I-TASSER, con acceso
en el siguiente link: http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/.
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10 ASIGVALSPQDGELSLLMKNADTAMYHAKEMGK INFQFYQAEMNARALERLELESDLRRALELGEFVLHYOPOFTGGRRL
11 ASIGVALSPQDGELSLLMKNADTAMYHAKEMGKINFQFYQAEMNARALERLELESDLRRALELGEFVLHYOPOFTGDGRL
Figura 29. Alineamiento elaborado con I-TASSER. En el renglon 1 se muestra la secuencia de aminoacidos
de la proteina MucG del aminoacido 492 hasta 571. Los renglones 2 al 11 son proteinas bifuncionales

GGDEF-EAL seleccionadas por I-TASSER, excepto el renglon 9, la cual posee solo el dominio de
fosfodiesterasa. Con una flecha se sefiala el residuo H532 cuyo codén se cambi6 por un codon de paro TGA.

Para realizar la reaccion de PCR inverso fue necesario en primera instancia la
construccion del plasmido pLA0200, un derivado del pLA0201 sin el casete de Sp. Para
este fin, el plasmido pLA0201 se digirié con la enzima de restriccion BamHlI, lo cual libera
el casete de Sp, y se purificd la banda de 5.3 kb a partir de un gel de agarosa al 1%.
Posteriormente este fragmento BamHI se ligd y mediante un patrén de restricciéon con la
enzima Sacll se logré identificar el plasmido pLA0200 (figura 30). El mapa del plasmido
pLA0200 se muestra en la figura 31.
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Figura 30. Electroforesis en gel de agarosa del DNA de plasmido de 10 candidatas pLA0200 (carriles 1 al 10)
digeridos con la enzima de restriccion Sacll. Los pesos de las bandas esperadas son de 1325 pb y 3887 pb. El
carril 11 muestra el plasmido superenrollado de la candidata 1.
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Figura 31. Mapa del plasmido pLA0200. En amarillo se muestra el fragmento de 700 pb que se amplificé por
PCR de la cepa AEIV.

Con el fin de construir un plasmido que portase el gen mucG sin el dominio EAL se
procedio a realizar un PCR inverso utilizando de DNA molde el plasmido pLA0200 y el par
de oligonucleodtidos XseBAh — F y G-DEAL. En la figura 32 se ilustra el gradiente realizado
para encontrar las condiciones adecuadas para la pareja de oligos XseBAh — F y G-DEAL.
En la figura 32 se puede apreciar que la reaccion de PCR no fue espoecifica por lo que se
procedi6 a purificar, corriendose el producto de reaccién en un gel de agarosa al 1% para
posteriormente cortar la banda deseada. Posteriormente este fragmento se religd sin
complicaciones debido a que se utilizé la enzima Phusion High-Fidelity, DNA Polymerase
cuyos productos de PCR contienen extremos romos; se utilizd el patron de restriccion con
la enzima Bglll para encontrar el plasmido correcto. El patrén de restriccion esperado es
de dos bandas de 2928 pb y 1477 pb. En la figura 33 se puede observar que las
candidatas 1 y 5 presentan ese patron, ademas se introdujo como control la digestién del
plasmido pLA0200 en donde el patrén de restriccion es distinto (bandas de 2928 pb y
2284 pb) debido a que la diferencia entre estos dos plasmidos es que uno contiene el
dominio EAL y el otro no. El mapa del plasmido pLA0202, que porta el gen mucG en el

que el dominio EAL ha sido eliminado (mucG2FAt) se muestra en la figura 34.
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Figura 32. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR para generar el plasmido pLA0202,

utilizando distintas temperaturas de alineamiento: 56, 58, 60 y 62 °C (Carriles 1-4, respectivamente). Carril 5,
plasmido pLA0200.
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Figura 33. Electroforesis en gel de agarosa de los plasmidos de candidatas pLA0202 digeridos con la enzima
Bglll (Carril 1-5). En el carril 6 se muestra la digestion del plasmido pLA0200 como control de comparacion.
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Figura 34. Mapa del plasmido pLA0202 (mucG“EAL). En azul se muestra el fragmento de mucG sin en
dominio EAL. Comparese con el plasmido pLA0200.
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Posteriormente, se introdujo un casete de resistencia a Sp en el Unico sitio BamHI del
plasmido pLA0202. Un patrén de restricciéon con la enzima Pvul nos permitié identificar el
plasmido correcto, denominado pLA0203. En la figura 35 se muestra el patrén de
restriccion de 5 candidatas; debido a las dos orientaciones en las cuales pudo ligarse el
casete de Sp se pudieron identificar en el gel de agarosa dos patrones de restriccion. El
primero con dos bandas de 2958 pb y 3505 pb, este es el patrén que no se requiere; el
segundo con dos bandas de 2516 pb y 3945 pb, este es el patrén correcto pues el casete
de Sp se introdujo en el mismo sentido que la transcripcion de mucG, sentido en el cual
no habria un efecto polar sobre la posible transcripcién del gen rio abajo xseB-1. El
plasmido correcto es la candidata 4.
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Figura 35. Electroforesis en gel de agarosa de los plasmidos de 5 candidatas pLLA0203 digeridos con la
enzima Pvul (Carriles 1-5). Ultimo carril: marcador de peso molecular.

Este plasmido, llamado pLA0203, se linearizé con la enzima Clal y se transformaron
células competentes de A. vinelandii seleccionandose dobles recombinantes Sp'.

Posteriormente se comprobd que estas candidatas llevasen la mutacion MUuCG/EAL
mediante 3 tipos de reacciones de PCR:

1) Utilizando los oligonucleétidos GG9-RT-F y XseB1-RT-R, los cuales amplifican un
fragmento de 2.8 kb en la mutante y un fragmento de 1.5 kb en la cepa silvestre.

2) Utilizando los oligonucleétidos SpFlanK-R y mucG57?-F, se amplifica un fragmento de
2.1 kb solo si el casete de Sp se encuentra en el locus correcto;

3) Utilizando los oligonucledtidos mucG5?-F y XseB1-RT-R se amplifica un fragmento de
2.7 kb en el locus silvestre y un fragmento de 4 kb si el locus esta mutado y contiene el
casete de Sp, estos oligonucledtidos también nos permitirian identificar copias del gen
silvestre en las candidatas.

En la figura 36 se puede observar que las 4 candidatas probadas poseen el casete de Sp
en el locus correcto debido a la presencia de las bandas de 2.1 kb y 2.8 kb (derivadas de
las reacciones de PCR 1y 2, respectivamente) que se encuentran en los carriles 1 — 4 y
10 — 13, respectivamente. Ademas cuando se realizd6 la reaccion de PCR 3 no
observamos la banda de 2.7 kb en los carriles 5 — 8 por lo que podemos asegurar que
estas candidatas no poseen copias silvestres del gen mucG. En los carriles 9 y 14, como
controles de comparacion, se observan los fragmentos de PCR utilizando como DNA
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molde DNA cromosomal de la cepa silvestre. Se seleccion6 la candidata 1 como la
mutante mucG~EAt para los experimentos posteriores a la cual se denominé CLAMO2.
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Figura 36. a) Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR a partir de colonias de 4 candidatas

MchAEAL, utilizando el juego de oligonucledtidos SpFlanK-R y mucG5?-F (carriles 1 — 4), mucG5?-F y
XseB1-RT-R (carriles 5 — 9) y los oligonucledtidos. GG9-RT-F y XseB1-RT-R (carriles 10 — 14). Los
productos de PCR de las candidatas se distribuyen de la siguiente manera: candidata 1 en carriles 1, 5 y 10;
candidata 2 en carriles 2, 6 y 11; candidata 3 en carriles 3, 7 y 12; candidata 4 en carriles 4, 8 y 13. En los
carriles 9 y 14 se utiliz6 DNA cromosomal de la cepa silvestre AEIV. b) Esquema del locus mucG después
del evento de doble recombinacion homoéloga, en €l se muestran los oligos utilizados para el PCR mostrado en
el inciso a).

Por lo tanto hasta este punto teniamos ya construidas las cepas CLAMO1 (mucG**),

CLAMO2 (mchAEAL) asi como la cepa control con la insercidon del casete entre los genes
mucG y xseB-1, CLAM03 (mucGFAY).

6.4 Caracterizacion de las mutantes CLAM01 (mucGA*4) y CLAMO02 (mucG~AL)

De acuerdo a la hipotesis establecida en este trabajo, se trata de investigar si el dominio
PDE de la proteina MucG tiene un efecto negativo en la produccién de alginato en la cepa
de A. vinelandii AEIV, motivo por el cual se construyeron las mutantes que expresan a la

proteina MucG**, sin actividad de fosfodiesterasa y la proteina MucG“EAL que expresa
una proteina truncada en el dominio PDE.

Se determiné la producciéon especifica de alginato mediante la técnica del carbazol tal y
como se describe en Materiales y Métodos, en medio BS sdlido y liquido, para las
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siguientes cepas: la cepa silvestre AEIV y las mutantes GG9 (mucG::Tn5), CLAMO1

(mucG*), CLAMO02 (mucG“¥Y) y como control de las dos ultimas mutantes la cepa
CLAMO3 (mucGF*"), la cual porta el gen mucG silvestre pero lleva insertado el casete de
Sp inmediatamente después del gen mucG. En la figura 37 y 38 se muestran los
resultados obtenidos en medio sélido y en liquido, respectivamente.
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Figura 37. Cuantificacion de alginato en medio BS solido a las 48 h de cultivo.
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Figura 38. Cuantificacion de alginato en medio BS liquido a las 48 h de cultivo.
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En las figuras 37 y 38 se observa que la mutante GG9 tiene un produccién especifica de
alginato mayor que la cepa parental AEIV en ambas condiciones, sin embargo esta
diferencia es mas pronunciada en medio sdélido, 2.6 veces mayor en solido contra 1.4
veces en liquido, tal y como se describid en la seccién de Antecedentes de este trabajo.
Es importante sefialar que la cepa CLAMO3 (cepa control) tiene una produccion de
alginato igual que la cepa silvestre AEIV, por lo cual, podemos asegurar que la insercién
del casete de Sp no tiene un efecto sobre la produccién especifica de alginato.

Un analisis estadistico de t-student indico que no hay diferencias significativas en la
produccién especifica de alginato entre las cepas mutantes a un nivel de significancia del
5% vy las diferencias entre las cepas mutantes con la cepa control si son significativas a
este nivel del 5%. Por lo tanto, la produccién especifica de las mutantes CLAMO1 y
CLAMO2 mantienen la misma tendencia que la mutante GG9, es decir, poseen un
produccion especifica de alginato mayor que la cepa parental en ambas condiciones. La
produccién especifica de estas mutantes son muy similares, alrededor de 0.8 mg
alginato/mg proteina en medio sdlido y 2.7 mg alginato/mg proteina en medio liquido,
mientras que la cepa silvestre AEIV y CLAMO3 (cepa control) producen 0.3 mg
alginato/mg proteina en medio sélido y 1.7 mg alginato/mg proteina en medio liquido.

Ademas de la produccién especifica de alginato de estas cepas también se determiné el
PM de los alginatos producidos en medio BS liquido. En la figura 39 se muestra la
distribucion de PM del alginato producido por las cepas CLAM01, CLAM02, CLAMO3,
GG9y AEIV.
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Figura 39. Distribucion de pesos moleculares de los alginatos producidos por las cepas CLAMO1, CLAMO02,
CLAMO3, GG9 y AEIV. Se muestra el PMP del alginato producido.
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Tal y como se describié en los antecedentes, el polimero producido por la mutante GG9
posee un PMP mas elevado que la cepa parental AEIV, 1,112 kDa contra 527 kDa. Asi
mismo, las mutantes CLAMO1 y CLAMO2 poseen pesos moleculares de 1,106 kDa y
1,051 kDa, respectivamente, ademas la cepa control CLAMO3 produce un alginato de PM
muy semejante al de la cepa silvestre AEIV, 623 kDa (Tabla 7). Este fenotipo de la
mutante GG9 se reitera en la mutantes sin actividad fosfodiesterasa (CLAMO1) y en la
mutante en la cual el dominio EAL ha sido eliminado (CLAMO2), por lo tanto hay un claro
efecto sobre el PMP del alginato producido presumiblemente por un aumento en los
niveles de c-di-GMP.

Tabla 7. PMP de los alginatos producidos por las cepas AEIV, GG9, CLAM01, CLAMO02 y
CLAMO3

CEPA PMP (kDa)

AEIV 527 + 19
CLAMO3 623 + 74

GG9 1,112 + 134
CLAMO1 1,106 + 85
CLAMO02 1051 + 51

Las diferencias en produccién especifica de alginato en medio sdlido y liquido son dificiles
de explicar, debido a que no existen datos experimentales de los parametros que afectan
el crecimiento bacteriano en cultivo en medio sdlido vs medio liquido; por ejemplo, el
oxigeno. Normalmente, el medio sdlido es empleado para observaciéon de fenotipos
marcados fisicamente y no se miden parametros como la aireacién del medio de cultivo.
Estas diferencias muy probablemente se deban a las diferencias fisicas inherentes de
cada condicion de cultivo, por ejemplo, en un cultivo liquido el medio se encuentra en
agitacion constante lo que impide que las células crezcan formando grandes
aglomerados, evitando asi la formacion de gradientes de oxigeno que pudieran afectar el
crecimiento; este fendmeno sucede en cultivo en medio sdlido, debido a que las bacterias
crecen en la superficie del medio, lo que limita de oxigeno a las que se encuentran en las
capas inferiores de la colonia exactamente sobre la superficie del medio, comparadas con
las que se encuentran en la superficie de la colonia. Es evidente que el comportamiento
celular, en términos de su metabolismo y su fisiologia en medio sélido y medio liquido son
muy distintos.

Ya se ha reportado al c-di-GMP como una molécula que afecta de manera positiva la
produccion de exopolisacaridos. La biosintesis de celulosa en G. xylinus fue el primer
proceso reportado regulado por c-di-GMP (Roémling et. al., 2013). También los
polisacaridos Pel, Psl y el alginato en P. aeruginosa se sintetizan de manera c-di-GMP
dependiente. Pel y Psl son regulados a nivel transcripcional por c-di-GMP, el cual se une
a un regulador transcripcional FleQ deshaciendo el complejo FleN-FleQ (Rémling et. al.,
2013). Este complejo ocasiona un doblés en el DNA que impide el acceso de la RNA
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polimerasa al promotor de los genes que transcriben para las proteinas involucradas en
la sintesis de Pel y Psl, la unién de c-di-GMP con FleQ alivia el efecto del complejo FleN-
FleQ permitiendo la transcripcion de los genes pel y psl. La biosintesis de Pel también es
regulada a nivel posttranscripcional, la molécula de c-di-GMP es detectada por una
proteina llamada PelD, la cual es una DGC con una dominio degenerado que une c-di-
GMP a través del sitio de inhibicion del dominio (lI-site) estimulando asi la sintesis del
polimero (Rémling et. al., 2013). Por otro lado, el alginato también es regulado a nivel
postraduccional en P. aeruginosa, donde ya se ha demostrado que Alg44, la copolimerasa
del complejo de sintesis del alginato, posee un dominio PilZ cuya funcion es detectar los
niveles de c-di-GMP y estimular la sintesis del alginato, ademas se ha identificado a MucR
como la DGC activa que proporciona el ¢c-di-GMP para este proceso (Merighi et. al., 2007
y Hay et. al., 2009).

El proceso de biosintesis del alginato se encuentra muy conservado entre A. vinelandii y
P. aeruginosa y ya se ha demostrado que MucG tiene un efecto negativo en la produccién
de alginato y su PM (datos no publicados). Los resultados de la produccion especifica de
alginato elevados en las mutantes GG9, CLAMO0O1 y CLAMO2 con respecto a la silvestre y
control, se explican debido a la ausencia de la actividad PDE de MucG en las mutantes,
en las cuales los niveles de c-di-GMP se mantienen o son mayores que en la cepa
silvestre y control, donde esta actividad fosfodiesterasa se encuentra presente. De esta
manera, los resultados demuestran que el dominio EAL de MucG tiene un efecto negativo
en la sintesis de alginato en la cepa de A. vinelandii AEIV. Sin embargo, no se ha
determinado a qué nivel de regulacion el c-di-GMP interviene en la sintesis del polimero;
dado que Alg44 contiene un dominio PilZ, se propone que lo hace a nivel postraduccional
estimulando la actividad del complejo polimerasa Alg8-Alg44.

Por otro lado ensayos de qRT-PCR han demostrado que la expresion de los genes algD,
alg8 y algL se encuentran incrementados en la mutante GG9 (datos no publicados). Estos
resultados indican otro posible nivel de regulacién por c-di-GMP de la biosintesis de
alginato, regulacién a nivel transcripcional, posiblemente por la unién de c-di-GMP a un
activador transcripcional que eficientice la localizacion correcta de la RNA polimerasa
sobre alguno de los promotores a partir de los cuales se transcriben los genes alg. La
relacion de la transcripcion de los genes alg con los niveles de c-di-GMP no se ha
estudiado aun, sin embargo ya se ha demostrado en otros microorganismo que c-di-GMP
si esta involucrado en procesos de regulacion de la transcripcién de genes por multiples
vias (Rémling et. al., 2013).

Con los datos obtenidos de la produccion especifica de alginato se demostré que el
dominio EAL de MucG tiene un efecto negativo en la produccion del alginato; dado que el
PM del alginato es mayor en las mutantes que carecen de la actividad fosfodiesterasa de
MucG esto nos muestra que elevados niveles de c-di-GMP tienen un efecto positivo en el
PMP del alginato. Determinar el mecanismo molecular por el cual el c-di-GMP conduce a
estos fenotipos sera fundamental para lograr entender la etapa de modificacion y
transporte del alginato a través del periplasma. Steiner et. al. (2013) reporté que c-di-
GMP es un regulador alostérico de la maquinaria de sintesis del exopolisacarido poli-3-
1,6-N-acetilglucosamina en E. coli, estimulando la interaccion eficiente entre el complejo
que sintetiza el exopolisacarido. Un escenario de este tipo probablemente esté presente
en A. vinelandii. Sin embargo, este complejo interacciona con c-di-GMP de manera muy
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diferente debido a que ninguna de las proteinas involucradas en la sintesis del polimero
contiene un dominio PilZ.

Diaz-Barrera en el 2012 y Flores en el 2013 reportaron una correlacion entre el PM del
alginato y la expresion del gen alg8, el cual codifica la alginato polimerasa. Cuando se
presenta un escenario donde alg8 se sobreexpresa se obtiene un alginato de mayor PM.
Sin embargo también se ha observado una sobreexpresion de algL en las mismas
condiciones donde se sobreexpresa alg8 (Flores 2013, y NufAez datos no publicados).
Esto probablemente se debe a que algL se encuentra dentro del grupo de genes que
codifican para todas las proteinas necesarias para la formacion del andamiaje
periplasmico imprescindible para la exportacion del polimero; no se ha determinado
exactamente la localizacion de AlgL dentro de este andamiaje pero se ha reportado que
es un elemento esencial en la biosintesis de alginato en P. aeruginosa (Bakkevig, 2005 y
Jain, 2005). Siendo AlgL una alginato liasa cuya funcién enzimatica es la de romper la
cadena de alginato, es un poco inesperado que su expresion se encuentre aumentada en
condiciones donde el PM del alginato es elevado. AlgL ha sido caracterizada
bioquimicamente por Ertesvag en 1998, y durante su purificacion, a partir de su expresion
recombinante en E. coli, se encontré que su PM era de 39 kDa y no de 41.4 kDa como se
predice con las secuencia de nucleétidos, indicando que en E. coli, AlgL sufre un corte
proteolitico en su extremo N-terminal (Ertesvag, 1998). Este corte probablemente sea
necesario para promover la actividad liasa de AlgL en A. vinelandii. Esta maduracién de
AlgL probablemente sea bloqueada por los niveles elevados de c-di-GMP en las mutantes
GG9, CLAMO1 y CLAMO3.

Recientemente se ha descrito para P. aeruginosa que la localizacién, estabilidad y las
interacciones proteina-proteina de Alg44 no se ven afectadas por los niveles de ¢c-di-GMP
(Moradali et. al., 2015) y debido a que uno de los factores que determinan el PM del
alginato es la actividad enzimatica del complejo de membrana interna Alg8-Alg44,
podemos proponer que el c-di-GMP ejerce un efecto positivo en la actividad de este
complejo.

6.5 Determinacion del PM en cultivos con diferentes VTO

Tal y como se describié en el apartado 2.4.1, existen reportes donde se determiné el PMP
del alginato producido por la cepa de A. vinelandii ATCC 9046 en los cuales se
correlaciona un PM elevado del alginato con condiciones de cultivo donde la velocidad de
transferencia de oxigeno es baja (Diaz-Barrera et. al., 2007). La produccion de este
alginato con PM elevado se ha correlacionado con un aumento en la expresién del gen
alg8 (Diaz-Barrera et. al., 2012) asi como también se ha visto un aumento en la expresion
del gen alg44 (Flores et. al., 2013), genes que codifican para las enzimas de membrana
interna encargadas de la polimerizacion del alginato. Por otro lado se ha reportado al
segundo mensajero c-di-GMP como esencial para la sintesis de alginato en P. aeruginosa
(Merighi et. al.,, 2007) y dado que estos mecanismo de sintesis se encuentran muy
conservados entre P. aeruginosa y A. vinelandii, creemos que el c-di-GMP tiene un efecto
positivo en la actividad del complejo polimerasa Alg8-Alg44.

Cabe recordar que la proteina MucG posee un dominio PAS el cual se sabe responde a
los niveles de O y en otras proteinas multidominio regula las actividades de los dominios
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DGC o PDE. Por lo cual decidimos determinar el PM de los alginato producidos por la
cepa silvestre de A. vinelandii AEIV y la mutante GG9 (mucG::Tn5) en diferentes VTO
para investigar si la proteina MucG participa en el control del PM en respuesta al oxigeno.

Para exponer las cepas a diferentes VTO se utilizd6 el modelo empirico propuesto por
Maier y Bichs en el afio 2001 para determinar la VTOmax €n matraces Erlenmeyer y que
se describe a continuacion.

1
VTOmax — g (n0.84VL—0.84d8.27d—1.25 _ 5)

Donde n es la frecuencia de agitacion (rpm), V. es el volumen de llenado (ml), do es el
diametro de agitacion de la incubadora y d es el diametro del matraz Erlenmeyer. 1/6 y 5
son constantes caracteristicas de matraces de 500 ml.

Se utilizaron matraces de 500 ml con volumen de llenado de 50 ml, 100 ml y 200 ml los
cuales corresponden a una velocidad de transferencia de oxigeno de 5.24 mmol/L h, 2.56
mmol/L h y 1.06 mmol/L h, respectivamente. La inoculacion de los matraces asi como la
obtencion del alginato para este experimento se describié en Materiales y Métodos.

2000

PM promedio / kDa
=
(=]
(=]
o
{

50 ml 100 ml 200 ml 50 ml 100 ml 200 ml
AEIV GG9

Figura 40. Pesos moleculares promedios de los alginatos producidos por las cepas AEIV y GG9 en diferentes
volimenes de llenado. 50 ml, 100 ml y 200 ml

En la figura 40 se observan los pesos moleculares obtenidos en los diferentes volumenes
de llenado utilizados para las cepas AEIV y GG9. En la cepa silvestre AEIV hay un
aumento en el PMP de 600 kDa a 1000 kDa cuando se aumenta el volumen de llenado de
50 a 100 ml, es decir, cuando se disminuye la transferencia de oxigeno. Sin embargo,
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cuando la transferencia de oxigeno se disminuye aun mas aumentando el volumen de
llenado hasta 200 ml el PM del alginato no sufre ninglin cambio con respecto al volumen
de llenado de 100 ml. Por otro lado, la mutante GG9 produce un alginato con PM mas
elevado que la cepa silvestre AEIV en todas las condiciones, con pesos moleculares que
van desde los 1100 kDa hasta 1800 kDa.

Estos resultados indican que existe un control por parte del oxigeno sobre el proceso de
biosintesis de alginato en la cepa silvestre AEIV, de tal manera que en un volumen de
llenado de 50 ml la VTO posee un efecto negativo sobre la actividad de las enzimas
involucradas en el proceso de modificacion del alginato y que determinan su PM; cuando
la VTO se disminuye, con el aumento del volumen de llenado a 100 ml, este efecto
negativo se alivia produciéndose un alginato de mayor PM. Por otro lado, la mutante GG9
produce un alginato con PM mayor de 1,100 kDa en todas las condiciones empleadas,
indicando que no se observa un efecto de la VTO sobre el peso molecular del alginato.

Ya se han reportado DGC y PDE cuyas actividades enzimaticas son reguladas por el
oxigeno a través de un dominio PAS, tal es el caso del complejo DosC-DosP-PNPasa. La
PNPasa forma parte de un complejo de degradacion de RNA, cuya funcién es
desestabilizar el RNA a través de la incorporacién de una cadena de poli A en el extremo
3’ de los RNA. Condiciones de microaerobicas/anaerobias activan la DGC (DosC) y el c-
di-GMP activa la PNPasa mientras que condiciones aerobias inhiben la actividad PNPasa
por la degradacion de c-di-GMP por la PDE, DosP (Rémling et. al., 2013).

De acuerdo con los resultados obtenidos, podemos proponer que los niveles de oxigeno
son detectados por el dominio PAS de la proteina MucG y se activa su dominio EAL;
cuando la VTO disminuye hasta cierto limite donde el oxigeno ya no es detectado por
MucG, esta podria permanecer con una actividad basal de su dominio EAL lo cual
resultaria en un aumento en las pozas de c-di-GMP y el PM del alginato producido no
aumentaria mas alld del obtenido en ese limite. Esta propuesta explicaria porqué al
disminuir la VTO con un volumen de llenado de 200 ml no se produce un alginato de
mayor PM. Ademas, debido a que la mutante GG9 no expresa la proteina MucG, esta
produce un alginato de mayor PM que la cepa parental debido a la ausencia de la
actividad fosfodiesterasa basal y por lo tanto no responderia a los niveles de oxigeno.

6.6 Determinacion del grado de acetilacion de los alginatos producidos por la
mutante mucG GG9.

En el periplasma, la cadena naciente de alginato sufre modificaciones importantes, una de
ellas es el corte por una enzima alginato liasa, AlgL (Hay et. al., 2013 y Galindo et. al.,
2007). Se ha reportado para esta liasa una especificidad hacia los alginatos que no se
encuentran acetilados (Farrell y Tipton, 2012 y Ertesvag et. al., 1998), es por esta razén
que nos dimos a la tarea de determinar el grado de acetilacién del alginato producido por
la mutante GG9 y la cepa silvestre AEIV. Una mayor acetilacién del alginato producido por
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la GG9 explicaria su mayor PM debido a una reduccién en la frecuencia de corte por la
enzima AlgL.

Se realizd un experimento con 5 réplicas bioldgicas de las cepas AEIV y GG9. Los
resultados se muestran en la tabla 8.

Tabla 8. Determinacion de g de acetilos por g de alginato

Cepa % acetilos
AEIV 1.7+£04
GG9 1.8+£05

El grado de acetilacion de los alginatos producidos por ambas cepas no presenta
diferencias significativas. Sin embargo el PM del alginato producido por la mutante GG9
es mayor que el alginato producido por la cepa AEIV. Recientemente se ha reportado que
la acetilacion no afecta la procesividad de la polimerizacion del alginato en P. aeruginosa
(Moradali, et. al. 2015). Por otro lado, se ha reportado que la liasa AlgL actua
preferentemente sobre alginatos no acetilados y polimanuronatos (Farrell y Tipton, 2012 y
Ertesvag et. al., 1998). Al no existir diferencias significativas en el grado de acetilacién de
estos alginatos, se especula que ambos alginatos son igualmente susceptibles al corte
por la alginato liasa AlgL, por lo que se podria sugerir que el peso elevado del alginato
producido por la mutante GG9 podria deberse a un efecto positivo sobre la actividad del
complejo polimerasa del alginato.

Otro hecho que apoya nuestra hipoétesis, es la relacidon que existe entre la actividad
epimerasa de AlgG con la polimerizacion del alginato. Una mutante que expresa una AlgG
sin actividad epimerasa produce alginato de mayor peso molecular que la cepa silvestre,
demostrando la importancia de AlgG en el andamiaje periplasmico para la procesividad
del alginato. Debido a que el mecanismo de epimerizacién es similar al de las alginato
liasas, se propone que AlgG podria estar controlando la longitud de la cadena de alginato,
basando este hecho en que los alginatos de peso molecular bajo tienen un alto contenido
de residuos G (Moradali, 2015). Apoyandonos en estos recientes reportes, el alginato
producido por la mutante GG9 de mayor peso molecular, tendria una menor proporcion de
G con respecto al alginato de la cepa AEIV, seria un alginato en su mayoria de residuos
manuroénicos y por lo tanto mas susceptible al corte de la alginato liasa AlgL durante el
proceso de biosintesis; al mismo tiempo lo haria menos propenso al corte por las alginato
liasas extracelulares AlyA3 y AIgE7 (Gimmestad, 2009), aunque AIgE7 podria epimerizar
residuos manuroénicos a gulurénicos y convertir el alginato en un sustrato preferible a su
actividad liasa. La determinacion del contenido de residuos G y M de los alginatos
producidos por las cepas mucG seria fundamental para poder establecer la razén del
mayor PM de estos alginatos.
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6.7 Determinacion de la actividad liasa intracelular en la mutante mucG::Tn5 GGS9.

Se intenté determinar la actividad de las alginato liasas tal y como se describe en
Materiales y Métodos, de acuerdo al objetivo 3 planteado. Sin embargo, no obtuvimos
resultados concluyentes debido a que los experimentos no fueron reproducibles.

A pesar de que la actividad alginato liasa ya ha sido determinada en la cepa de A.
vinelandii (Flores et. al., 2013) ATCC 9046, en este trabajo utilizamos la cepa AEIV la
cual fue aislada de suelos en Noruega por el grupo del Dr. Svain Valla en la Universidad
Noruega de Ciencia y Tecnologia. En comunicacién personal con la Dra. Helga Ertesvag,
colaboradora del Dr. Valla, también nos dijo de la incapacidad de determinar, en la cepa
AEIV, la actividad alginato liasa de manera reproducible por su grupo de investigacion.
Las alginato liasas que posee A. vinelandii (en total se han descrito 5) (Gimmestad et. al.,
2009, Ertesvag et. al., 1998) muestran diferencias cataliticas, que van desde afinidades
diferentes por los distintos tipos de alginatos a distintos requerimientos de fuerza iénica o
pH. Es muy probable que este hecho limite técnicamente la determinacién de las
actividades de alginato liasas en A. vinelandii empleando una sola condicion de cultivo y
las mismas condiciones de ensayo.

Nuestra hipétesis de trabajo propone que el aumento en el PM del alginato producido por
la mutante mucG es debido a un efecto sobre la actividad del complejo alginato
polimerasa e independiente de la actividad alginato liasa. Con el objeto de evaluar de
manera general la funcién de la proteina MucG y particularmente su efecto sobre la
expresion de las liasas o de enzimas para la sintesis de alginato nos propusimos definir el
reguldn de la proteina MucG mediante ensayos protedmicos.
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6.8 Proteoma de las cepas AEIV y GG9 (mucG::Tn5)

La molécula c-di-GMP se ha descrito como una molécula que actia a nivel
transcripcional, post-transcripcional y post-traduccional. Con el objeto de identificar las
proteinas cuya expresion se afecta por la proteina MucG decidimos realizar un analisis
protedmico, tal y como se describe en Materiales y Métodos, utilizando extractos proteicos
solubles de las mutantes GG9 (mucG::Tn5) y como control de la AEIV.

En la tabla 9 se muestran las proteinas cuya expresion se ve afectada en la cepa mutante
GG9 en comparacién con la cepa silvestre AEIV.

Tabla 9. Expresién relativa de proteinas de A. vinelandii en la mutante GG9 con
respecto a la parental AEIV

Cambio en la

Nombre de la proteina exprasion? Numero Avin
Thiolase 18 Avin_07370
FAD dependent oxidoreductase 13 Avin_41390
Delta 1-pyrroline-5-carboxylate reductase 13 Avin_03070
Mn-containing catalase 10 Avin_47080
universal stress protein 9.5 Avin_45150
glutamine amidotransferase 4.6 Avin_48870
conserved hypothetical protein 4.2 Avin_02300
dihydrolipoamide acetyltransferase 4.1 Avin_10790
lipoic acid synthetase 4 Avin_08460
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 3.9 Avin_14580
Glu/Leu/Phe/Val dehydrogenase 3.7 Avin_10760
septum site-determining protein MinD 3.4 Avin_35120
conserved hypothetical protein 3.1 Avin_46010
Enoyl-CoA hydratase/isomerase 3 Avin_13550
chromosome partition ParB 2.9 Avin_52240
translation initiation factor IF-1 2.9 Avin_28260
tyrosyl-tRNA synthetase 2.7 Avin_45990
GDP-mannose 6-dehydrogenase 25 Avin_10970
Rod-shape determining protein, MreB 2.3 Avin_12650
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ABC transporter

alginate lyase; Poly(beta-D-mannuronate) lyase
cell division protein FtsA
geranyltranstransferase

small GTP-binding protein TypA

Aldo/keto reductase

acyl-CoA dehydrogenase

Flagellin

ComEA-related protein

multidrug efflux pump RND-family outer membrane
protein

Chain A, Crystal Structure Of The C42d Mutant Of
Azotobacter Vinelandii 7fe Ferredoxin (Fdi)

conserved hypothetical protein

Ribosomal protein L4/L1e

Cobalamin synthesis protein

integration host factor, alpha subunit
metallo beta-lactamase-like protein
Aminopeptidase, M18 family

conserved hypothetical protein
Conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein

NifX

KHG/KDPG aldolase

Regulator of ribonuclease activity A, RraA
ubiquinol-cytochrome c reductase, iron-sulfur subunit
acyl-CoA dehydrogenase
Metallo-dependent hydrolase

putative phasin protein PhbP

2.3
2.3
2.3
2.3
2.2
2.2
2.1

0.05

0.05

0.07

0.08
0.09
0.1
0.1
0.1
0.2
0.2
0.2
0.2
0.3
0.3
0.3
0.4
0.4
0.4
0.4

Avin_40960
Avin_10900
Avin_13290
Avin_07880
Avin_45830
Avin_22370
Avin_45920
Avin_27700
Avin_20070

Avin_51570

Avin_38650

Avin_10400
Avin_06260
Avin_22980
Avin_20480
Avin_41150
Avin_35150
Avin_14770
Avin_29860
Avin_20130
Avin_01480
Avin_34340
Avin_23290
Avin_13060
Avin_25210
Avin_42330
Avin_23670

2Razén de nivel expresion de la mutante GG9 vs AEIV
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Dentro de todas las proteinas identificadas en este analisis protedmico, encontramos 2
proteinas involucradas en la sintesis de alginato, AlgD y AlgL. AlgD cataliza la conversion
de GDP-manosa a acido GDP-manurénico, esta conversiéon se ha descrito como el paso
limitante de la biosintesis de alginato (Hay et. al., 2013). Por lo tanto, la sobreexpresion de
AlgD aumentaria el flujo de carbono hacia la biosintesis de alginato y se tendria una cepa
que produce mas alginato que la cepa parental, tal y como sucede con las mutantes
mucG. De alguna manera, los niveles elevados de c-di-GMP activan de manera directa o
indirecta la transcripcién del gen algD o aumentan la traduccion de su mensajero para
mantener elevados niveles de la proteina.

Por otro lado, la expresion de la alginato liasa periplasmica AlgL también aumenta en la
mutante GG9 lo cual es un resultado aparentemente contradictorio ya que esta mutante
muestra PM elevados con respecto a la cepa silvestre (figura 10). AlgL, junto con otras
proteinas, como AlgX, AlgK, y AlgG, conforma un andamiaje periplasmico por el que se
transfiere la cadena naciente de alginato al poro de exportaciéon localizado en la
membrana externa (ver figura 4). El gen algL esta localizado en el grupo de genes
biosintéticos alg el cual estd encabezado por el gen algD y en donde también se
encuentran los genes algX, algK, algG, y los genes del complejo polimerasa alg8 y alg44.
Es probable que en la mutante mucG GG9 la expresion de todo este grupo de proteinas,
incluyendo a AlgL, se favorezca por el incremento en las pozas de c-di-GMP, lo que
explicaria el aumento en la produccién de alginato. Asi mismo estos resultados apoyan
mas la propuesta de que estas pozas de c-di-GMP ejercen un efecto positivo sobre la
actividad del complejo alginato polimerasa Alg44-Alg8 aumentando el grado de
polimerizacion de alginato y el PM del polimero final. Alternativamente otra explicacion al
incremento en el PM del alginato seria la existencia de una sefial que activara a AlgL o a
alguna otra liasa y que dicha sefial no se genera o es bloqueada por los niveles elevados
de c-di-GMP en la cepa GG9, como se menciond anteriormente.

Como se observa en la Tabla 9, MucG también parece tener un efecto sobre otros
procesos celulares, por ejemplo, el ciclo celular, donde participan la proteina FtsA cuya
funcién en este proceso la cumple junto a FtsZ en la formacién del anillo Z en la posicién
media de la célula, previa a la invaginacion del septo durante la division celular (Michie,
2006). En la formacion de este anillo Z interviene la proteina MinD la cual se encarga de
inhibir la polimerizacion de FtsZ en la region polar de la célula por dividirse por lo que
restringe la formacion del septo en la parte media de la célula (Conti, 2015). ParB es una
proteina involucrada en procesos de condensacion del DNA, asi como en la segregacion
correcta del mismo durante la division celular y en la segregacion de algunos plasmidos
(Taylor, 2015). Otra proteina que también se ha relacionado con la correcta segregacién
de los cromosomas es MreB, sin embargo, se cree que es una proteina involucrada en
determinar la forma circular de la célula, ademas de estar involucrada en la localizacién
de las enzimas encargadas de sintetizar la pared celular (Michie, 2006). Estas 4 proteinas
se encuentran sobreexpresadas en la mutante GG9, por lo tanto, estos procesos muy
probablemente se encuentran regulados por c-di-GMP.

Dentro de las proteinas con expresion disminuida en la mutante GG9 se encuentra RraA,
cuya funcion reportada es la de inhibir la actividad de la ribonucleasa E (RNasa E). RNasa
E tiene una papel clave en la degradacion de mRNAs (Lee et. al., 2003), por lo cual,
aquellos mensajeros blancos de RNasa E se ven afectados negativamente en estas
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condiciones donde los niveles de RraA se encuentran disminuidos. Posiblemente, en la
mutante GG9 se tendria una mayor actividad de RNasa E comparada con la cepa
silvestre AEIV, por lo que una mayor actividad de RNasa E correlaciona con una mayor
produccion especifica de alginato. Establecer el mecanismo molecular de esta relacion de
RNasa E con la produccién especifica de alginato requiere de un estudio mas profundo,
sin embargo, podriamos proponer que el transcrito de RsmA, un represor de la traduccién
de algD (Manzo et. al., 2011), es un blanco de RNasa E lo que explicaria niveles elevados
de la proteina AlgD, asi como el fenotipo de sobreproduccion de alginato.

En la tabla 9 se observa una aparente respuesta al estrés como lo indican las siguientes
proteinas sobreexpresadas: proteina de estrés universal, una catalasa y TypA, esta ultima
se ha descrito como un regulador global del estrés y virulencia, seleccionando la
traduccién de ciertos mensajeros (Micklinghoff et. al., 2010). Una relacion de esta proteina
con la sintesis de alginato no se ha descrito aun en A. vinelandii, sin embargo no se
descarta que intervenga en la traduccién de los mensajeros de algunas proteinas que
muy cercanamente impactan en el proceso de biosintesis de alginato. Por otro lado, se ha
descrito que algD se transcribe a partir de un promotor dependiente del factor
transcripcional AlgU, el cual esta involucrado en la expresion de genes que confieren
resistencia al calor y al estrés oxidativo. Seria muy interesante determinar los niveles de
expresion de algU en el fondo genético de la mutante mucG::Tn5.

La aparicion de proteinas sobreexpresadas relacionadas con B-oxidacion como es el caso
de enoil-CoA hidratasal/isomerasa y la acil-CoA deshidrogenasa probablemente sea una
sefal de un redireccionamiento en el flujo de carbono. También se encuentra
sobreexpresada la sintetasa de acido lipoico necesario para la funcion catalitica de la
dihidrolipoamida acetiltransferasa que interviene en el metabolismo del piruvato,
convirtiéndolo en acetil-CoA el cual es dirigido al ciclo del acido tricarboxilico para ser
convertido en oxalacetato que mediante gluconeogénesis es convertido en fructosa-6-
fostato. De la ruta de gluconeogénesis se encuentra sobreexpresada la gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa.

El metabolismo de algunos aminoacidos también se ve afectado por MucG y muy
probablemente por los niveles de c-di-GMP, como lo indica la sobreexpresion de A-1-
pirrolina-5-carboxilato reductasa involucrada en el metabolismo de prolina y lisina, y la
Glu/Leu/Phe/Val deshidrogenasa cuya funcion es la desaminacion reductiva de los
aminoacidos a sus respectivos 2-oxoacidos e ion amonio. También se encuentra la
enzima glutamina amidotransferasa cuyo sustrato es glutamina y la convierte en
glutamato al mismo tiempo que transfiere el grupo amonio a otros esqueletos carbonados.

Dentro de las proteinas que disminuyen su expresion en la mutante GG9 se encuentra
FliC, mejor conocida como flagelina, esta proteina forma parte del flagelo involucrado en
la motilidad de A. vinelandii. Este dato esta acorde a la abundante existencia de reportes
donde mencionan que c-di-GMP afecta de manera negativa a la motilidad, inhibiendo la
transcripcion de los genes flagelares y concuerda con nuestra propuesta de que en la
mutante mucG GG9 los niveles de c-di-GMP son elevados con respecto a la cepa
silvestre.
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Otra proteina interesante es ComEA, la cual es una proteina relacionada con la
competencia de A. vinelandii. La disminucion de esta proteina en la mutante GG9 podria
ser la razon por la cual tuvimos serios problemas para transformar la cepa GG9.

Por otro lado, probablemente el estado redox, asi como la cadena respiratoria de
electrones se ve alterada en la mutante GG9 como se aprecia en la sobreexpresion de
una oxidorreductasa dependiente de FAD y la disminucion de una ferredoxina y una
subunidad Fe-S de ubiquinol-citocromo c¢ reductasa, propiciando un cambio en los niveles
del estado redox de la ubiquinona, de la cual ya se ha descrito que la disminucion en los
niveles de ubiquinona correlacionan con niveles elevados de produccién especifica de
alginato (Nufiez et. al., 2012) tal y como sucede con la mutante GG9.

Otro resultado muy llamativo es la disminucion de una acil-CoA deshidrogenasa y de la
KHG/KDPG aldolasa (2-ceto-3-deoxy-6-fosfogluconato). La primera porque otra acil-CoA
deshidrogenasa aumenta su expresién, esto muy probablemente se deba a que ambas
estan involucradas en el proceso de B-oxidacion y realicen la misma funcién dentro de la
ruta, solo que en diferentes condiciones, es decir, su expresion depende de sefiales
diferentes. La segunda, la aldolasa, es una proteina de la ruta de Entner-Doudoroff, ruta
por la cual se metaboliza la glucosa. Sin embargo, existe otras 2 aldolasas en el genoma
de A. vinelandii, una de ellas se encuentra rio abajo del gen pgl cuyo producto es la
enzima 6-fosfoglunolactonasa que interviene antes que la aldolasa en la ruta de Entner-
Doudoroff. Aqui nos encontramos con otro caso como el anteriormente mencionado, estas
son proteinas cuya expresion depende de sefales diferentes y bajo el control de c-di-
GMP.

Como se puede apreciar en la tabla son diversos los procesos en los cuales interviene el
c-di-GMP, algunos se pueden relacionar con la biosintesis de alginato y otros se
modificaron independientemente del alginato. Sin embargo, es importante mencionar que
c-di-GMP interviene en una cascada de regulacién que va mas alla del proceso de
biosintesis de alginato, ya que afecta motilidad, competencia y estrés oxidativo. Ademas,
es interesante observar que proteinas hipotéticas cuya funcion se desconoce también
cambian su expresién en ausencia de MucG, probablemente estas proteinas estén
involucradas en los procesos aqui afectados.
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7. CONCLUSIONES

1) En A. vinelandii la proteina sefalizadora MucG ejerce un efecto negativo en la
sintesis de alginato y en su PM, para lo cual es necesario su dominio EAL activo.

2) EI PM del alginato en la cepa silvestre AEIV esta controlado dentro de un rango
de VTO, este control esta mediado por la proteina MucG muy probablemente
controlando su actividad fosfodiesterasa.

3) La proteina sefalizadora MucG tiene efectos en la expresiéon de proteinas
involucradas con otros procesos celulares ademas de la biosintesis de alginato.
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8. PERSPECTIVAS

1)
2)
3)
4)

o)

Confirmar el efecto de la proteina MucG en las pozas intracelulares de c-di-GMP
Demostrar que el dominio EAL de MucG posee actividad PDE

Investigar la funcionalidad del dominio GGDEF en la proteina MucG

Investigar la funcionalidad del dominio PAS en la proteina MucG

Confirmar el efecto de MucG sobre la expresién de otras proteinas en los procesos
de motilidad, competencia, estrés oxidativo etc. derivados del analisis protedmico.
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10. APENDICE

10.1 Proteoma de las cepas JG501 y AEIV

También se realizé el proteoma de la cepa JG501. Las condiciones utilizadas para esta
cepa fueron exactamente las mismas que las descritas en Materiales y Métodos para la
mutante GG9. Desde la inoculacion de los matraces hasta la obtencion de los extractos
proteicos. En la tabla 10 se muestran las proteinas cuya expresion cambié en el fondo de
las mutante JG501.

Tabla 10. Expresién relativa de proteinas de A. vinelandii en la mutante JG501 con
respecto a la parental AEIV.

Nombre de la proteina IaC;r(gtr)(ia(;izrr]ﬁ Numero Avin
Thiolase 19 Avin_20130
FAD dependent oxidoreductase 13 Avin_41390
dihydrolipoamide acetyltransferase 6.9 Avin_10790
_glucosgr_nine--fructose-6-phosphate aminotransferase, 51 Avin 51890
isomerizing -
ATP-dependent RNA helicase, DEAD box family 4.6 Avin_03540
acyl-CoA dehydrogenase 4.4 Avin_10680
DEAD/DEAH box ATP-dependent RNA helicase 4.4 Avin_10010
hypothetical protein Avin_11010 3.8 Avin_11010
chromosome partition ParB 3.8 Avin_52240
cytochrome bd 3.8 Avin_19910
septum site-determining protein MinD 2.8 Avin_35120
GDP-mannose 6-dehydrogenase 2.7 Avin_10970
Glycyl-tRNA synthetase protein, beta subunit 2.5 Avin_00100
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 2.2 Avin_14580
Flagellin 0.04 Avin_27700
ComEA-related protein 0.08 Avin_20070
Regulator of ribonuclease activity A, RraA 0.3 Avin_23290
conserved hypothetical protein 0.4 Avin_36910
conserved hypothetical protein 0.4 Avin_20130

2Razoén de nivel expresion de la mutante JG501 vs AEIV
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En este proteoma se obtuvieron un total de 20 proteinas, menos de la mitad de las
encontradas en el proteoma de la mutante GG9. Sin embargo, la mayoria de las proteinas
identificadas en este proteoma también se encuentran en el proteoma de la GG9, como
era de esperarse. Las diferencias podrian explicarse con algun posible deterioro de la
muestra antes de realizarse el analisis. Estos proteomas confirman el efecto de MucG
sobre otros procesos celulares ademas de la sintesis de alginato.
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