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1. RESUMEN

Azotobacter vinelandii es una bacteria gram-negativa del suelo,
que fija nitrbgeno atmosférico y forma quistes resistentes a l|a
desecaciéon, para ello produce dos polimeros el acido polifi-
hidrixibutirato (PHB) y el alginato. Estos polimeros son de interés
comercial. E! PHB puede utilizarse para fabricar plasticos
biodegradables, mientras que el alginato tiene una amplia aplicacion en
ta industria atimentaria y farmaceutica, como gelificante y
viscosificante. Hasta ahora la Unica fuente de obtencién de alginato io
constituyen las algas marinas cafés, pero pudiera obtenerse uno de
mejor calidad por via fermentativa. A. vinelandii es un buen candidato
para obtener el alginato por este proceso, pero para ello se requiere
conocer entre otras cosas la genética de biosintesis de este
biopolimero.

El objetivo de este trabajo fue el de caracterizar algunos de los
genes biosintéticos de alginato (genes alg) que se encuentran agrupados
en una region (region alg) del genoma de A. vinelandii. Los genes que se
caracterizaron fueron algJ y algG, localizados entre los genes alg44 y
algL, por medio de técnicas de hibridacion de ADN-ADN.

Utilizando pruebas de hibridacién de ARN-ADN, se identificaron
tres promotores que inician la transcripcion de estos genes. Los
resultados obtenidos muestran que uno de los promotores se encuentra
hacia arriba del gen algD y para el inicio de su transcripcién depende
del factor o AlgU. Otro se encuentra arriba del gen algJ y el tercero
hacia arriba del gen alglL. Estos dos ultimos promotores (algJ, aigl), no
dependen de la actividad del factor o AlgU.



il. IMPORTANCIA DEL ESTUDIO DE LA BIOSINTESIS DEL ALGINATO
EN A. vinllandil.

£} alginato es un polimero que empieza a tener gran demanda, su
consumo anual a nivel mundial, por diversas industrias es de
aproximadamente 33 millones de toneladas y su precio oscila entre los 5 y

12 dolares por Kg. El consumo aparente en México en el perfiodo de 1981-
1982 tue superior a las 350 toneladas.

Para obtener este polimero se recurre a la extraccién de algas, sin
embargo, la explotacién de estas

como en el caso de la mayoria de los
recursos naturales

renovables, no siguen un programa de manejo racional,
dando tiempo a que se regeneren.

Esta sobreexplotacién podria \legar hasta
su  exterminio,

esta manera graves
lugar de obtencidn de

provocando de

perturbaciones
ambientales, del

las algas. Por otra parne, la
cantidad y calidad del alginato obtenido de algas. es muy heterogénea, ya

que su desarrollo esta sujeto a las condiciones ambientales.

Lo anterior ha provocado que se busquen fuentes altermativas para la
obtencién del alginato, siendo

la termentacién bacteriana
De esta manera,

la mas tfactible.
la composicion del

alginato producido, por esta via sera
mas homogéneo y disminuiria 1a explotacién de algas. Para este fin existen
dos géneros de bacterias que producen atginato Azotobacter y
Pseudomonas, sin embargo, el género Pseudomonas queda descartado como
fuente de obtencidn del alginato, por tener especies patégenas como P.
aeruginosa, un patdgeno oportunista del hombre. que invade los pulmones y

vias respiratorias de pacientes con tibrosis quistica, ademas no presenta

los bloques continuos de acido gulurdnico que le proporciona la propiedad
gelificante. Por otra parnte A. vinelandii

es una bacteria inocua y la



distribucién de !os bloques de residuos de acido manurdnico y acido
gulurénico constituyentes del alginato es similar a la encontrada en el
alginato de algas. De esta manera A. vinelandii, constituye la mejor
alternativa para la obtencién de alginato por fermentacién. Para producir
grandes cantidades de alginato a partir de A. vinelandii, se deben conocer
todos los factores involucrados en la produccion del polimero, entre ellos
esta conocer la genética de la biosintesis.

Actualmente el proyecto general del laboratorio propone estudiar la
geneética, regulacion y los factores externos involucrados en la biosintesis
del alginato en A. vinelandi. Este trabajo pretende los dos siguientes
objetivos principales:

1.-Construir cepas hiperproductoras y con capacidades mejoradas en
la produccién de este polisacarido.

2.- Observar el papel que tiene este polimero en el proceso de

diferenciacién celular (enquistamiento).



1l. INTRODUCCION
3.1 GENERALIDADES DE Azotobacter vinelandil.

3.1.1t Posicién taxonémica:

Familia Azotobacteraceae
Género Azotobacter
Especie- . AZzotobacter vinelandii

Tomado de Krieg y Holt, 1984. Bergey’'s Manual ol systematic bacteriology.

ta familia Azotobacteraceae, comprende 4 géneros de bacterias

gram-negativas:

GENERO CARACTERISTICAS ADN(mMol%G+C)
Azotobacter Bacilo grande; forma quistes; habita 63-66

principalmente suelos neutrales o

salinos.

Azomonas Bacilo grande; no forma quistes; habitat 53-59
acuatico.

Beijerinckia Bacilo con forma de pera, en los extremos 54-60

tiene grandes zonas de lipidos; produce
grandes limos; habita suelos acidos

Derxia Bacilo: comunmente forma colonias 70
arrugadas.

Tomado de Bruck, 1984. biology of microorganims.

3.1.2 Caracteristicas de A. vinelandil.
El géngro Azotobacter, se distingue de los otros géneros de esta
familia por la capacidad que tienen las especies que la conforman, de



formar quistes. A. vinelandii al igual que todos los miembros de la
familia Azotobacteraceae, es capaz de fijar nitrégeno atmosférico bajo
condiciones aertobicas [Kennedy y Toukdurian., 1987). En A. vinelandii se
han identiticado tres nitrogenasas que funcionan en difterentes
condiciones de oxigenacion [Kennedy y Toukdurian, 1987]. Tiene una
actividad respiratoria alta, generada por el alto contenido de proteinas
oxido-reductoras y citocromos.

Esta bacteria posee multiples copias de su genoma, al crecerila en
medio rico durante la fase estacionaria llega a tener 80 o mas
[Maldonado, et al/., 1994; Manna y Das, 1993; Nagpal, et al, 1989].
Contiene mas ADN (Acido desoxirribonucleico) que la mayoria de las
bacterias, sin embargo, el tamafno de su genoma es tipico de
procariontes, calculandose en 4.5 de megapares de bases
aproximadamente (Manna y Das, 1993]. Este organismo es un buen
receptor de ADN foraneo, se le puede introducir de forma lineal o
clrcular (plasmido) por transformacion o por conjugacién, ademas tiene
la capacidad de incorporar el ADN a su genoma por recombinacién
{Kennedy y Toukdarian, 1987].

A. vinelandii, sintetiza una gran variedad de productos como:
siderdforos; hormonas vegetales regutladoras del crecimiento (p. e.
auxinas, giberelinas y citocininas) [Gonzalez-L6pez, et al., 1985];
ademas dos polimeros de gran importancia econdémica el acido poli-

B-hidroxibutirato (PHB) y el alginato [Sadoff, 1975].

3.1.3 CICLO DE VIDA DE A. vinelandil.
El ciclo de vida de este organismo presenta una fase vegetativa y
una fase latente en forma de quiste (Fig. 1). Las células vegetativas son

bacilos de 2 x S um, son moviles (locomocién), por la presencia de



flagelos peritricos. Cuando son crecidas en medio Burk con glucosa al
1%, libre de nitrégeno, las células tienen un tiempo de generacién de 2.5
a 3 horas [Wilson y Knight, 1952].

En condiciones de laboratorio después del crecimiento

exponencial, o por induccién con agentes quimicos como el butanol, las

células wvegetativas forman quistes latentes. En su medio natural los

forman cuando las condiciones son adversas;

permaneciendo de esta
manera en estado de latencia por largos periodos de tiempo en el suelo,

hasta Qque se vuelven a dar las condiciones para su propagacion [Lin y
Sadotf, 1968]). En el

laboratorio es cultivada en medios de cultivo con
manitol,

ramnosa y otros carbohidratos como fuente de carbono, asi

como una gran variedad de aAcidos organicos y ciertos alcoholes. pero la
produccion de quistes es generalmente menor al 0.1% de la poblacién de
célutas [Lin y Sadoff, 1968].

En el proceso de diterenciacién tas células pierden la locomocion

y tienen una ultima divisién, adquiriendo una forma esférica. Las

paredes sufren un engrosamiento. Los procesos morfogenéticos someten
a un pausamiento a la célula, hay una acumulacién de reservas en forma

de PHB que se usara en la germinacién como fuente de carbono y energia

de reserva [Lemoigne y Girard, 1943). El cuerpo central, es encapsulado

por una capa interna (intina) y una capa externa (exina), estas capas

estan conformadas por alginato y proteinas [Winogradski, 1938]. Cuando
se lleva acabo la germinacion de los quistes, se pierde gradualmente la

capsuta por el hinchamiento del cuerpo central, ocupando el volumen de

fa intina [Loperfido y Sadoff, 1973], después sufre una divisién, cuando

empieza a crecer se fractura la capa externa de ila capsula y emergen

dos células por quiste, estas son inmoviles (no tienen locomocion). Las

células recobran su locomocién, en la primera division después de la



germinaciéon.

Crecimiento
Vegetativo

- e ® Quiste
ey . s e

Emorgorcn o —

Hinchamiento y Division

Figural. Cclo de vida de Azotobacter vinilandii. 1 Fase de crecyrwento Vegetativo. 2 Ultima
division vegetativa, engrosamiento de sus paredes y acumulacion de PHB. 3 Formacion de la
exina e intina. 4 Quiste maduro. S Incio det proceso de germinacson (degradacion de PHB). 6
Sintesis de ADN (dwvision celular). 7 Emergencia de dos células vegetativas por cada quiste.
8 Pnmera division celular después de la germinacion (recuperacion de la locomocion).




3.2 COMPOSICION Y PROPIEDADES DEL ALGINATO.

El alginato es un copolimero lineal comprendido de p-D Aacido

manurdnico (M) y su C-5 epimero a-L acido gulurénico (G). unidos por
1991). Estos Aacidos urdénicos se

entaces 1.4, (Fig. 2) [May, et al.,
tres formas distintas, formando

encuentran arreglados en cadenas de

ios bloques estructurales de! alginato, estos son: homopoliméricos,

constituidos por poli B-D acido manurénico (Biloques MM), poil a-L &acido

gulurénico (Bloques GG) y heteropolimérico comprendido por un arreglo

altemmo entre los dos monomeros dando bloques GM o MG (Fig. 3).

Los bloques comprendidos de M y MG, forman cadenas

relativamente flexibles, mientras que las formadas por bloques G son,
rigidas [Atkins, er al.,
cationes divalentes
termorresistentes, por la unién de estos iones al residuo G [Stokke,
al., 1991). E! alginato producido por especies de el género FPseudomonas
no contiene bloques continuos de Acido gulurdnico, siendo incapaces de

1971]. El alginato con bloques G en presencia de

como e! Ca2+. Baz2+ y Srz+ forma geles
ot

formar geles.
El aiginato producido por bacterias posee residuos de manurénico

con grupos O-acetilados, mientras que en el alginato ailgal no existe

acetilaciéon (Fig. 4) [Annison y Couperwhite,
bloque y el tamafo molecular del

1986]. ElI arreglo de la

estructura del alginato afecta la

geliticaciéon y viscocidad del polisacarido.

3.3 APLICACIONES DEL ALGINATO.
Las aplicaciones industriales del alginato estan determinadas por

su peso molecular y composicién quimica. Soluciones acuosas de este
polimero pueden ser usadas como agentes espesantes, estabilizantes de
espumas y emulsiones, asi como en suspensiones de particulas sdlidas.

5
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También se adiciona en alimentos para mejorar la retencién de agua, y
para inhibir la congelacién del agua en alimentos congelados con la cual
se proporciona estabilidad en su proceso de congelacion-
descongelacién. Se ha sugerido que e! éster formado entre e! alginato
con el propilenglicol funciona como un emulsificante auténtico siendo
el alginato uno de los pocos polisacdridos que tiene esta propiedad
{Morris, 1987). Otras aplicaciones se muestran en la tabla |I.

Tabla 1. ALGUNAS APLICACIONES DE LOS ALGINATOS

APLICACIONES EN LA INDUSTRIA ALIMENTARLA
Agentes gelificantes
Rellencs de pasteleria
Postres de leche
Postresa de gelatina
Alimento para animales
o es y il tes
E: i iGn de Isiones en salsas, cremas y aderezos
Estabilizacién de espumas en cervezas
Espesantes de salsas y rellenos
Suspensién de particulas en jugos y bebidas
Agentes de retencién de agua
Estabilidad de alimentos congelados
Mejoramiento de la solubilidad de mezclas secas

APUCACIONES DE ALGINATOS EN OTRAS INDUSTRIAS:

Agentes gelificantes
Geles refrescantes de aire
Impresiones usadas por los dentistas
Preparaciones farmacéuticas

Agentes esp 1tes y ili tes
Estabilidad de emulsiones en pinturas y esmaltes
Espesantes de lociones y detergentes liquidos
Estabilizacién de espuma en detergentes

Tomado de Tinoco, 1993. Tesis de maestria.




Ademdas de estas aplicaciones biotecnolégicas el

alginato ha
comenzado a utilizarse con tines médicos.

Se ha observado que el
alginato rico en bloques M puede evadir la respuesta de! sistema Inmune
{Otterlei, et al.. 1991). Tiene actividad de agente antitumoral
{Fujihara y Nagumo, 1992].
islotes de Langerhans,

en
tumores de “merine”

En transplantes de
realizado a pacientes de diabetes, los islotes
son encapsulados con alginato rico en dcido gulurénico, éstas cubiertas
protegen las células transplantadas del sistema inmune y permiten la
ditusién de la insulina producida por éstas [Soom-Shiong, et al., 1994)].
La encapsulacién de otros tipos celulares estan siendo estudiadas en
animales, como son hepatocitos, hibridomas, células transtectadas con
genes de citoquinas y fibroblastos recombinantes secretando el

tfactor
1X de humano (hormona de crecimiento) [Dixit,

et al.,, 1993; Savelkoul et
al., 1994; Liu, et al., 1993; Tai y Sun, 1993). También se estad estudiando
su aplicacién en el recubrimiento de tabletas, para que la liberacién de
los fArmacos pueda ser regulada en un amplio rango (Sirkiae, et al.,
1994).

3.4 FISIOLOGIA DEL ALGINATO.

E1 aiginato es el polisacarido mas abundante en las algas marinas
cafés, el cual forma un gel! en la matriz celular conteniendo iones de
Na+, Mgz2+, Caz2+, Sr2+ y Ba2+. Esta matriz probablemente funcione como un

esqueleto proporcionando tuerza y elasticidad al tejido algal [Haug et
al., 1974).

En P. aeruginosa el alginato tiene un papel muy importante, pues
fo utiliza para protegerse del ambiente y como medio de adhesién a
superficies soélidas formando

“biofilms” [Boyd y Chakrabarnty, 1995].
Cuando

invade a pacientes de fibrosis quistica forma estos “biotiims”



permitiendo asi 1a colonizacién del pulmén y vias respiratorias (y otros
érganos de los pacientes), ademas se ha observado que les confiere
resistencia contra los antibiéticos y le ayuda a evadir la respuesta
inmunoldgica [Chakrabarty, 1991: Otterlei et al., 1991].

En A. vinelandii se ha observado que el alginato es esencial para
la formacién de quistes ya que mutantes en la biosintesis de este

exopolisacarido, son incapaces de formar quistes maduros [Campos et
al., 1996].

3.5 FUENTES DE OBTENCION DE ALGINATO.

Se han reporntado varios organismos que tiene la capacidad de
producir alginato (Tabla !l), a pesar de ello actualmente la unica fuente
de obtencién para uso comercial lo constlituyen las algas marinas cafés,
principalmente los géneros Fucus, Laminaria, Macrocystis y
Ascophillum. En México se extrae de la especie Macrocystis pyrifera,
distribuida en las costas de Baja California.

TABLA Il. ORGANISMOS REPORTADOS QUE PRODUCEN ALGINATO

ALGAS MARINAS CAFES Ascophylium nodosum
Laminaria digitata
Laminaria hyperborea
Macrocystis pyrifera
Dictyosiphon foeniculares
Durvillaea sp.
Eisenia bicylis

BACTERIAS Azotobacter vinelandii
Azotobacter chroocorum
Azotobacter baiferinckii
Psoudomonas aeruginosa
Pseudomonas cepacia
Pseudomonas fluorecens
Pseudomonas mendocina

Tomado de Tinoco, 1993. Tesis de Maaestria.



3.6 BIOQUIMICA DE LA BIOSINTESIS DEL ALGINATO

Existen algunas diferencias en la biosintesis detl

alginato entre
las bacterias y algas.

En algas el sustrato inicial es D-manosa,

mientras que en bacterias es D-fructosa {Pindar y Bucke, 1975]. Otra

diferencia muy importante, es que el alginato de bacterias posee

residuos de acido manurdnico con grupos o-acetilados mientras que en
algas no existe acetilacion (Fig 4).

M-M-M-M-G-G-G-M-G-M-G Algal

MMMMGGGMGMGA

3 vinelandii
OAc OAc OAC

OAc

aeruginosa

P. patida
L M-M-M-M\-M-M-G'"'G'“'G P. fluorescens

OAc

Figura 4. Distribucion de los bloques de residuos de acido manuréonico (M) y acido
guluronico (G) en el aiginato producido por diferentes organismos. El alginato producido por
A. vinelandii y el de algas es muy similar en la formacidn de bloques gulurénicos, la
diferencia es que los residuos M, de A. vinelandii estan acetilados (OAc) al igual que en

Pseudomonas, mientras que en algas no existe acetlacion. Tomado de Ndnez, tesis de
Maestna, 199S.

La via de biosintesis, se describio por primera vez en el alga café

Fucus gardneri [Lin y Hassid, 1966], después en A, vinelandii [Pindar y
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Bucke, 1975], sin embargo, donde ha sido estudiada mas detalladamente
ia genética de la biosintesis, es en P. aeruginosa, {Chakrabarty, 1991;
Deretic er al., 1994; May y Chakrabarty, 1994]. El interés de estudiar
mas en este organismo |a biosintesis del alginato es por el problema
que presenta en los hospitales en la infeccién a pacientes con fibrosis
quistica, pacientes con quemaduras y personas inmunodeprimidas,
donde se ha observado que el alginato tiene un papel importante en la
virulencia junto con otros elementos como: piocianina, fosfolipasa C,
elastasa etc.

La ruta de biosintesis de alginato en P. aeruginosa (Fig 5), nicia
con la fructosa 6-fosfato (F6P), proveniente de la ruta de Entner-
Doudoroff** para convertirla a GDP-acido manurénico a traveées de las
siguientes reacciones:

1.- La fructosa-6-fosfato es convertida a manosa & fosfato (M6P), por
la intervencion de la enzima fosfomanosa isomerasa (PM{-GMP*;
codificada por el gen algA) [Darzins et al, 1986: Gilt et al, 1986].

2.- El grupo fosfato de la M6P es transferido del carbono 6 al carbono 1,
generando manosa 1 fosfato (M1P), reaccidén catalizada por la enzima
fosfomanomutasa (PMM; codificada por el gen algC).

3.- En Ila tercera reaccidn interviene la enzima GDP-Manosa
pirofosforilasa (PMI-GMP*; codificada por e! gen algA) que en presencia
de GTP, convierte la M1P a GDP-manosa [Darzins et al, 1986: Gill et al.,
1986].

4.- La GDP-manosa es oxidada por la GDP-manosa deshidrogenasa (GMD;
codificada por el gen algD) dependiente de NAD+, para formar GDP-acido
manurdnico, precursor directo del alginato + 2 (NADH-) [Deretic et. al.
1987]. para posteriormente ser polimerizado, epimerizado, modificado
** Enzima bifuncional (PMI-GMP) coditicada en el gen aigA.



y exportado.

E! acido GDP-manurédnico, es polimerizado y exportado a través de
fa membrana interna. En el proceso de polimerizacion se postula ia
participacion de los productos de los genes alg8 y alg44, probables
proteinas de membrana [Maharaj et a/., 1993]. El corte realizado al
polimero inicial, es hecho por la alginato liasa (codificada por el gen
algl) [Boyd et al., 1993; Shiller et al, 1993). La epimerizacion de acido
manurénico a acido guturdnico es realizado por la epimerasa (enzima
codificada por el gen al/gG) [Chitnis y Ohman, 1990], mientras que lia
acetilacion de los residuos de acido manurénico, es realizado por la
acetilasa (enzima codificada por el gen algF) [Shinaberger et al., 1993;
Franklin y Ohman 1993]. Estas proteinas se localizan en el espacio
periplasmico [Franklin et al., 1994; Boyd y Chakrabarty, 199S5]. La
secuencia de (a proteina a/g60, muestra similitud con proteinas acil-
acarreadoras [Boyd y Chakrabarty, 1995], por io cual es postulada en la
participacion de la sintesis del alginato en la etapa de acetilacion en
conjunto con |a acetilasa. La secrecion extracelutar del aiginato, es
realizada por i(a proteina codificada por el gen al/gE, ésta es una
proteina de membrana que funciona como canal idnico {Chu et a/., 1991;
Rehm et al.,, 1994]. Algunas caracteristicas de estas enzimas se
muestran en la tabla il

L.a enzima determinante en esta via es |la GDP-manosa
deshidrogenasa codificada por el gen algD, que cataliza una reaccién
irreversible (Fig. 5), convirtiendo la GDP-manosa, a GDP-acido
manurdnico, precursor directo del alginato. El producto de a/gC también
participa en la biosintesis de lipopolisacaridos [Goldberg et al., 1993;
Ye et al., 1994].

En P. aéruginosa y en A. vinelandii, la formacién de unidades de

12



acido gulurdnico ocurre a nivel de polimero por accién de la enzima
epimerasa (AlgG) sobre residuos de manurénico que no han sido
acetilados por {a acetilasa (AlgF) [Pindar y Bucke, 1975; Franklin et al,
1994). En P. aeruginosa la actividad de la epimerasa se localiza en el
espacio periplasmico [fFranklin et al., 1994]. Mientras que en A.
vinelandii, también existe actividad de epimerasa en el
extracejuiar [Haug et a/., 1974]. En A.

medio
vinelandii se han reportado
varios genes que codifican para epimerasas extracelulares diferentes a
AlgG [Ertesvag et a/., 1995], sin embargo, no se sabe si se expresan
todos al mismo tiempo.

13
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Figura 5. Ruta de biosintesis dei algmato en P. aerugmosa. La biosintesis imicia con la
conversion dela trucrtosa-6-fosfato (F6F) a GDP-acido manuronmico (GDP-Aman.)
precursor directo del alginato. Esta conversion es reahzada en 4 reacciones: el producto deil
gen algA interviene en la pnimera y tercera reaccron. en la segunda reacciin interviene el
producto de ailgC, para la cuarta se requiere el producto de algD. Posteriormente es
polimerizado, modificado y excretado e alginato. Tormado de Nuhez, 1996. Tesis de Maestria.



TABLA 1il. CARACTERISTICAS DE LAS PROTEINAS INVOLUCRADAS EN LA
BIOSINTESIS DEL ALGINATO [Modificado de May y Chakrabarty. 1994].

GEN | SECUENCIADO | PROTEINA FUNCION DE 1.4 PFSO
PURIFICADA PROTEINA MOLECULAR KDa
agA - - PMI-GMP 53.4
a1gC . R PMM  (PGM) 50.2
algh B - GMD a7.6
atge - TRANSPORTE 54.4
aIgF . s ACETILASA 22.8
al9G . - EPIMERASA 59.8
algL . - ALGINATO 40.9
LIASA
algs . - POLIMERIZACION 56.9
alges . - POLIMERIZACION 34.3
aigx - - ?
algs . 2 B REGULACION 9.3
algR1 . s REGULACION 27.6
algr2 . =i REGULACION 18.0
algR3 - REGULACION 39.0
algZ . - REGULACION 3s
algu . - INTERRUPTOR 27.5
GENETICO
rucA . - INTERRUPTOR 20.0
GENETICO
mucB B - INTERRUPTOR 33.2
GENETICO
mucC 2 - ?
muclh - - ?
*Sl.
-NO.

15



3.7 GENETICA Y REGULACION DE LA BIOSINTESIS DE ALGINATO

3.7.1 Organizacion 'y localizacién ~ fisica de los genes
involucrados en la biosintesis de alginato en P. aeruginosa.

Todos los genes, excepto algC, que codifican para las enzimas que
participan en la ruta de biosintesis de los monémeros de acido
manurbénico, asi como los genes que codifican para las proteinas
involucradas en la polimerizacién, acetilacién, epimerizacién vy
secrecion de estos monomeros (alginato). se encuentran agrupados en
una sola regidn, formando un operon (operén alg), localizado en el min
34, sobre el genoma de P. aeruginosa [Chitnis y Ohman, 1993]. &€l primer
gen del operdon es al/gD y aproximadamente a 18 kilobases (kb) hacia
abajo de este gen se encuentra algA, el ditimo gen de este operén, en
medio de estos genes se encuentra alg8. alg44, algE, algG, algx. algL,
algJ algl y algF en ese orden (Fig 6,A) (May y Chakrabarty, 1994].

El gen algC, se encuentra cercano a los genes reguladores algZ,
algR, algR2 y algR3, ubicados en el minuto 10 del! genoma de P.
aeruginosa, pero la transcripcion de a/gC es a parur de un promotor
diferente, del que se transcriben los genes reguladores (Fig 6,B). En
esta regidn también se encuentran otros genes Qque No estan
involucrados en la biosintesis de alginato, estos genes son: argH
involucrado en la biosintesis de arginina; hemC y hemD involucrados en
la biosintesis de precursores de grupos hemo y el gen fk!/ que codifica
para un homoélogo de la proteina de union a FK506 de la superfamilia
inmunofilina [Yu et al, 1997].

El gen que codifica para el factor sigma (o) AlgU, se encuentra
junto con los genes mucA, mucB y los recientemente encontrados mucC

y mucD [Boucher et al., 1996)]. mucA y mucB codifican para los
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MUt 10 minuto 13

- Genes involucrados en la biosintesis de alginato.

D Genes no nvolucrados en ia biosintesis de aiginato.

* Gen estructutral

Figura 6. Orgamzacon y localizacdn fisica de los genes involuctados en la  brosintesis de
alginato sohre el genoma de P aerugin0s.d. encontrandose angsupados en cuatto regiones. A)
Genes estructurales, excepto 3/gC, formando una estructura operGnica ubitacdos en ei min
34. 8) Genes reguladores, localizadges en el min 10 y 3. C) Genes que regulan la mucoidia,
orgarmizados en un aoperdn, localizados el el min. 68 {mModiticado de May y Chakrabarty,
1894)

Designaciones altoinatrvas para 4lgunos genes son- aIgU = AGT, mMmucA = algsS. muc8 = g,
algR = algR1. aigR2 = akxQ, algR3 = algr. algX=algG:

LAS FLECHAS MUESTRAN EL QENT!DO Dt LA TRANSCRIPCION




productos qQue regulan negativamente la actividad del factor ¢ Algu y

forman un operdn focalizado en el min 68 sobre el genoma (Fig 6,C).

3.7.2 Regulacién de ia mucoidia en P. seruginosa.

La regulacién de la mucoidia estd dada por los productos det
operén algly/ mucABCD. El gen alglU codifica para el factor sigma (o)
alternativo AlgU, éste tiene una alta actividad en cepas mucoides
(iniciando la transcripcion de los genes involucrados en la biosintesis
de alginato figura 8); el fenotipo mucoide se debe a una sobreproduccién
de alginato. Los productos de los genes mucA y mucB8 regulan
negativamente la aclividad de AIgU (Fig. B) [Deretic et al., 1990;
Deretic et al., 1993; Goldberg et al.,, 1993. Martin et al, 1994; Schurr et
al., 1993). Estos genes estan involucrados en la conversidn espontanea
entre el fenotipo mucoide y no mucoide. En cepas aisladas de pacientes
con fibrosis quistica, los genes mucA y mucB se encuentran mutados,
por lo cual no producen el elemento que inhibe la actividad de AIgU,
generando asi cepas mucoides.

El factor o AlgU es similar a ila proteina of de Escherichia coli,
Salmonella typhimurium y Photobacterium sp. En P. aeruginosa ademas
de tener actividad en cepas mucoides, también esta involucrada en la
expresién de sistemas para incrementar [a resistencia a medios
estresantes como: altas temperaturas, altas concentraciones de
agentes oxidativos, esta funcién también se ha observado en el factor
ocEde E. coliy S. typhimurium, en el caso de Photobacterium se requiere
para vivir a altas presiones y bajas temperaturas, condiciones que se

dan en su habitat (fondo marino).

Como estos factores (oE y o AlgU) son muy similares pueden ser
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intercambiables ([Schurr et al.,, 1996]., éstos reconocen secuencias

similares de ADN (promotores). La secuencia de -35 y -10 de los

promotores activados por oE muestra una regién conservada,
particularmente en la regién -35 (Fig. 7) y puede ser comparado con los

promotores dependientes de AlgU, incluyendo algD, algRy algl (Fig. 7).

-35 -10 +1
of consenso GAACTT 16/17pb TCTGA 5/6 pb
Pa algyU P1 GAGAACTTTIGCAAGAAGCCCGAGTCTATCTTGGCA
Pa algu P3 TGGAACTTTCTTAGACGCATCGGTTCCAAAGCAGGA
Pa algR GGGCACTTTTICGGGCCTAAAGCGAGTCTCAGCGTCG
Pa algD CGGAACTTCCCTCGCAGAGAAAACATCCTATCACCG
Ec rpoH P3 TTGAACTTGTGGATAAAATCACGGTCTGATAAAACA
Ec htrA CGGAACTTCAGGCTATAAAACGAATCTGAAGAACA
Ec rpoE CGGAACTTTACAAAAACGAGACACTCTAACCCTITIG
St rpoE CGGAACTTTACGAAACATAGACACTCTAACCTGTTG
St htrA CGGAACTTCGCGTTATAAAATGAATCTGACGTACAC
Pa rpoH AGGAACTTATACACCCGCTTGCAGTCAGATATCCGA

Figura 7. Secuencias de promotores que dependen de la actividad ocE y o AlgU. Estos
promotores tienen secuencias canobnicas, principalmente la regién -35 es la mas
conservada, estos factores pueden ser intercambiados. Pa, P. aeruginosa. Ec, E. coli, St, S,
typhimurium; [Schurr et al., 1996; Deretic et al., 1994).

3.7.3 Regulaciéon de la transcripcion del operéon alg en P.
aeruginosa.

€En P. aeruginosa el operbn alg es controlado apartir del promotor

algD; como se menciond anteriormente, este promotor tiene una fuerte

activacion transcripcional en cepas mucoides {Deretic et al, 1987]. El

promotor algD posee una estructura compleja, ya que se han descrito
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varios elementos reguladores que panicipan en su activacién (Fig. 8): El

tactor o AIgU es el responsable del inicio de ia transcripcidén de este

operdn [Martin et al., 1994; Hershberger et al., 1995). AlgU ademas de

iniciar la transcripcién de algD., es requerido para iniciar la

transcripcién de a/gC, alg8, algR y su propio promotor.

Ademas de Algu, existen dos reguladores positivos de respuesta
AIgR y AlgB, que pertenecen al grupo de proteinas de transduccidon de
sefales de dos componentes, estas incrementan la transcripcion de algD
{Deretic et al, 1989; Goldberg y Dahnke. 1992].

AlgR se une a tres sitios en el

promotor algD (tig. 8), que
contienen

las secuencias ACCGTTGTC, pero sélo su torma {ostorilada
activa la transcripcién de este gen [Kato y Chakrabarty,

1991; Mohr et
al., 1991; Mohr y Deretic,

1992; Deretic et al., 1992].
responsable de 1la

La proteina
fostforilacién de AlIgR se
sugiere que es AlgZ y suponen que uno de los lactores que sensa AlgZ es

sensora histidin-cinasa

la osmolaridad. Se propone que en condiciones de alta osmolaridad, AlgZ
fostforila a AlgR., que a su vez activa la transcripcién del operon alg {Yu

et al.,, 1997). Como dos de los tres sitios de reconocimiento de AIgR. en
el promotor algD, se encuentran lejos del inicio de la transcripcién (a

500 pb), se postula que se requiere del doblamiento de! ADN para que

ésta se inicie [Deretic et al., 1994]. Para que ocurra el doblamiente de

ADN se propone la participacion de las proteinas AIgR3 (Kato et al.,

1990] e HF [Mohr y Deretic, 1992). Inserciones en algR bloquean la
expresion de algD. Existen sitios similares en el
evidencias de que AIlIgR

{Fujiwara et al., 1993).

promotor algC y hay

también activa la transcripcién de algC:

E!l otro regulador de respuesta AIgB. también aumenta la

transcripcién de algD. sin embargo, hasta el momento no se conoce de



qué manera jo hace. Se sabe que AIgB se requiere para aumentar ia
produccién de alginato, pero no es esencial para la activacion
transcripcional de al/gD, ya que se ha observado que mutantes en al/gB no
disminuye significativamente la transcripcion de algD. Para el caso de
AlgB, la proteina que la fosforila (proteina sensora), asi como los
factores ambientales que ésta sensa aun no han sido identificados.

Otro elemento regulador positivo que aumenta el inicio de la
transcripcién de al/gD es el producto del gen algR2 (fig 8). AlgR2 se
requiere para la sintesis de alginato a 37°C, hasta el momento, tampoco
se conoce la manera en que regula la transcripcién de algD. Se ha
reportado, que AIgR2, también participa en la regulacion de las enzimas
nucledtido ditosfato cinasa (Ndk) y succinil coenzima A sintasa (Scs).

esta ultima del ciclo de los acidos tricarboxilicos, [Schilctman et al.,
1994).
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Figura B. Circuito reguiador Que controla 1a tean .cripaion del Operon g/ y 1a exprosion
de mucoidia en P. aeruginosa tn la parte supenaor de 1a cascada reguildors se encuentran
agrupados en un operon low genes algld muc ARCH, algU coditica ara el factor sigma Algu {«
AlgU). mucA y mucB, cuyos Prouuctos regulan negativamente 1a actindad de AlGU,
cantrolando la conversidn del fenotipo mucode. Do promotores el distal (Ud) y proximal
(Up), controlan 1a expresonr de aigll. La tranacnipcidn de agR tambien se reali™a por un
promotor distal y proximal. [ operton aigl? se transcnibe 3 parte de un $olo promotor, et
aistal. La expresién del operon algD, depende del tactor o AIGL, junto con el reguladar
positivo AIGR. El tactor o AlgU, también es requendo para transcnbir Su Propo promaotor,
ariemas de aigR, algB y algC. La intervencion de AIgB en la transcripcidn del operdon 2/a0 no

estd claro postulandose tammién la participacon de AIGR [ Modit
1994},
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IV. ANTECEDENTES.

La ruta de biosintesis de alginato en P.

aeruginosa y A. vinelandii
son muy similares. A.

vinelandii contiene secuencias de ADN homdlogas

a algunos genes de P. aeruginosa involucrados en la biosintesis y

regulacion de alginato como algD, alg8. alg44, alglL algA y algR [Campos

et al.,, 1996; Lloret et al., 1996; Martinez-Salazar et al., 1996; Mejia et

al., en revision ].

Algunos de los genes homdlogos secuenciados de A.

vinelandiiy P.
aeruginosa involucrados en

la biosintesis de alginato muestran gran

porcentaje de identidad y similitud, tanto en genes estructurales como

genes reguladores (p. e. algD. mucABCD {Campos et al.,

1996; Martinez-
Salazar et al, 1996]).

Ambas bacterias, se

encuentran
filogenéticamente muy cercanas,

ambas especies pertenecen al linaje
Azomonas-azotobacteriaceae. Por 10 que no es de extranarse que la ruta
de blosintesis de alginato sea muy similar en estos organismos, que
tengan secuencias homoélogas e incluso guarden un arreglo similar en la

organizaciéon de los genes gque hasta e! momento se han encontrado.

Los genes estructurales que se han encontrade hasta el momento
(algD, alg8. algd44, alglL algA), estan en un solo césmido, denominado
pMSD 675 {Campos et al.,

1996; Lloret et al., 1996; Mejia et al.. en
revisién).

Esto se ha realizadé por tecnicas de hibridacién de ADN-ADN,
utiizando como sondas los genes algD. alg8, alg44, alglL algAy algR de
P. aeruginosa, para buscar sus homdlogos en un banco genémico de A.
vinelandii. El banco gendmico de A. vinelandii

ATCC 9046 esta
construido en el césmido pCP13.



Los genes estructurales de la biosintesis de alginato en P
aeruginosa estan agrupados en forma de un operdn, transcribiendose a
través del promotor al/gD. mientras que en A. vinelandii, no parecen
estar agrupadas en un solo operén, por la existencia de cepas que tienen
mutaciones en genes que estan hacia arriba de algL y algA, sin embargo,
estos genes se expresan. de esta manera no se tiene un efecto polar en
los genes que estan hacia abajo de el gen mutado como en el caso de P.
aeruginosa.

Con base en que no existe un efecto polar sobre algLA., cuando se
hacen mutaciones sobre algunos genes que estan hacia arriba de estos,
se pensé que en A. vinelandii existia cuando menos un promotor mas que
transcribiera los genes estructurales de la biosintesis de alginato. Sin
embargo, se publicd la secuencia del gen algJ de A. vinelandii; [Rehm,
1996] y en el analisis de dicha secuencia se encontré una regién que
tenia similitud con secuencias de reconociemto para un factor sigma
{(promotor).

Con lo anterior se planteo ver si los genes algJ y algG se
encuentran en la regién donde ya se han localizado los otros genes
estructurales y determinar si el promotor de al/gJ también transcribe al
operén algLA.



V. OBJETIVOS

Determinar si los genes algJy algG se localizan en la regidn alg del
genoma de A. vinelandii.

Comprobar que el operén alglA inicia su transcripciébn a partir de un
promotor diterente al promotor algD.

Determinar si los genes algJy algG se transcriben a parir de! promotor
que se encuentra hacia arriba de al/gdJ.



Vi. MATERIALES Y METODOS.

En el desarrollo de la biologia,

como en el desarrollo de varias ciencias,

el concepto es méas importante que el metodo.
Las tecnicas son unicamente las sirvientas

de las ideas. Ellas no tienen gran poder en estas.

Alexis Carrel (Modificado).



6.1 CEPAS Y PLASMIDOS UTILIZADOS EN ESTE TRABAJO

CEPA CARACTERISTICAS REFERENCIA
ATCC9046 Cepa silvestre de A. wvinelandn. Nalr. Mucoide. coleccion
RSDY Mutante derivada de la ATCC9046, tiene integrado en su Ca

mpos
cromosoma al plasmido pMSDX7, interrumpiendo el gen et al, 1996
algD. Armpr, Nal'- No mucode.

Uuw136 insercién de una secuencia, interrumpido el gen algu.

Martinez-Salazar
Rifr. No mucoide

etal, 1996

LA21T insersion del MIni_Tn5_lac Z1 sobre la reqidon 5° del

Mejia et al.,
gen algJ. Kmt. Nal'. No mucowie.

en revision.

PLAMIDOS

PMSD6E75 Cosmudo conteniendo un fragmento de 25 Kb del cromosama Campos et al.,
de A. vinelandii, incluyendo los genes algD, alglL y algA. Tcr. 1996

PMSAS-5 Cosmudo contenrendo un tragmento de 20 Kb del cromosoma Lloret et 2/.1996
de A. vinelandu, ncluyendo los genes algL y algA. Ter. Nalr,

PMSDX7?7 Plasrmdo que contiene 594 pb de el gen algD que codifica Campos et al.,
del aminodcido 137 a 337 de la enzitna GDP-manosa deshi- 1996
drogenasa, dernvado del pSK+. Ampr.

PBHRS41Y Contiene una clona de 1.5 Kb de ADN de A. vinelandii, con- Rehm, 1996,
teriendo al gen algJ. Amp'.

PBRGEO Contiene un fragmento de 1.8 Kb. de ADN de A. vinelandii, Rehm et al.
conteniendo el gen algG. Ampr. 1996.

pPDA4033 Contiene un tragmento de ADN de P. aeruginosa el cual in Darzins et al.,
cluye el gen aigA. 1986

PKK3535 Contiene los genes que codifican para los ARN ribosomales Wheaton

de E. coli. Ampr, Tets, Thi-.




6.2 ENZIMAS DE RESTRICCION UTILIZADAS EN ESTE TRABAJO

ENZIMA SECUENCIA

BanH |

EcoR |

HincH 11

Ndeal

Sall

Spht

Xho |

GLlAATTC

ALAGCTT

CALTATG

GLTCGAC

GCATGIC

CiTCGAC

SOLUCION
AMORTIGUADORA

Tris-HCI pH A5 200 mM
MgCily 100 mM
Ditiotreitol 10 mM
KCl 1000 mM

BSA 100 pg/mi

Tris-HCI pH 7.5 500 mM
MgCly 100 mM
Ditiotreitol 10 mM
NaCi 1000 mM

BSA 100 pg/ml

Tris-HCI PH 7.5 100 mM

MgClz 100 mM
Ditiotreito! 10 mM

NaCl 500 mM
8SA 100 pg/mi
Tris-acetato pH 7.9 330 mM

Mg-acatato 100 mM
Ditiotreitol 5 mM
K-acetato 660 mM
Tris-HCI pH 7.5 500 mM
MgClz 100 mM
Ditiotreitol 10 mM
NaCl 1000 mM
BSA 100 ug/ml
Tris-HCI pH 7.5 500 mM
MgCla 100 mM
Ditiotreitol 10 mM

NaCi 1000 mM
8sA 100 pg/mi
Tris-HCI pH 7.5 500 mM
MgClz 100 mM
Ditiotreito! 10 mM
NacCl 1000 mM
BsA 100 pg/mt

30vC

37°C

arec

37°C

37°C

37°C

37°C

TEMPERATURA LABORATORIO

Amersham

Amersham

Amersham

Amersham
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Los medios y soluciones utilizados en este trabajo se encuentran en el
apendice.

6.3 PURIFICACION DE ADN PLASMIDICO POR LISIS ALCALINA.

En 5 ml de medio (LB mas el antibidtico de seleccion
correspondiente para cada plasmido) se inoculé una colonia de E. coli,
que porta el plasmido de interés y se incubdé a 37°C en agitacién (200
rpm) toda la noche. Las células se obtuvieron al centrifugar en un tubo
eppendort de 1.5 mi. a 10,000 rpm. por 2 min, con el uso de una
microcentrifuga eppendort modelo 5415 C. Se resuspendio la pastilla de
células en 1 mli. de solucién |I. Se hizé otra centrifugacién. La pastilla
se resuspendid en 150 ! de solucién | con lisozima (4 mg/ml) se dejo a
temperatura ambiente por 10 min. Después se adicionaron 350 u!l de
solucién (I, se puso en hielo por 10 min. A continuacién se agregaron
250 ul de solucidén lll, dejandolo en el hielo por 20 min. Posteriormente
se centrifugd a 14.000 rpm por 10 min. Se obtuvo el sobrenadante y se
le adicioné un volumen de cloroformo, se mezcld manuaimente por
inversion., Enseguida se centrilugé a 14,000 rpm. por 2 min. Se tomd la
fase acuosa (fase superior), y se le agregd un volumen de cloroformo, se
centrifugé a 14,000 rpm por 2 min, repitiendose dos veces. Para
precipitar el ADN se tomd la fase acuosa de la ultima extraccién y se
agregaron 0.6 volumenes de isopropanol, dejandolo de 7 a 10 minutos a
temperatura ambiente. Después se centrifugd durante 15 min. a 12,000
rem. La pastilla se lavé 3 veces con 1 ml. de etanol al 70%.
Posteriormente la pastilla se secd y resuspendié en 30 pl de solucion
amontiguadora TE 10/1 mas 5 ul de ARNasa y se incubo a 37°C por 1hr.
Se tomaron 3 ul para verificar la purificacion dei ADN y la digestion
del ARN, por electroforesis en un gel! de agarosa.

6.4 PURIFICACION DE ARN TOTAL DE A. vinelandii

Se inocularon 50 mil. de medio BS-modificado y el antibidtico
correspondiente para cada cepa y se incubdé a 29°C en agitacién (150
rpm) por 24, 36 y 48 hrs. Se recuperan las células por centrifugacion.
En un tubo ependorf de 1.5 ml se centrifugaron 2 ml del subcultivo a
10,000 rpm por 2 min. Se desechd el sobrenadante para lavar la pastilla
celular resuspendiéndola en 1 mi. de MgSOs 10mM, se volvié a
centrifugar. Se repitieron los lavados hasta que la pastilla celular ya no
se observé mucoide. Para realizar la lisis celular, se resuspendid la
pastilla en 40 ul de DEPC* al 0.1%, en seguida se agregaron 3 ul de
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DEPC* al 0.5%. 200 unl de acetona helada, se mezclé manualmente por
inversién y se centrifugd a 10,000 rpm. por 2 min. Se desechd el
sobrenadante y se resuspendié la pastilla en 30 ul DEPC al 0.1%, luego
se adicioné 10 ul de DEPC al 0.5% con lisozima (10mg/ml), se incubé a
37°C por 10 min. En seguida se agregaron 2 pl DEPC al 0.5% con
proteinasa K (100ng/ml), se dej6é en hielo durante 10 min. La extraccién
del! ARN se hizo afdadiendo 3.5 pl de DEPC al 0.5%. 200 upl de tfenol
{(precalentado a 70°C), 150 ul de cloroformo, se mezclé manualmente
por inversion y se agregaron 120 ul de DEPC al 0.1%. Se centrifugé a
12,000 rpm por 5 minutos. Después se tomo la fase acuosa y se le
agregé 1 ml de etano! absoluto, se dejo a -20°C por 1 hr. Después se
centrifugé a 12,000 rpm por 15 min. se desecho el sobrenadante. La
pastilla secd y resuspendié en 50-100 ul de DEPC al 0.1%. Para
verificar la extraccién de ARN se hizd por electroforesis en un gel de
agarosa en condiciones desnaturalizantes y se almacend a -20°C.

6.5 ELECTROFORESIS.
6.5.1 ELECTROFORESIS DE ADN

Para la realizacion de electroforesis se hacieron geles de agarosa
al 1% con solucién amonrtiduadora de acetatos 1X. Los pozos del gel
fueron cargados con 3 ul de muestra mas 1 pl de colorante. En cada gel,
se utilizé un pozo para poner 1 ul (100ng/pl) de marcador de peso
motecular (ADN del fago A digerido con Hind lll), que sirvié para
calcutar el tamaifio de las bandas de ADN y su concentracién. La
electroforesis se corrié a 75 wvolts por 3hrs. en solucién amortiguadora
de acetatos a 1X. Después el gel fue tenido con bromuro de etidio (0.5
Hg/ml) durante 30 min, enseguida se enjuago con agua por 5 min y se
observéd en el transiluminador de luz UV Sigma modelo T 1202.

6.5.2 ELECTROFORESIS DE ARN.

La electrotforesis de ARN se hizo en condiciones
desnaturalizantes. Se preparé un gel desnaturalizante de la siguiente
manera: en un matraz erlenmeyer estéril, se colocaron 0.5 g de agarosa,
10 mi de solucién amortiguadora MAE 5X y 30.5 mi de agua. se fundié la
agarosa en el horno de microondas. Cuando tuvo una temperatura de
60°C. aprox, se agregaron 9 ml. de formaldehido al 37%, se mezclé y
vertio al molde para su gelificacion a temperatura ambiente por 1 hr,
Las muestras se trataron de la siguiente manera: en un tubo eppendort
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de 0.5 ml se depositaron 1.5 il de DEPC al 0.1%, 3 ul de ARN de la
extraccion, 2 ul de solucidén amortiguadora MAE 5X, 3.5 pul de
formaldehido al 37 %, 10 ut de formamida, se incubaron a 55°C por 15
min. Después se pasaron al hielo 5 min, posteriormente se adicionaron 2
Ml de colorante y se colocaron en el gel. La tincién se hizo como se
describié anteriormente.

6.6 DIGESTION DE ADN CON ENZIMAS DE RESTRICCION

Para la digestion de 1 ng de ADN se requirié de dos unidades de
enzima, donde una unidad de enzima se define como. ta cantidad de
enzima necesaria para digerir 1 ng de ADN a la temperatura adecuada y
con la solucién amortiguadora de reaccion correspondiente. Para
calcular la concentracidén aproximada de ADN que se obtuvd en cada
purificacién se realizaron eledtrotforesis (como se describe en la
seccion 6.5.2), para hacer los calculos correspondientes y tomar la
cantidad necesaria, para tener la concentracion que se necesité digerir.
En un tubo eppendort de 0.5 ml. se colocd la muestra de ADN a digerir,
después se agrego agua estéril (la cantidad necesaria para tener un
volumen final de 25ul, enseguida se adicionaron 2.5 ul de solucién
amorntiguadora de reaccion, concentrada diez veces (10X) y la enzima
correspondiente, se incubd a la temperatura indicada. Para parar la
reacciéon se hizo con un impulso térmico a 65°C por 5 min Se revis6 la
digestién en un ge! de agarosa por electroforesis.

6.7 PURIFICACION DE BANDAS DE ADN.

Para la obtencién de las bandas de ADN de nuestro interés,
primero se hizo la purificacién del plasmido, después se hicieron
digestiones con enzimas de restriccion. Después las bandas fueron
separadas en un gel de agarosa al 1% con amortiguador de acetatos 1X,
por electroforesis. Se tind el gel y en el transiluminador de luz UV se
visualizaron las bandas de ADN, ahi mismo se obtuvo la banda de
interés, se colocaron en un tubo eppendorf de 1.5 mi. Se centrifugd por
30 segundos. Para limpiar la banda se hizo lo siguiente: se maceré con
una espatula la agarosa que contenia el ADN, se pasd por jeringa
insulinica. Después se le agregaron 50 pl de soluciéon amorntiguadora TE
10/1, 5 ul de NaCl SM y 200 ul de fenol. Se agitd con vortex, se pasd
inmediatamente en hielo seco durante 20 min. En seguida se centrifugé
a 14,000 rpm por 15 min. Se tomo la fase acuosa y se coloco en un tubo
nuevo, se le adicion® un volumen de fenol-cloroformo 25:24. Después se



centritugd a 14,000 rpm por 3 min. Se tomod la tase acuosa y se colocod
en un tubo nuevo, se adiciond un décimo de NaCt 3M y 2.5 volumenes de
etanol absocoluto. Posteriormente se centrifugé a 14,000 rpm por 15 min.

Por ultimo se secd y resuspendié la pastilla en 25ul de agua destilada
estéril.

6.8 MARCAJE RADIACTIVO DE SONDAS.

Se marco con el *kit Rediprime” (Amersham), esto se realizd
conforme a las instrucciones del fabricante con nucledtido radiactivo
[ 32P]dCTP.

Para separar el nucledtido radiactivo que no se incorporé en la
reaccion de marcado, se realizé por cromatografia en columna, la resina
que se ulilizé para preparar la columna fue sephadex G-75. La columna
se hizo con una jeringa insulimnica (1 ml.). en la parte de abajo se colocé
pelo de ange! o fibra de vidrio para evitar que se saliera la resina.
Enseguida se procedid a llenar la jeringa con la resina que previamente
fue hidratada con un minimo de 24 horas. Con una pipeta pasteur se
llendé hasta 95 U o 950 ul aproximadamente, evitando dejar burbujas de
aire. Después se equilibro la columna con solucién amortiguadora de
coiumna, se le adiciond esta solucién hasta que la que salié por debajo
de la colunma tuvo un pH de 8.0. Una vez equilibrada, se dejo salir toda
la solucién amortiguadora. La mezcla donde se llevé a cabo ta reaccién
de marcado se llevo a un volumen de 300 pu! con solucién amortiguadora
de columna y se puso en la columna, en un primer tubo eppendorf de 1.5
ml se colectaron los 300 ul de solucién, se agregaron otros 600 nl de
solucidn amortiguadora a la columna, se colectaron en un segundo tubo,
en este tubo sale el ADN marcado, finalmente se agregaron 300 ul de
solucién amortiguadora que son colectados en un tercer tubo, aqui salid
el nucledétido radioactivo que no se incorpord en et ADN.

6.9 HIBRIDACION DE ADN-ADN (Tipo “Southern Blot”).

TRANSFERENCIA DEL ADN A LA MEMBRANA DE NITROCELULOSA (Hybond C
extra Amersham)

Para transferir el ADN a la membrana de nitrocelulosa, se hizo
una electroforesis en un gel de agarosa al 1%. Después el gel fue
tratado para desnaturalizar el ADN, primero se incubdé el gel en 200 mi.
de sotucién |, se puso en agitaciéon suave por 15 min, se desechod la
solucién y se repitid el tratamiento con la misma solucién. Después fue
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tratado dos veces con 200 ml. de solucién ll, dejandolo en agitacién por
20 min en cada tratamiento. Posteriormente se

incubd dos veces con
solucién Iii por 30 min en agitacién. Luego se enjuago el gel con 200 mi

de solucidn amortiguadora SSC 6X por 1min. Después se formod el
sistema de transferencia de la siguiente manera: En un recipiente se
colocd solucidn amontiguadora SSC 6X, encima del refractario se puso
un vidrio atravesado, enseguida del vidro se puso papel 3M humedecido
en SSC 6X, quedando los bordes. en contacto con la solucién
amortiguadora, después se colocd el gel, se le puso parafilm en las
orillas del! gel para evitar que se mueva y que la solucién pase
unicamente através del gel, a continuacién se coloco la membrana que
previamente fue hervida en agua destilada por 10 min y enjuagada en
SSC 6X, posteriormente se colocaron dos pedazos de papel 3M, cortados
a la medida del gel, finalmente se pusieron servitoallas y un objeto de
1/2 kg. de peso. Se dejo el sistema de transferencia de 12 a 14 nrs.
Para fijar el ADN a la membrana, se desmontd el sistema, se marcd la
entrada de los pozos y la ubicacién de la membrana con respecto al gel.
Después se colocd la membrana en el hormo Vacum oven modeto 5831,

se dejo de 2 a 3 hrs. a BO°C, con vacic a 5 mm deHg. Se almacend a -
20°C hasta su utilizacion.

HIBRIDIZACION.

Para realizar la hibridizacidén, primero se requiere hacer una
prehibridizacién. En un tubo de hibridizacién, se colocd ta membrana con
5 ml. de solucion amortiguadora de hibridizacién, se incubé en el homo
de hibridizacién Robbins Scientitic modelo 1000 a 42°C de 8 a 12 hrs.
Después se desechd la solucién, se le puso nuevamente 5 mi. de la
solucién amorntiguadora y la sonda marcada, se dejé hibridando de 12 a

14 hrs. a la misma temperatura. Después se lavd la membrana, para
retirar la marca inespecifica. de la siguiente manera: se retiré la sonda
del tubo de hibridizacién, se anadieron 50 mi. de solucién 1 previamente
calentada a 42°C, se incubdé en el horno por 15 min, se desechd la
solucion y se repitié el tavado con la solucién 1. duplicando el tiempo
de incubacion. Después se pasé la membrana a una charola de plastico,
se agregaron S00 mi. de solucidn 2 precalentada a 42°C, se incubd por
30 min. a 1a misma temperatura. Finaimente se lavé con S00 ml. de
solucién 3, se incubdé por 30 min. Se escurrié el titro y se acomodsé en
un cassette de exposicion (Okamoto), con una placa fotografica (Kodak

X-OMAT-ARS), se expuso en un ultracongelador a -70°C. E! tiempo de
exposiciéon dependid de de la iniensidad de hibridizacidon.
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Posteriormente se revelo la placa, dejandola un minuto en el revelador
y un minuto en e! fijador, después se enjuago con agua.

6.10 HIBRIDIZACION DE ARN-ADN. (Tipo “dot blot")

TRANSFERENCIA DEL ARN A LA MEMBRANA DE NYLON (Hybond N-
Amersham)

La transferencia se hizo con un aparato (Slott blot), éste tiene
una serie de pozos. para colocar las muestras. Este aparato se conecté a
un sistema de vacio para absorber la solucién amortiguadora
desnaturalizante en la que se encontraba el ARN.

Procedimiento: Se purificé el ARN y se calculéd su concentracién
en el espectrofotédmetro Mitton Roy Spectronic modelo 601, a 260 nm.
Se hicieron los calculos, para tener 40 ng de ARN por cepa. Los 40 ng de
ARN fueron colocados en un tubo eppendorf de 1.5 mit y se llevo a un
volumen de 80 pul con solucién amortiguadora desnaturalizante, se
homogenizd la solucion, se centrifugé brevemente e incubdé a 65°C por
15 min, enseguida se pasdé a hielo, dejandolo 5 min, después se
centriftugé brevemente. Posteriormente, la membrana se corto a la
medida del aparato y se humedecid durante 15 min. con SSC 10X, se
colocd en el dispositivo. Después los 40 ug de ARN de cada cepa tueron
depositados en cuatro pozos del aparato, de la siguiente manera: se
colocaron 40 ul de la solucién en el primer pozo, 20 ul en el segundo, y
10 nl en el tercero, para tener 20, 10, 5, de ARN respectivamente en
los pozos. Cuando se termind de absorber el amortiguador
desnaturalizante, se desmontd el dispositivo, para marcar la membrana
ubicando los pozos de cada cepa. La fijacion del ARN a ia membrana se
hizo con NaOH 0.4 N, se colocaron 10 mi. aprox. de NaOH sobre un vidrio,
a continuacion se colocd la membrana (la pane donde quedo depositado
el ARN quedd hacia arriba, para evitar el contacto directo con el NaOH),
se dejod durante 10 min, después se enjuagd en SSC 2X por un minuto.
Finalmente se secé la membrana y se almacend a -20°C hasta que se

ocupd. La hibridizacion se hizo segun el protocolo de hibridizacion tipo
“Southern”.
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IDENTIFICACION DE ALGUNOS PROMOTORES QUE (INICIAN LA
TRANSCRIPCION DE LOS GENES ESTRUCTURALES PARA LA
BIOSINTESIS DEL EXOPOLISACARIDO ALGINATO EN Azotobacter
vineltandii.

7.1 OBTENCION DE LOS FRAGMENTOS DE ADN QUE SE UTILIZARON
COMO SONDAS EN LAS HIBRIDACIONES.

En ta figura 9 se muestra la electroforesis de la purificacion vy
digestién con endonucleasas de restriccién de los pladsmidos de donde
se obtuvieron las sondas utililizadas en ta realizacion de I|as
hibridaciones (tipo “Southern” y “dot blot™). Las enzimas de
restriccién, que se utilizaron en la digestién de los plasmidos, para
obtener los fragmentos deseados se muestran en la tabla V.

TABLA V. Fragmentos de los genes utilizados como sondas en las
hibridaciones.

SONDA TAMANO(pb) SITIOS DE ORIGEN
RESTRICCION (PLASMIDO)
algD 594 Hind 111-Hind 111 pMSDX7
algJ 1500 BamH 1-Nde | pBHRS541
algG 1200 Hindg NI-Hind 1l pBRE0
algA* 496 Sst I-Sail pDA4033

algA de P. aeruginosa.
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Figura 9. Electroforesis de las digestiones de los plasmidos de donde
se obtuvieron los fragmentos para utizarlos como sondas (A). Carril 1)

pBR60 digerido con Hind \Il; carril 2) A digerido con Hind 1ll; (B). Carril
1) pBHR 541 digerido con Nde I/Bam HIl; cariil 2) pMSDX9: 3) carril A
digerido con Hind W1; carrilt 4) pDA4043.

*Marcador de peso molecular.



7.2 Localizacién de los genes al/gJy algG en ia reglén alg del

genoma de A. vinelandil.
Para determinar que los genes algJ/y algG forman parte del grupo de
genes biosintéticos de! alginato ubicados en la regién al/g del genoma de

A. vinelandii, se usaron fragmentos internos de ambos genes

(provenientes de los plasmidos pBHR 541 y pBR 60) [Rehm, 1996; Valla,
marcados radioactivamente con [a 3?2P]dCTP y utilizados como

1996],
los plasmidos pMSD675,

sondas en

PMSASS5 (Fig10).
El plasmido pMSDE75 contiene un fragmento de 25 kb (kilopares de
el cual incluye la regién donde se

la hibridacién contra el ADN de

bases) del genoma de A. vinelandii,
encuentran agrupados los genes
biosintesis del alginato (regién a/gDA) [Campos et al.,
1996], en medio de estos genes (al/gD y algA) se han iocalizado los
12,A) [Campos et al., 1996; Lloret et
El plasmido pMSASS contiene un

estructurales requeridos en la
1996; Lloret er

al..
genes alg8, alg44, algL, algF (Fig.
al., 1996: Mejia et al., en revision].
fragmento de ADN gendmico de A. vinelandii el cual incluye el operdn
alglA y carece de la region de donde se encuentra el gen a/gD (Fig.
12.8) [Lloret er al., 1996), la ausencia del gen al/gD tué demostrada por

analisis de “Southern blot”™ [Campos ef al., 1996)]. Ambos plasmidos

(PMSDE75 y pMSAS55) se originaron en la elaboracién del banco genémico
de la cepa ATCC 9046 (cepa silvestre de A. vinel/andii). basado en el
césmido pCP13.

Los resultados obtenidos, como se puede observar en la figura 11,
ambos genes hibridaron con el plasmido pMSD675 que tiene la regién
algDA, esto demuestra que estos genes se encuentran dentro de la
region al/g del genoma de A. vinelandii, region donde se encuentran

agrupados los genes biosintéticos del alginato. Con los resultados de la
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hibridacién del gen algG con

los plasmidos pMSD675 y pMSASS5 nos
sugiere lo siguiente:

1) El gen algJ no se encuentra formando parte del operén alglLA.
Esto se determino por no detectar sehal de hibridacion en el plasmido
PMSASS cuando se hibrido con este gen (Fig. 11,A), como se menciona
antes, ya se habia observado que el plaAsmido pMSAS55 expresa e! operéon
alglLA [Lloret et al., 1996). 2). El gen al/lgG se encuentra hacia abajo de
algJ., debido a que, algJ unicamente hibridé con el plasmido pMSD6E75

(Fig. 11,A), mientras que el gen a/gG hibridé con ambos plasmidos. Como

se menciono antes el plasmido pMSD675 tiene la regién desde algD

12,A), mientras que el plasmido pMSASS5 carece de la
region donde se encuentra et gen al/gD.

hasta algA (Fig.
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Figura 10. Electroforesis de las digestiones de los plasmidos pMSAS5S
y PMSD 675, digestiones realizadas con enzimas de restricién. (A)
plasmidos sin digerir; carrit 1 pMSASS5; carril 2) pCC 27 (Plasmido no
utilizado en este trabajo); carril 3) pMSD 675; carrit 4) pBHR 541;
carril 5) marcador de peso molecular ( A-Hind 1l1). (B) carril 1) pMSAS5
digerido con Eco RI; carril 2) pCC 27 digerido con £Eco Rl (Plasmido no
utilizado en este trabajo):; 3) pMSD 675 digerido con Eco RI; carril 4)
pMSD 675 digerido con Xho |; carril 5) marcador de peso motlecular ( A-

Hind ).
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Flgura 11. Deteccién de los genes algJ y algG. Hibridacién tipo
“Southern” de los plasmidos pMSASS y pMSD 675 con: (A) el gen algJ;
(B) el gen algG, los plasmidos fueron digeridos previamente con
endonucleasas de restriccion. Carril 1) controles positivos; carril 2) A
(Hind 11l); carril 3) pMSASS5 digerido con Eco RI; carril 4) pMSD 675
digerido con Eco RI; carril 5) pMSD 675 digerido con Xho l.
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* Genes comprobados en este trabajo.

fFigura 12. Fragmento de! genoma de A. vinelandii que portan los plasmidos:
A) pMSD 675, B) pMSASS.

7.3 IDENTIFICACION DE TRES PROMOTRES QUE INICIAN LA
TRANSCRIPCION DE LOS GENES ESTRUCTURALES DE LA
BIOSINTESIS DEL ALGINATO.

7.3.1 Localizacion de los promotores algD y algA.

Para determinar la existencia de los promotores que transcriben a
los genes algD y algA se hicieron hibridaciones “tipo dot blot™ de ARN
total de las cepas ATCC 9046, RSD1 y la UW 136 de A. vinelandi (Fig.
14), usando como sondas los genes algD de A. vinelandii y algA de P.
aeruginosa previamente marcados con [a "P]dCTP.

La cepa ATCC 9046 es la cepa silvestre de A. vinelandii. La cepa
RSD1 es una mutante en el gen algD en la que el vector que codifica
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para la resistencia a ampicilina, interrumpe el gen [Campos et al.,

1996], La cepa UW 136 es una mutante en el gen alglU (gen que coditica
para el factor o AlgU), esta mutacidén se originéd por la insercién de una

secuencia que interrumpe al gen [Martinez-Salazar et al., 1996]. Los

probables ARNmM de estas cepas se muestran en la figura 14.

Los resuiltados qQue se obtuvieron, como se puede observar en la

figura 15,A presenta sefal de hibridacién en el ARN de la cepa ATCC

9046 y RSD1 con el gen al/gD, mientras que en la cepa UW 136 no se

observd ninguna sefal de hibridacidn. En lo que se refiere a los

el gen algA se tiene una
senal similar en las tres cepas (ATCC 9046, RSD1t1 y UW 136), figura
15,8.

resultados obtenidos en la hibridacién contra

En la hibridacién con el gen algD se esperaba que hubiera
hibridacion en la cepa ATCC 9046 por ser la cepa silvestre, por lo tanto
produce el ARNmM especitico del gen algD (Fig. 14,A). En la cepa RSD1 se
desconocia si hibridaria porque tiene interrumpido el gen algD, como no
se conocia en que parte del gen estaba la insercién, se ignoraba si el
ARNM de algD interrumpido podria ser detectado. Nuestros resultados
sugieren que el ARNmM del gen al/gD interrumpido si puede ser detectado
por experimentos tipo Northern en la cepa RSD1 (Fig. 15,A). En la cepa
UW 136 se esperaba que no hubiera hibridacién, porque el gen algl que
codifica para el tactor o AlgU, se encuentra mutado por la insercion de
una secuencia [Martinez-Salazar et al.,, 1996]. El factor o AlgU se
requiere para el inicio de la transcripcién de algD, apartir del promotor
que se encuentra hacia arriba de este gen, promotor determinado en la
secuencia del! gen al/gD [Campos et al.. 1996]. Los resultados de la figura
15.,A confirma esto por la ausencia de hibridacién en la cepa UW 136.

En lo que se refiere a la hibridacién contra e! gen algA,



nuevamente se esperaba que hibridara con la cepa silvestre (ATCC
9046) y con la cepa RSD1 en caso de existir otro promotor diferenta a
algD. En 1o que se refiere a la cepa UW 136 no se sabia si hibridaria,
porque se desconocia si se requeria del mismo factor (o AlgU) para el
inicio de la transcripcion del promotor que transcribe a este gen, sin
embargo, en nuestros resultados se detecto una senal de hibridacién
(Fig 15,B). La hibridacién fué posible por l|la existencis del ARNmM
especifico de al/gA, este ARNmM fué sintetizado a partir de un promotor
diferente al de algD, confirmado en la cepa UW 136. El promotor que
esta arriba de a/gD no es funciona! en la cepa UW 136 por la ausencia
del factor o AlgU. Con los resultados obtenidos con las cepas UW 136 y
RSD1 cuando se hibridé con el gen algA se demostro lo siguiente:

La transcripcion de el gen algA y posiblemente otros genes
biosintéticos del alginato en esta regién no dependen del promotor algD,
si no que la transcripcién de éstos es realizada a partir de un promotor
diferente y que ademas no depende de !a actividad dei factor o AlgU.
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Figura 13. (A) Electroforesis de la purificacion del ARN total de A.
vinelandii. Carril 1) HB 101 (E. coli); carril 2) ATCC 9046: carril 3)
RSD1; carrit 4) LA 21; carril 5) UW 136; (B) después de realizarse los
calculos correspondientes para tratar de igualar las concentraciones de
cada una de las cepas para su fijacién en la membrana. Carril 1) ATCC
9046; carrit 2) RSD1; carril 3) LA 21; carril 4) UW 136; 5) HB 101 (£

coli}.
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Figura 14. Caracteristicas de los ARNm producidos en las diferentes cepas de A. vinelandi utilizadas en
las hibridaciones tipo "dot blot". A) ATCCI046, cepa silvestre; B) RSD1, algD interrumpido; C) LA21, algs
interrumpido; D) UW 136, algU interrumpido.
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Figura 1S. Hibridacién del ARN total de A. vinelandii de las cepas ATCC
9046, RSD1 y UW 136 con: (A) el gen algD:;: (B) el gen algA.
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7.3.2  Identiticacién del! promotor algd.

Para determinar si los genes algJ y alg&G son transcritos a partir
del promotor al/gD se llevaron acabo experimentos de hibridacién tipo
“dot blot”, usando el ARN total de las cepas ATCC 9046 muceoide
(sitivestre); RSD1 no mucoide por la interrupcién del gen algD [Campos
et al., 1996], LA 21 no mucoide por la insercién de un transposén por
arriba del gen algJ [Mejia et al, sometido} y la UW 136 que tampoco
produce alginato por la interrupcién del gen algU [Mattinez-Salazar et
al., 1996].

En los resultados de !a hibridacion con los genes algJ y algG, se
obtuvo lo siguiente:

Cuando se hibridé con el gen al/gJ hubo una senal fuerte en la cepa
UW 136, mientras que en la cepa silvestre se presenté una seial de
hibridacién muy tenue (Fig. 16). En !a hibridacién contra el gen algG.
también se tiene una senal fuerte en la cepa UW 136 y muy tenue en las
cepas ATCC 9046 mientras que en la LA21 no hubdé senal de hibridacién
con ningun gen, (Fig.16). Estos resultados confirman que, estos genes Nno
son transcritos a parnir del promotor algD si no que el inicio de su
transcripcion es aparnir de otro promotor. Este promotor al igual que el
promotor que transcribe al operén a/gLA no dependen de la actividad del
factor o AlgU, como es el caso del promotor al/gD.

Los resultados de la hibridacién tipo “Southern™ con el plasmido
PMSASS, también sugieren fuertemente que el promotor que transcribe
algJG es distinto al que transcribe al/gD ya que el operén algLA se
expresa en este plasmido y el gen al/gJ no estd contenido en este
plasmido (Fig. 12.B).

La comprobacién de este promotor y el que inicia la transcripcion
del operén algLA, con estas tecnicas de hibridacion ADN-ARN se basa en



la expresién de los genes algD, algJ, algG y algA.
La forma de producir el alginato,

es muy similar en la via
biosintética entre P.aeruginosa y A.

vinelandii e incluso hasta en el
arreglo tisico de los genes (genes que se han

momento, Fig. 6 y Fig. 12). De

identiticado hasta el
los genes homdélogos que se han
secuenciado en ambos microorganismos muestran un alto porcentaje de
identidad (Tabla V) observando que la via biosintetica, el arreglo fisico

y la secuencia de nucleotidos de estos genes estad conservada en estos

microorganismos. Donde se empiezan a descubrir diterencias es en el

arreglo transcripcional de estos genes cuyos productos son requeridos

en la via de biosintesis de alginato, donde en A. vinelandii estos genes
estan constituidos por mas de un operén, estos promotores dependen de

diferentes factores o alternativos para el inicio de su transcripcién.

Por lo tanto parece ser mas compleja la regulacién genética de la

biosintesis de alginato en A. vinelandii qQue en £. aeruginosa.

Tabla V. Porcentaje de identidad de los productos de los genes
homdliogos entre A. vinelandii-P. aeruginosa, [Campos et al., 1996;

Lloret et al., 1996; Martinez-Salazar et al., 1996; Rehm, 1996; Valia et
al., 1996].

Genes homoélogos Porcentaje (%)
algD-algD 73
algJ-alge 52
algG-algG 66
algU-algU 93

MUCA-MucA 64.4
mucB-mucB 63.9
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FIGURA 16. Hibridacién del ARN total de A. vinelandii de las cepas
ATCC 9046, RSD1, LA 21, UW 136 contra los genes (A)algG: (B) algJ.



Vill. CONCLUSIONES

Los genes algJ y algG tforman parte del grupo de genes biosintéticos en
la regién al/g del genoma de A. vinelandii.

El patrén de hibridizacién de ADN de los genes algdJ y algG con el
plasmido pMSD 675 que contiene el grupo de genes de! alginato y con el
que carece del gen algD (pMSAS55), nos muestra semejanzas en el
arreglo de estos genes en el genoma de A. vinelandii (Fig. 17) con los de
P. aeruginosa, algD, algJ, algG, algL y algA.

En A. vinelandii la transcripcién de los genes estructurales no dependen
de un solo promotor, como en P. aeruginosa, sin0 Que éstos son
transcritos al menos por tres promotores, donde para su transcripcién,
unicamente el promotor que se encuentra en algD depende del factor o
AlgU.

Los promotores que se encuentran arriba de algJ y al/gl, no dependen del

factor o AigU para el inicio de su transcripcion.



ala  algG algl algF ) a!g

Figura 17. Mapa fisico y organizacion transcripcional de los genes que codifican
para las enzimas de a via de biosintesis de alginato en A. vinelandi
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APENDICE (medios de cultivo y soluclones)
MEDIOS DE CULTIVO

LURIA BROTH (L8B).

Agua dcstilada 900 mi.
Peptona dc  cascina (Bioxan) 10 g.
Extracto de levadura (Difco) 5g.
Cloruro de sodio (Baker) 10

Se ajustd ol pH a 7.0 con NaOH 5N, se aford a 1 Lt. y se estarilizd en autoclave. Cuando se
utitizé como medio sdlido se agregaron 15 g/l de agar bacteriolégico (Difco).

PEPTONA-LEVADURA (PY).

Peptlona de caseina (Bioxon) 5qg.
Extracto de levadura (Difco) 3

o9
Se disolvieron en un litro de agua destilada y se esterilizé en autoclave. Cuando se utilizé
como medic sélido se agregaron 15 g/l de agar bacteriolégico (Difco).

BURK-SACAROSA (BS)
Agua destilada

777 mi,
Sacarosa al 20% 100 mi.
Solucién amortiguadora de fostatos 100 mi.

Se esterilizé en autoclave, después se le agrego las sales, con las siguientes cantidades de
soluciones madre:

CaClz.2H,0 10 ml.
Na;SO4 10 mi.
NaMOO . 2H,0 1 m
MQCl2.6H20 1 mi
NaMcO 1 mi

No esterilizar todo junto por que se precipitan las salea.

Soluciones madre:

Reactivo Cantidad
CaCl2.2H20 (Baker) 7.3 g/
FaS04.7H20 (Baker) 5.0 @/l
MgCl2.6H20 (Baker) 160.0 g1
NaMoO4.2+H20 (Baker) 0.2 9N
NaSO4 (Baker) 18301
Sacarasa 250.0gN
Solucién amortiguadora de fosfatos pH 7.0:

K2HPO4 (Bakear) 8.0 g/l
KH2P0O4 (Baker) 2.0 gn

6.3 PURIFICACION DE ADN PLASMIDICO POR LISIS ALCALINA.

Solucién | Sacarosa (Sigma) 20 %
EDTA (Baker) S0 mM
Tris-HCI {Sigma) pH7.6 50 mM

Solucisn # sos (Bio-rad) 1%

60



NaCH (Baker) o2 M

Solucidn 111 Acetato de potasio (Sigma) 60 mi.
Acido acético glacial (Merck) 11.5 mi.
Agua destilada 28.5 mi.

La concentracién final es de 3 M con respecto al potasio y 5 M para el acetato,
-Solucién amortiguadora TE (Tris EDTA) @ 10/1 (Tris-HCI pH7.5 10 mMMEDTA 1 mM).

-ARNasa (Sigma). Se disolvio ARNasa pancreatica (ARNasa A) a una concentracién de
10mg/ml. en Tris-HC! pH7.5 10mM, NaCl 15mM, Después se incubd a 100°C por 15 min.
Se dejo enfriar a temperatura ambiente, se alicuotd y almacend a -20°C.

Clorotormo (Baker)

Etanol (Merck)
Isopropanol {Baker)
Lisozima (Sigma)

6.4 PURIFICACION DE ARN TOTAL DE A. vinelandll.

Proteinasa K {Sigma)
Mg SO 7H20 (Bakar)
* Dietil pirocarbonato (DEPC) (Sigma)

6.5.1 ELECTROFORESIS DE ADN

Solucién amortiguadora de acetalos concentrada 10 veces (10X).

para 1 It

Reactivo Canticdad
Tris Base (Sigma) 48.4 g.
Acido acético glacial (Merck) 22.48 ml.
EDTA dihidratado (Baker) 37.22 9.

se disolvieron en agua destilada y se esterilizd por tiltracion.

Marcador de peso molecular, se utilizé ADN del tago A (Boehringer), digerido con la enzima
de restriccidon Hind 111,

OOLORANTES.

Reactivo Cantdad
Solucién amortiguadora 6X

Azul de bromofenol (Bio-rad) 0.25%

Xilen cianol FF (Bio-rad) 0.25%

Ficoll tipo 400; farmacia (Sigma) 15%.

Se preparo con agua destilada y fué almacenada a temperatura ambiente

Bromuro de etidio { Bio-rad). Se preparo una solucidén madre (10 mg/ml), con agua
destilada y se puso en un frasco color ambar, se almacend a temperatura ambiente. Para
tefiir los geles se usd a una concentracion de Sug/ml.



6.5.2 ELECTROFORESIS DE ARN.

Solucién amortiguadora MAE (MOPS, acetato de sodio y EDTA). Concentrado 5 veces (5X),
100 ml.

Concentracion tinal

0.2 M
50 MM

Reactivo pH Cantidad (gr.)
MOPS* (Sigma) 7.0 4.18
Acetato do sodio (Sigma) 0.41
EDTA (Baker) 8.0 0.18 5 mM
Se preparo con agua destilada, se esterilizé por tiltracion. Fue aimacenada a 4°C.
*(3-[n-Mortolino] acido propanasulfanico)
Colorante:
Glicerol (Bakor) 50%
(Baker) 1 mM
Azul de bromotencl (Bio-rad) 0.4%
Xilen cianol (Bio-rad) 0.4%

6.8 MARCAJE RADIOACTIVO DE SONDAS.

Solucibn amortiguadora de columna:
Reactivo

Tris-Hcl (Sigma)
NaCt (Baker)
EDTA (Baker)
s0s {Bio-rad)
NalNy (Sigma)

Se llevd a 1 It. con agua destilada.
Sephadex G-75 (Pharmacia)

Concentracién
1.0 M

pH 8.0
50 W™
0.25 M
10 Yo
1.0 M

6.9 HIBRIDACION DE ADN-ADN (Tipo Southern).

Soluciéon 1

Reactivo Cantdad
HCI concentrado (Baker) 21.56 mi.
Agua destilada 978.44 ml.
pH=1.0
Solucion 11 N (Baker) 20.00 g/,
NaClt (Baker) 87.66 g/t
pH=13
Solucién 111 NacCl (Baker) 87.66 gM.
Tris Base (Sigma) €0.55 g/t

PH=7.5-8.0 con HCIL.

Solucién amortiguadora SSC concentrada 20 veces (20 X).
NaCi

{(Baker)

Citrato de sodio {(Merck)

Se ajusto el pH a 7.0 con NaOH y esterilizd por filtraciéon.

Papel 3M (liltro watmamn #1)
Paratilm

175.3g/1t.
88.2 gt

(Sigma)
{Sigma)

5 M
0.15 M

Cantidad
10 mi.
20 ml.
10 mil..

1 mi.

Concentracion
0.25 N

2z

°
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z2



HIBRIDIZACION.

Solucién amortiguadora de hibridizacién:
Reactivo

Concentracién
Formamida (Sigma)
Denhardt 50 X
ssC 20 X
= o 2] 10 %
EDTA (Baker) Q.5 M pH B.O
Tris-HCI (Sigma) 1M pH 7.4
CADNy (Sigma) 10 mg/ml.

Agua destilada

Volumen
2.5 ml.

0.25 ml,
1.25 ml,

50 ul.
10 pl.
S0 b
S50 pb.
840 ul.

Concentraciéon finat

1 mM.

0.01
0.1

mM.
mg/mi.

“El ADN de timo de ternera (11), se® desnaturalizé con calor, colocandolo en un tubo

eppendorf de 1.5 ml. con el agua y se incubé a 95°C por 10 min

Reactivo Denhardt concentrado 50 veces (50 X), 500 mi.

Ficoll tipo 400
Polivinilpirrolidona
Albumina de suero de bovino Fraccion V

(Sigma)
(Sigma)
(Sigma)

5 g.
5 g.
5

Q-
Se disolvieron estos compuestos en agua destilada, esterilizé por filtracién y se almaceno a -
20°C.

SOLUCIONES DE LAVADO.

Solucién 1. SSC 2X, SDS 0.1%. Para 500 mi:

SSC 20X 50 mi.
SDS 10°% 5 mil.
Se aford con agua destilada.

Solucién 2. SSC 0.1 X, SDS 0.1 %. Para 1000 ml:

20X 5 ml.
SDS 10 % 10 mil.
Se atord con agua destilada.
Solucidn 3. SSC 0.1 X . Para 100 m!:
SSC 20X 5 mi.
Se aford con agua destilada.

Revelador (Kodak)
Fijador (Kodak)

6.10 HIBRIDIZACION DE ARN-ADN.

TRANSFERENCIA DEL ARN A LA MEMBRANA DE NYLON (Hybon N+ Amersham)

Solucién amortiguadora desnaturalizante:
Sol. amortiguadora MAE 5X

Formaldehido al 37 % (Baker)
Formarmida

€3

100 pl
162 pt
(Sigma) 500 pl.
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