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I. RESUMEN

Azotobacter vinelandii es una bacteria de vida libre, la cual bajo
condiciones ambientales adversas forma quistes resistentes a la
desecacion. En el laboratorio, la formacién de estos quistes puede
inducirse con butanol y con un producto de su degradacién, B-
hidroxibutirato (BHB). Se ha sugerido que este dltimo es la sefial para el
inicio del proceso de enquistamiento, ya que es un metabolito normal de
A. vinelandii, acumulado justo antes de iniciarse el enquistamiento.

En el presente, trabajo mediante una mutagénesis al azar con el
transposén miniTnS5lacZ, se identificaron 62 mutantes, las cuales
contienen genes cuya expresion aumenta bajo condiciones de induccidn
del enquistamiento. De las 62 mutantes, en cinca de ellas el
enquistamiento es disminuido, cuando es inducido con butanol, y en dos
de ellas es completamente abatido.

Una de estas iditimas mutantes (SG9A) contiene interrumpido el
gene aldA, que codifica para una aldehido deshidrogenasa. Este gene es
esencial para la formacidn de quistes cuando el enquistamiento se induce
con butanol, ya que la aldehido deshidrogenasa participa en la via de
degradaciéon de este alcohol, mediante la conversién de butanol a
butiraldehido.

La actividad de AldA parece participar en el catabolismo de varios
alcoholes, ya que la mutante SG9A no crece en medios de cultive con
butanol, etanol o hexanol como fuenies de carbono, ademds de que se
encontré, mediante cnsayos de actividad enzimdtica, que en esta mutante
las actividades de acetaldehido como de butiraldehido deshidrogenasa
estin muy reducidas.

En este trabajo, se apoya la hipotesis que ha existido desde hace
algunos afios, que dice que la sefial que induce el enquistamiento es el
BHB, va que la cepa SGY9A, que contiene interrumpido el gene aldA, es
capaz de enquisiarse si se utiliza BHB come inducter.




II. INTRODUCCION

Una caracteristica sobresaliente de las bacterias, es su rédpido
crecimiento cuando tienen nutrimentos disponibles y condiciones
apropiadas. Aunque quizd es aln mas sobresaliente su habilidad para
mantenerse viables bajo condiciones inapropiadas de crecimiento. Pues es
muy frecuente que tas bacterias se enfrenten a condiciones
medioambientales adversas, como limitacién de nutrimentos, cambios de
pH. estrés térmico y estrés oxidativo, entre otros. Por esto, algunas
bacterias han desarrollado mecanismos altamente sofisticados, que les
permite mantener su viabilidad bajo estas condiciones y asi asegurar su
sobreviviencia: tal es el caso de la formacién de esporas en los miembros
de los géneros Bacillus, Clostridium, Mixoccocus (Piggot et al 1994.) y
quistes en los miembros del género Azotobacter (Sadoff, 1975).

La esporulacién y enguistamiento son fendmenos morfoldgicos de
diferenciacién celular muy similares, en donde la célula modifica su
estructura para resistir condiciones adversas. Ambos han sido motivo de
estudio para entender el proceso de diferenciacién celular general, pues
resultan ser un modelo relativamente simple.

El proceso de enquistamiento se ha estudiado principalmente en la
bacteria Azotobacter vinelandii, un miembro del género Azotobacter. Esta
bacteria, debido a su importancia industrial ha estado sujeta, desde hace
ya varios aiios, a diferentes estudios, entre ellos el enquistamiento.

Caracteristicas de A. vienelandii.

Azotobacter vinelandii es una bacteria gram negativa de vida libre,
aerdbica estricta y capaz de fijar nitrdgeno atmosférico, mediante tres
diferentes sistemas de nitrogenasas que funcionan en diferentes
condiciones de oxigenacién (Kennedy y Toukdurian, 1987). Su  habitat
natural es el suelo, y tiene la capacidad de formar quistes resistentes a la
desecacion. Posee miltiples copias de su genoma, al crecerla en medio
rico durante la fase estacionaria llega a tener 80 o mds (Sadoff et al.,




1979; Nagpal et al 1989) y es un buen receptor de ADN fordneo: se le
puede introducit de forma lineal o circular {plismido) por
transformacién o por conjugacién, ademds tiene la capacidad de
incorporar ADN en su genoma por recombinacidn.

El ciclo de vida de A. vinelandii, que ha sido observado por
microscopia de fuz, presenta una fase vegetativa y una latente (Fig ). Las
células vegetativas son de forma bacilar y méviles mediante flagelos
peritricos. Después de que se induce el enquistamiento, la célula pierde su
movilidad y sufre una ditima divisién celular, dando lugar a dos cé€lulas
esféricas y de menor tamafo, las cuales son encapsuladas por una capa
interna (intina) y una capa externa (exina), formandose as{ el quiste
maduro. Cuando las condiciones medicambientales son favorables, el
quiste inicia el proceso de germinacién, emergiendo dos células moviles
(Sadoff, 1975).
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Figura. 1 Ciclo de Vida de A. vinelandii

Polimeros producidos por A. vinelandii: Alginato y PHB

A. vinelandii produce dos polimeros de importancia comercial,



alginato y  polihidroxibutirato (PHB), los cuales parecen jugar un papel
importante en el proceso de enquistamiento,

El alginato es utilizado como agente estabilizante, espesante y
viscosificante en la industria alimentaria. Este polisacdrido es un
copolimero lineal compuesto de residuas de dcido D-manurénico (M) ¥ su
cpimere el dcido L gulurénico (G}, unidos por enlaces B 1-4, Puede estar
constituido de bloques continuos de residuos M, de residuos G o de los
dos residuos alternados (Clementi, 1998). Los bloques M y MG forman un
alginato relativamente flexible, mientras los bloques G forman un alginato
mds resistente ( Fig. 2, Atkins et al 1971). Se ha demostrado que la
produccién de alginato es indispensable para que se lleve a cabo el
proceso de diferenciacién celular, ya que mutantes que tienen blogueada
esta ruta biosintética son incapaces de formar quistes maduros.
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Figura 2. Estructura de los bloques homopoliméricos M y G, y los bloques
heteropoliméricos MG, de la molécula de alginato (Clementi, 1998).

La genética molecular de la biosintesis del alginato en A. vinelandii
se ha comenzado a estudiar desde hace ya varios afios, y se han



identificado varios genes biosintéticos, de los cuales la participacién de
sus productos en la ruta para la biosintesis de alginato se ilustra en la
Figura 3 (Gacesa, 1998). En la Figura 4 se muestra el arreglo de estos
genes en el genoma de A. vinelandii (Campos er al., 1996, Mejia-Ruiz er al,
1997a, 1997b, Vizquez er al., 1999, Lloret er al., 1996).
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Figura.3 Ruta para la biosintesis de Alginato. Los productos de los genes que
participan en esta via, se encuentran sefialados enire parentésis.

También se han identificado algunos genes cuyos productos regulan
la biosintesis de alginato, entre los cuales se encuentran los genes gacS§,
gacA, algR, algl y mucA, mucB y mucC (Fig. 4). gacSy gacA codifican
para una protefna membranal, histidin cinasa, y para un regulador de
respuesta, respectivamente, que pertenecen al sistema de transduccién de
sefiales de dos componentes (Castaieda er @l, 2000). algR codifican para
un regulador de respuesta, también perteneciente a la familia de
reguladores de dos componentes (Nufiez er al, 1999). algl codifica para
una proteina que actda como factor sigma alternativo (Martinez-Salazar



et al., 1996). Los genes muc regulan de manera negativa la produccién de
alginato (Martinez-Salazar er al., 1996, Nufiez er alf, 2000), vy en P.
aeruginosa se ha demostrado que los genes mucAB codifican para factores
antisigma, los cuales secuestran a AlglU mediante una interaccidon
proteina-proteina (Schurr er al., 1996), el producto del gene mucD
presenta homologia con proteasas serimicas (Boucher er al., 1996). Del
genc muc(C no s¢ conoce su funcidn.
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Figura.4 Arreglo genético de los genes estructurales y reguladores de la biosintesis de
alginato en A. virelandii.

Ademis de regular la biosintesis de alginato en A. vinelandii, se ha
demostrado que los productos de estos genes estin regulando, de manera
independiente, el proceso de enquistamiento (Moreno et al, 1998; Nufez

el at, 1999),

fHa 0
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Figura 5. Estructura quimica del Poli-B-hidroxibutirato.




El PHB es un homopolimero constituido por monémeros de B-
hidroxibutirato (Fig. 5). Este polimero, que es un poliéster, es usado
como sustituto de pldsticos, con la ventaja de que es biodegradabie. Este
poliéster se acumula en forma de grinulos intracelulares, como reserva
de energia y de carbono para ser utilizados por la célula bajo periodos de
limitacién de nutrimentos en el medio (Dawes, 1990). Se ha observado
una acumulacién de PHB antes de iniciarse el proceso de enquistamiento y
se ha encontrado una relacién directa entre la cantidad acumulada del
polimero antes del inicio del proceso de diferenciaciéon celular y el
nimero de quistes formados, ademds se ha observado una disminucién
gradual de PHB al avanzar la maduracidn del quiste (Stevenson vy
Socolofsky, 1996), sugiriendo que el metabolismo del PHB estd
involucrado en la formacidn de quistes (Fig 6).
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Figura 6. Esquema de algunos cventos metabdlicos y morfolégicos, durante el proceso
de enquistamiento inducido con B-hidroxibutiraio.



En Azotobacter vinelandii se ha descrito ya la via de produccién de
PHB, la cuval se ilustra en la Figura 7, en donde la enzima B-cetotiolasa
cataliza la condensacién de dos moléculas de acetil-CoA para dar
acetoacetil-CoA, el cual es reducido por la acetoacetil-CoA reductasa a D(-
)-B-hidroxibutiril-CoA, el cual es polimerizado por la actividad de la PHB
sintasa (Senior y Dawes, 1973; Manchak y Page, 1994). Los genes que
codifican para estas enzimas se caracterizaron en nuestro grupo: el gene
phbA codifica para la B-cetotiolosa, el gene phbB codifica para la
acetoacetil-CoA y el gene phbC codifica para la PHB sintasa {Cruz, 2000),
estos genes s¢ encuentran juntos dentro del genoma de A. vinelandii. Los
genes reguladores que parecen estar controlando la transcripcidn de estos
genes son, los genes phbR y gacA.
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Figura 7 Via metabdlica de la simesis del poli-B-hidroxibutirato en A. vinelandii.



Fisiologia y bioquimica del proceso de enquistamiento

El enquistamiento es un proceso relativamente largo, involucrando
una secuencia de eventos, muchos de los cuales han sido caracterizados
enzimitica y microscépicamente.

Se ha observado que luego de la induccién del enquistamiento, la
célula sufre una divisién, después de la cual se detiene la sintesis de DNA,
pero la sintesis de RNA contintia hasta doce horas después (Sadoff er al.,
1971). Después de una hora de afiadir el inductor BHB, se induce la
enzima BHB deshidrogenasa y, aproximadamente a las tres horas, la
célula pierde su movilidad y deja de fijar nitrégeno. A las seis horas, se
inicia la sintesis de los lipidos especificos del enquistamiento (Hiichins y
Sadoff, 1973).

El proceso de -enquistamiento rtequiere de un cambio de
metabolismo de carbohidratos a metabolismo de lipidos, con la necesidad
de la via de gleconeogénesis para la produccidn de la glucosa, que forma
parte del quiste, y de acuerdo con esto se han visto que se inducen
proteinas especificas de esta via como la aldolasa y la FDPasa. Otras
proteinas que también son inducidas son la malato sintasa y la isocitrato
liasa, de la via del glioxilato (Hitchins y Sadoff, 1973).

Se sugiere que el cambio metabdlico per se no induce el
enquistamiento, puesto que este estado metabdlico ocurre cuando se
termina la glucosa del medio; sin embargo, bajo estas condiciones se ven
muy pocos quistes, La especificidad de los inductores del enquistamiento
(butanol, crotonato y BHB) sugieren que secuencias metabélicas iinicas
estdn involucradas en la formacidén del quiste. De alguna manera, los
metabolitos del butanol controlan la formacidén de los componentes del
quiste, y aun cuando intermediarios clave puedan existir deben ser
transitorios, debido a que el 90% del BHB aiadido es oxidado a CO,

(Hitchins y Sadoff, 1973).



Genética molecular del enquistamiento

La diferenciacién celular involucra un cambio dristico en las
actividades biosintéticas de la bacteria, en la que muchos genes estdn
involucrados. En los estudios realizados durante la esporulacién, se ha
observado la expresién de genes especificos durante este periodo y
algunos genes que funcionan en la fase vegetativa, son apagados. ————

En la actualidad, el estudio del enquistamiento en A. vinelandii se ha
inclinado hacia niveles bioquimicos y fisioldgicos; pero muy poco se
conoce de la genética molecular del mismo. Nuestro grupo de trabajo esta
interesado en conocer los genes, tanto estructurales como reguladores,
gue participan en este procese de diferenciacién celular. Hasta el
momento, se ha logrado identificar algunos genes reguladores (algl,
mucAB, algR, gacA, gacS) que ademds de regular la produccién de alginato
parecen estar regulando, de manera independiente, el proceso de
enguistamiento.

Propiedades del quiste

Los quistes maduros de A. vinelandii son estéricos, refrictiles,
inméviles y miden 1.5 por 2.0 pm. Son resistentes a tratamiento
ultrasonico, radiacién ultravioleta y a la desecacién (Vela y Cagle, 1969).
Se ha visto, en el laboratorio, que estas células latentes son viables por
mds de diez afos (Vela, 1974), sugiriendo gque esto puede ser un atributo
de sobrevivencia en la naturaleza. Sus principales componentes son un
cuerpo c¢entral y dos capas rodedndolo, la exina y la intina (Fig.8). E!
cuerpo central es semejante a una célula vegetativa pero mds denso y
contiene grianulos de PHB. La exina es una estructura laminada muy densa
y muy rigida, que parece ofrecer una gran proteccién fisica. La intina es
menos densa y mids homogenea (Socolofsky y Wyss, 1960; Hitchins y
Sadoff, 1970; Lin and Sadoff, 1969b).



Figura 8. Quiste maduro de A. vinelandii. EX., exina, IN., intina, CB.. cuerpo central.,
PHB., poli-B-hidroxibutirato.

Las capas intina y exina estdn compuestas principalmente de lipidos,
proteinas y del exopolisacdride alginato. La exina contiene alginato rico en
poligulurénicos, lo que la hace mds rigida, mientras que la intina contiene
un alginato rico en polimanurénicos. Ademds del alginato, se han
encontrado otros carbohidratos formando parte de estas capas, como son
la glucosa, manosa, xilosa y ramnosa (Lin y Sadoff, 1969).

El quiste contiene dos veces mds lipido que la célula vegetativa, asi
como una mayor variedad de dcidos grasos. Contienen muy pocos
fosfolipidos y el 82% de todos los lipidos son glicolipidos: los principales
son los alkilresorcinoles y las alkilpironas, formando bicapas en las
membranas del quiste (Reusch y Sadoff, 1979; Reusch y Sadoff, 1983).

Induccién del enquistamiento

Azotobacter vinelandii en la naturaleza, cuando se encuentra
bajo condiciones ambientales adversas, inicia un proceso de
diferenciacién celular que genera los quistes. Este mismo proceso, gque
dura de 3 a 5 dias; puede inducirse en el laboratorio.



La formacién de quistes inicia durante la fase estacionaria tardia,
cuando las células son crecidas en un medio que contiene glucosa. El
porcentaje de enquistamiento en estas condiciones es menor de 1%; sin
embargo, este proceso de diferenciacién celular, puede ser inducido hasta
un 100% cuando las células son crecidas en un medio que contiene
etanol, n-butanol, B-hidroxibutirato (BHB) o crotonate, como dnica
fuente de carbone (Lin y Sadoff, 1968). Cabe seialar que los inductores
del enquistamiento son todos metabolizados por la bacteria y que los dos
iltimos son productos de la degradacién del butanol.

De todos los inductores del enguistamiento probados en el
laboratorio, se ha sugerido que ¢l BHB puede funcionar como una sefial
para el inicio del proceso de diferenciacidén celular, ya que el BHB es un
metabolito de A. Vinelandii, Frecuentemente su forma polimérica (PHB)
se acumula en forma de grinulos brillantes, durante la fase estacionaria
de las células vegetativas (Reusch y Sadoff, 1981), y es utilizado como
fuente de carbono y energia durante el enquistamiento (Stevenson y
Socolofsky, 1996). Ademds, se ha observado que la  despolimerizacién
del PHB es un prerrequisito para la formacién del quiste (Reusch y Sadoff,
1981) (Fig. 6).

Se ha sugerido que cuando se induce ¢l engquistamiento con BHB, la
célula modifica su modelo sintético y metabdlico, permitiendo la
formacién de las moléculas constituyentes del quiste, en grandes
cantidades. Un ejemplo de ellas serian los "nuevos lipidos” especificos del
quiste, ya que los lipidos son los principales productos metabélicos de la
célula durante el enquistamiento y se ha demostrado que estos nuevos
lipidos son derivados del metabolismo de BHB (Reusch y Sadeff, 1981; Su
er al., 1981)

Via de degradaciéon del butanol, un inductor del enquistamiento

Una de las bacterias en las que se conoce cual es la via de
degradacién del butanol es E. coli, bacteria aerébica facultativa. Cuando
crece en un medio sin oxigeno puede fermentar azicares, dando
productos como d4cido acético, 4cido ldctico, acido férmico y etanol. El



precursor de estos productos de fermentacién es dcido pirlivico, que es
convertido a dcido ldctico o a acetilCoA. El acetil CoA es metabolizado a
una mezcla de dcido acético y etanol (Clark y Cronan, 1996).

Las dos actividades enzimdticas que producen etanol, alcohol
deshidrogenasa y aldehido deshidrogenasa, son actividades duales de una
sola proteina codificada por ¢l gene adhE. E. coli también es capaz de
utilizar el etanol como fuente de carbono y, durante este proceso, se ha
observado la participacién de las mismas enzimas utilizadas para la
produccidon de ctanol, indicando la reversibilidad de sus actividades
(Clark y Cronan, 1996).

En E . coli, también se ha visto la participacién de la proteina AdhE
en la degradacién del butanol. Asi, cuando esta bacteria crece en un
medio con butanol como dnica fuente de carbono, este alcohol es
convertido a butiraldehido y, posteriormente, a butirilCoA. Estas dos
reacciones son catalizadas por la enzima AdhE. Posteriormente, la
oxidacién de butirilCoA a CrotonilCoA es catalizada por la enzima FadE; la
hidratacién de crotonilCoA a acetoacetil-CoA por FadB; vy, finalmente,
AtoB cataliza el rompimiento ticlitico de acetoacetil-CoA, produciendo
dos moléculas de acetil CoA. (Fig. 9). La via de degradacién del butirato se
encuentra sobrelapada a la via de degradacién del butanol. El butirato es
convertido a butiril-CoA por una transferasa codificada por los genes
aroAD (Fig. 9) (Clark y Cronan, 1996).

Una via semejante a la degradacién de butanol en E. coli, pero en
sentido contrarto, se¢ ha demostrado con mucho mdis detalle en la bacteria
productora de butanol, Clostridium acetobutilicum, la cual es una
bacteria gram positiva, anaerdbica estricta, formadora de esporas, la cual
es capaz de fermentar una amplia variedad de azicares, oligosacaridos y
polisacdaridos a butanol, acetona, etanol, butirato y acetato (Girbal e:
al., 19935, Diirre er al., 1995),
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Figura 9. Via de degradacién de butanol y butirato en £. coli.

En la via de formacién de butanol y etanol en Clostridium
acetobutylicum, se utilizan enzimas homdlogas a las utilizadas en E. coli,
también en esta bacteria encontramos contenidas, en una misma proteina
(AAD) las actividades de alcohol deshidrogenasa y aldehido
deshidrogenasa (Nair er al, 1994) (Fig. 10).

Aldehido deshidrogenasas

Las aldehidc deshidrogenasas catalizan la oxidacién de aldehidos a
sus correspondientes formas dcidas. Muchas de estas enzimas estan
involucradas en la desintoxicacion y diferenciacién celular; las mdés
ampliamente estudiadas son las que oxidan acetaldehido, comeo son AcoD
de Alcaligenes eutrophus (Priefert at al., 1992) y AldA de Aspergillus
nidulans (Pickett et al., 1987), por mencionar algunos.
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Figura 10. Via de sfntesis de butanol en C. acetoburylicum.

La actividad de aldehido deshidrogenasa estd presente tanto en
eucariontes cono en procariontes, y usualmente, estd involucrada en el
metabolismo de alcoholes. Esta actividad puede ser dependiente e
independiente de CoA y NAD(P) (Byers y Meighen 1984; Peterson y LaRue,
1982; Poels er al., 1987) Parece ser que sélo en E. coli y en Clostridium
acetoburylicum, la actividad de aldehido deshidrogenasa se encuentra en
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una proteina que contiene también la actividad de alcohol
deshidrogenasa. Estas actividades en otros organismos generalmente son
encontradas en dos proteinas diferentes, pero de un tamafio menor.
Mientras, que las proteinas AdhE y AAD contienen aproximadamente 890
aminodcidos, una tipica alcohol deshidrogenasa tiene 300 aminodcidos y
wna aldehide deshidrogenasa 500 aminodcidos. También se ha observado
que las proteinas AdhE y AAD, sélo en su regién aminoterminal, presentan
una alta similitud con aldehido deshidrogenasas, mientras que la regién
carboxilo terminal sélo presenta homologia con alcohol deshidrogenasas
de diferentes organismos, incluyendo bacterias, hongos, plantas y
mamiferos {Nair et al, 1994; Goodlove et al, 1989; Kessler et al., 1991).
Por lo tanto, parece ser que la proteinas que contienen las dos actividades
son una fusién de las dos proteinas con actividad individual.
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1. OBJETIVOS

Debido a gue no se habian identificado genes estructurales para el
praceso de esquistamiento, ademds de que no se habia propuesto alguna
estrategia para identificar dichos genes, se platearon los siguientes
objetivos para el presente trabajo.

Objetivo general

Identificar genes que participan en el proceso de enquistamiento, cuando
es inducido con butanol.

Objetivos particulares

- Construir un banco de mutantes en la cepa JG8 con el minTn3-lacZ.

- Identificar aquellas mutantes que tengan interrumpido algin gene cuya
expresion aumente bajo condiciones de enquistamiento,

- Caracterizar al menos unna mutante, en cuanto a su capacidad para
enquistarse.

- Secuenciar el gene interrumpido en la mutante caracterizada,



Cepas bacterianas

Las cepas y plismidos utilizados en estc trabajo

tablal.

IV. MATERIAL Y METODOS

y plasmidos

Tabla 1. Cepas y plismidos.

se describen en la

Cepa

Caracteristicas relevantes

Referencias

A. vinelandii
ATCC9046
JG8

5G9
SGYA

E.coli
DH5a

S17.1Lpir

Plasmidos

pBluescriptSK+

Altamente mucoide
alg8::Tc derivada de ATCC9046

aldA:;:mini-Tn5 derivada de JG§

aldA::mini-Tn5 derivada de
ATCC9046

supfdd alaCUl169,AsdR 1
7,recAl,endAl, gyrA96,thi-
1,relA

Expresa la proteina Lpir, por lo
que es capaz de mantener
plasmidos pUT

Vector de c¢lonacién

Coleccidn

Mejia_Ruiz er al
1697

Este trabajo

Este trabajo

Gibco BRL

De Lorenzo et al.,
1990

Stratagene



pUT-mini-Tn5lacZ Plasmide que alberga el De Lorenzo; et al.,
miniTa5lacZ, sélo replicable en 1990

cepas G-pir

pSG9 aldA:Tn5, derivado de Este trabajo
pBluescriptSK+

pMSD675 Césmido, contiene el grupo de Campos er al.,

genes biosintéticos del alginato 1996
de A. vinelandii.

pRK2013 ColEl-tra (RK2)-Km! Figurski v Helinski,
1979

Medios y condiciones de cultivo.

Los culiivos de A. vinelandii se crecieron a 300C, en medios Burk,
cuya composicién es la siguiente’ (g/l):  K,HPO,, 0.8; KH,POy, 0.2;
Sacarosa, 0.2; NazSO0y4, 0.183: MgCl,.6H,0 0.16; FeSO,.7H,0, 0.005;
Na,Mo04.2H,0, 0.0002; CaCl,.2H,0, 0.073. El pH se ajusté a 7.2. Este
medio de cultivo fue suptementado con 2% de sacarosa (BS), 6 0.2% de
butanol, 6 0.2% de etanol, 6 0.2% de hexanol, 6 0.2% de butirato, 6 0.2%
de BHB.

Mutagénesis, seleccion y aislamiento de mutantes

Para llevar a cabo la mutagénesis al azar, se realizaron cruzas
biparentales entre la cepa receptora JG8 y la cepa donadora de E. coli
S17.1Lpir/pUTminiTnSlacZ (Kmr) la cual alberga el trasposén
miniTn5lacZ. El plasmido pUT, que contiene el miniTrh3lacZ, se replica
s6lo en la presencia de la proteina Pi, la cual estd presente en la cepa
S17.1Lpir.

Las cruzas se pusieron a crecer en un medio selectivo con



Kanamicina, para seleccionar las células a las que se les integré el
transposdén. Las colonias seleccionadas, se transfirieron a placas de Burk-
Sacarcsa con X-gal y Km, y se identificaron aquellas que presentaron un
color azul, lo cual nos indicé que el transposén se encuentra abajo de un
promotor, que hace factible la transcripién del gene lacZ.

Para la identificacién de las cepas que contienen interrumpidos
genes cuya expresidn aumenta bajo condiciones de enquistamiento, se
crecié el banco de mutantes en Burk-Butanol con kanamicina y X-gal, se
aislaron aquellas que presentaron un color azul mds intenso, que ¢l
presentado en Burk-Sacarosa.

Transferencia de mutaciones

La transferencia de mutaciones de una cepa a otra se realizé
utilizando el plismido ayudador pRK2013 (Figurski y Helinski, 1979). Las
cepas receptoras fueron células competentes preparadas en BS, sin fierro
ni molibdeno. A la cepa receptora se le agregé DNA de la cepa donadora
de acuerdo a lo descrito por Page y Tigersttom (1978). Posteriormente se
seleccioanaron las cepas mucoides resistentes a kanamicina.

Ensayos de enquistamiento.

Para lograr la formacién de quistes de A. vinelandii, se utilizé n-
butanol e hidroxibutirato como inductores del proceso de diferenciacidn
celular, segin el método reportado por Stevenson y Socolofsky (1966).
Las células de un cultivo crecido durante 18 horas, en medio Burk con
sacarosa al 2%, se cosecharon, se lavaron dos veces con MgSO, 10 mM y
se sembraron en placas de medio Burk, con n-butanol o hidroxibutirato
0.2% como linica fuente de carbono. Al cabo de cinco dias, se¢ recogieron
las células de estos cultivos y se resuspendieron en 10 mM de MgS8O,. Se
transfirieron alicuotas de esta suspensién, conteniendo aproximadamente
106 células, a filtros Millipore HA de 0.45 pm y se secaron a 30c C por
cinco dias. Se determind, por cuenta viable, tanto el mimero de células
colocadas en los filtros, como ¢l porcentaje de células resistentes a
desecacidn {quistes), que se resuspendieron de los filtros secos.
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Manipulaciones de ADN.

Los procedimientos estandar para purificacién de ADN total y de
plismidos, digestiones con enzimas de restriccién, electroforesis en geles
de agarosa, purificacién de ADN de geles de agarosa, ligacién de ADN y
transformacién de E. celi, se realizaron segin lo descrito por Sambrook et
al., (1989), Las secuencias de ADN se determinaron por el método de
Sanger (Sanger et al, 1977).

Construccion del plasmido pSGY.

Para construir el plismido pSGY que contiene el gene aldA,
interrumpido con miniTn5, un fragmento cromosomal Pstf de 7.0 kb se
clond en el vector pBR322. El plismido se amplificé en la cepa DH5u: la

seleccién del pldsmido que ya contenia el inserto se realizé seleccionando
transconjugantes de E. celi, kanamicina resistentes. La insercién del
fragmento de DNA en el plasmido pSG9, se confirmé por patrén de
restriccidn.

Determinacién de la actividad de aldehido deshidrogenasa

Para determinar la actividad de aldehido deshidrogenasa, las células
de A. vinelandii se crecieron hasta la fase estacionaria temprana en Burck-
sacarosa, El cultivo se centrifugd, se lavé y se resuspendié en Burk-
butanol, y se incubé 20 hrs en este medio. Posteriormente se colectaron
las células por centrifugacién, se resuspendieron en amortiguador fosfato
pH 7.4 y se sometieron a sonicacién. Esta suspensién se centrifugd a 14
000 g durante 5 min, y el sobrenadante se centrifugé durante 1.5 h a 192
000 g. EI precipitado fue suspendido en sulfato de amonio y se cetrifugé a
14 000 g. El precipitado resultante fue resuspendide en amortiguador
fosfato pH 7.5 y dializado con el mismo amortiguador.

La actividad enzimdtica se hizo midiendo espectrofotométricamente
la reduccion de NAD a 340 nm. La reaccién se inicié al afiadir el sustrato
(butiraldedhido o acetaldehido). Como control, se midié¢ la tasa de
reduccién de NAD sin la adicién del sustrato. Una unidad de actividad fue
definida como la cantidad de enzima que redujo 1 nmol de NAD por min,
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por. mg de proteina,

Cuantificacion de la actividad de B-galactosidasa

Se centrifugd un volumen adecuado de cultive de las células,
crecidas en medio Burk-Sacarosa o Burk-Butanol a los tiempos indicados.
Las células se lavaron con solucidn 10mM de MgSO,, hasta que estuvieron
libres de alginato. La cuantificacién de B8-galactosidasa se realizé por el
método de Miller [1972], con algunas modificaciones en la etapaz de lisis
celular [Ferrari, er al., 1983]. El paquete celular se resuspendié en 1 ml de
MgSO, 10 mM. Se tomé una cantidad adecuada de células y se trataron
con lisozima (0.01%), incubdndose a 37¢C durante 5 minutos. Enseguida
se le adicioné Tritén-Xi100 {0.1%) y se continud con la determinacién de
B-galactosidasa segitn Miller. Las unidades reportadas son unidades Miller,
que equivalen a los nmoles de orto-nitrofenol generados cada minuto a
280oC por mg de proteina. Todas las determinaciones se realizaron por
triplicado.

Analisis de secuencias

Las secuencias se compararon con las bases de datos GeneBank y
SWISS PROT utilizando algoritmos BLASTN y BLASTX versiones 1.4 y 2.0,
respectivamente (Altschul er al., 1990). Las comparaciones especificas
con un gene o proteina en particular se realizaron con el programa Gene
Works 2.5 (IntelliGenetics, Inc.). Este programa también se usé para la
prediccion de secuencias aminodcidicas y otros andlisis.
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Y. RESULTADOS

Identificacion de genes inducidos por butanol

Para identificar genes que tuvieran alguna participacién en el
proceso de enquistamiento en A. vinelandii, se hizo una mutagénesis al
azar en la cepa JG8 con el transposén miniTn3lacZ. La cepa JG8 es no
mucoide ya que contiene interrumpide el gene alg8, un gene esencial en la
biosintesis del alginato. El transposén miniTr5lacZ, que se uiilizd, tiene
fusionado el gene [acZ al que no antecede un promotor. Ademds hacia
abajo tiene un gene que genera resistencia a Kanamicina, que cuenta con
su propio promotor.

Las mutantes se seleccionaron en un medio con kanamicina (Km) y
X-gal. Se identificaron 3,200 colonias resistentes a kanamicina y de color
azul, la resistencia nos indicaba que el transposén estaba integrado en el
cromosoma, y ¢l color azul que este transposén se encuentra abajo de un
promotor, lo que hace factible la transcripién del gene [acZ. Sin embargo,
contraric a lo que se esperaba, no se identificé ninguna mutante blanca,
pero la cepa control JG8, que se crecid en estas mismas condiciones, fue
de color blanco.

Como sabemos que el butanol es un buen inductor del
enquistamiento, pensamos que si se crecian las células en un medio que
tuviera butanol como dnica fuente de carbono, se induciria o aumentaria
la expresiéon de algunos genes cuyos productes estdn involucrados en el
proceso de enquistamiento. Para comprobar esta hipétesis, las 3,200
mutantes se transfierieron a cajas con medic Burk X-gal y butanol, como
Gnica fuente de carbono. Lo que observamos fue que 62 de las colonias en
este medio eran mds azules, que cuando se¢ crecian en medio Burk con X-
gal y sacarosa como fuente de carboro. Este resultado sugeria que los
genes interrumpidos con el transposdn, en estas mutantes, aumentaban su
expresion cuando se inducia el enquistamiento, y que probablemente
alguno de ellos seria esencial para este proceso de diferenciacidén celular.
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Identificacién de cepas que no se enquistan

La cepa padre (JG8) del banco de mutantes, tiene interrumpido ¢l
gene alg8, asi que es incapaz de producir algirato y por lo tanto incapaz
de producir quistes. Asi que para poder someter a las 62 mutantes a un
ensayo de enquistamiemto, e identificar aquellas que tuvieran
interrumpido algin gene esencial para este proceso, se tomaron las
mutantes  seleccionadas y se les transfirié el plismido pMSD675 para
recuperar la produccién de alginato, ya que este plismido contiene el
gene alg8 silvestre.

Del ensayo de enquistamiento resultdé que ocho de las 62 mutantes
no se enquistaron: a estas mutantes se les Ilamé SG2, SG9, SG21, SG23,
SG27, SG36, SG49 y SG61 (Tabla 2).

Tabla 2. Porcentaje de enquisiamiento de las mutantes SG. las cuales contienen el
plésmide pSMD675. El enquistamiento se indujo con butanol.

Cepa % de enquistamiento
SG2/pSMD675 <0.0001
SG9/pSMD675 <0.0001
SG21/pSMD675 <0.0001
SG23/pSMD675 <0(.0001
SG27/pSMD675 <0.0001
SG36/pSMD675 <0.0001
S5G49/pSMD675 <0.0001
SG61/pSMD675 <0.0001
JG8/pSMD675 04
ATCC9046 5.00
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Las mutantes que no se enquistan contienen el transposén
miniTnSlacZ.

Para verificar la presencia del transposén dentro del genoma de las
cepas SG2, SG9, SG21, SG23, SG27, SG36, SG49 y SG61, se hizo un anilisis
tipo Southern Blot. Para esto se utilizé la enzima de restriccién Pstl, que
no corta el transposén, para poder ver asi en el andlisis bandas inicas. La
hibridacién se hizo utilizando como sonda el transposén miniTn5lacZ.

La sonda hibridé con bandas dnicas y de cuatro tamarfios diferentes
entre las ocho cepas: 8.0 kb (SG61), 7.5 kb (SG2, §G21, SG23 y SG27),
6.5 kb (5G9 y SG36) y 6.0 kb (SG49} (Fig. 11). Esto nos indicé que el
transposdn estd en sitios diferentes, en cuando menos cuatro de las
mutantes, y posiblemente en cuatro diferentes genes.

12345 678 910

:

Figura 11. Andlisis tipo Southern blot de las muiantes SG's. El DNA se digirid con la
enzima de restriccién FPstf y se hibridé con el miniTnSlacZ, Carriles:1. miniTn5lacZ
(control positivo); 2. JG8 (control negativo); 3. SG61; 4. SG49; 5. §G36; 6. SG27; 7. 8G23; 8.
SG21; 9. 8GY; 10. SG2.
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Transferencia de mutaciones de las cepas SG2, SG9, 5G21, 5G23
SG27, 8SG36, SG49 Y SG61 a la cepa ATCC9046.

Debido a que existia una diferencia notable del porcentaje de
enquistamiento de la cepa silvestre ATCC9046 y de la cepa
JG8/pMS8D675, siendo mucho mayor en la ATCC9046, se transfirieron
cada una de las mutaciones a la cepa ATCC9046, generindose asi las
mutantes SG2A, SGY9A, SG21A, SG23A, SG27A, SG36A, SG49A y SGO1A. La
transferencia de las mutaciones se verific6 mediante un andlisis tipo
Southern blot (Datos no presentados). Estas mutantes fueron sometidas a
un ensayo de enquistamiento.

Las mutantes que no se enquistaron fueron la SG9A, SG36A y SG49A,
confirmiandose que en estas cepas el transposén interrumpié algin gene
esencial para el enquistamiento (Tabla 3). Por otro lado, en las mutantes
SG21A, SG23A, SG27A y SG61A sdlo se disminuyé este porceataje.

Tabla 3. Porcentaje de enquistamiento de las mutantes SG'A. inducido con butanol.

Cepa % de enquistamiento
SG2A 1.06
SG9A <0.0001
SG21A 2.0
SG23A 11.0
SG27A 10.0
SG36A <0.0001
SG49A ) <0.0001
SG61A 8.0
ATCC9046 8.8

26



Clonacion y secuenciacion del gene interrumpido en la mutante
SGY

De las tres mutantes que no se enquistan, al azar, se eligié una
(SG9A) para caracterizarla y secuenciar el gene interrumpido por el
transposdn.

En el vector pBR329 se cloné un fragmento Pst/ de 7.0 kb, de la
mutante SG9A, el cual contiene insertado el transposén. El plismido pSG9
generado (Fig. 12), fué utilizado para secuenciar 2290 pb de la secuencia
de A. vinelandii que estaba en los dos extremos del transposén. La
secuencia se determind usando oligonucledtidos cuyo disefio se basé en la
secuencia de los extremos del transposén.

Pstl

pBR329

42kb

miniTnblacZ
Skb

Gene inferrumpice
1.5k

Figura 12. Plasmido pSG9. Contiene secuencia del gene aldA.

El andlisis de esta secuencia identificé dos marcos de lectura abierta
{ORFs) en orientacién opuesta (Fig. 13), uno de ellos de 207 nucledtidos,
al deducirse su correspondiente secuencia de aminodcidos, presentd
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1

CTG CAG GCG CTC GOG GOG CTC CAG CAG GIG ACC GTG CTC CAG CAC GOT GGG CGT CAG COGG CTG CGA GG

694GIn Leu Arg Glu Arg Arg Glu Leu Leu His Gly His Glu Leu Val Ser Pro Thr Leu Pro Gin Ser Pro

M

GIC GAG CTG GTIG CTG CTC CAG GCA GOG CAG CCA GGA GOG GGC GAT CGA GG5 ATC GTT G CGG TOC GAT

464Asp Leu Gin His Gin Glu Leu Cys Arg Leu Trp Ser Arg Ala Ila Ser Pro Asp Asn Ala Pro Giy Illa

139

acoR
GGC CTT TCC CTC GOC CAG GGT TTT CAC CIG ATG AAC ATG GOG AAG CAT GOG GTT OGC TIG CAT TGT CAT

234Ala Lys Gly Glu Ala teu Thr Lys Val Gin Mis Val His Arg Leu Met Arg Asn Ala Gln Mat Thr Mat

208
300
382
484
559

628

40P Ser Pro Vai Thr Qly Glu Glu Phe Thr Giu Phe Pro

£§97

63FAsp Ala Ala His Ala Ala Ala Gly Ala Trp Gly Arg

766

85*Lys lla Ala Asp Arg lle Glu Gin Asn Leu Glu Val

835

TGTTGTCTCOGCAGTCATCOGGEGCAGC TCCCGTACTGACCCCACAGC ATCGTC CAGCCGGGGEOGGC T TTGCAATGGCGTCACGTCCGGLG
CCGACCGATACTGCCARGTGGGCAGGACAAAA TGTCACACCCCTGTTTCAACCCTG TCACAGGS TATCCCSTCCCACCCCCGAAAAGC TGLG
GCGAATCCGCACAGGCACTGEGETCGTGGCAC TCTGEGCACACCCCTTGC TG TATC CATCCGCAGACGTGC TC T TGCGCAC TCCCCCGAARGA

aldA
CAGAACCACAAGAATCAGGAGAATTCC ATG CGG TAT GCC CAT CCT GGC AGT GAA GGC GOU ATC GTT TCC TAC AAG
I*Matl Arg Tyr Ala His Pro Gly Sar Glu Gly Ala Ile Val Ser Tyr Lys

GTC CGC TAC AMC TAT ATC GOC GGA CAC TTC GIG OCT COG GTG 233 GGC €3G TAC TTC ACC 3AC AGC

G&C
17kVal Arg Ty: Gly Asn Tyr lle Ata Gly Gln Phe Val Pro Pro Val Lys Gly Gin Tyr Pha Thr Asn Ser
ACC

TCG COG GTC GGC GAG GAA TTC ACC GAA TTC CCC COGC TCC ACC GCT GAG GAC ATC GAS AAG GCA CTG

Arg Sar Thr Ala Glu Asp lle Git Lys Ala Leu
GAC GCC GCC CAC GOC GOT GOC GGC GOC TGG GGC CGT AQC TOC GTG 036G GAG CGC GOC GOT GTC CIG Cro
hr Ser Val Gln Glu Arg Ala Ala Val Leu leu
AAG ATC GOC GAC OGC ATC GAG CAG BAC CTG GAA GTG CTG GOC GTC ACC GARA ACC TGG GAC AAC GGC AARS
au Ala Val Thr Glu Thr Trp Asp Asn Gly Lys

CCG GTC CGC GAA ACC CTC AALC GCC GAC GTG COG CTG TCC GCC GAC CAC TTC CGC TAC TAC GCC GGC TGC
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Figura 13. Secuencia nucleotidica de la regi6n gendmica que contiene el gene aldd y
el inicio del geme homologo a acoR. También se presenta su correspondiente
secuencia de aminodcidos deducida. La regidn donde se insertd el transposén estd
indicada {Tn35I, Tn5Q),
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homologia a la proteina reguladora del catabolismo de acetoina AcoR, de
Alcaligenes eutrophus (Kriiger et al, 1992), la cual es un miembro de la
familia NifA de activadores transcripcionales, conocidas como "enhancer
binding proteins”, requeridas para la transcripcién de genes Sigma54-
dependientes (Morett er al, 1993). Esta proteina homdloga a AcoR
presenté una alta identidad (89%) con el activador transcripcional
putative PA4021 de P. aeruginosa, cuyo gene estd localizado arriba y en
direccién opuesta al gene que codifica para la aldehido deshidrogenasa
putativa PA4022 (Stover er al, 2000).

El otro marco de lectura abierta codifica para un polipéptido de 506
aminodcido, con un peso molecular de 55,06 kDa. El transposén se
inserté en este ORF entre los codones 135 y 137. Al analizar la secuencia
derivada de aminodcidos, enconiramos que este polipéptido presenta una
alta similitud con la proteina aldehido deshidrogenasa de diferentes
organismos. Con las proteinas que presenta una mayor similitud, son las
aldehido deshidrogenasas de P. Aeruginosa, la aldehido deshidrogenasa
putativa PA4022 (89%,Stover er al, 2000 ), y ExaC (88%, Schobert er al,
1999). También presenta similitud con AcDH-II de A. eutrophus (AcoD)
(69%, Priefert et al, 1992), ThcA de Rhodococcus sp.(66%, Nagy et al
1695), AldB de E. coli (65%, Xu y Johnson, 1995)), v AldA deV. cholerae
(63%, Parsot y Meckalanos, 1991). Asi, estos resultados sugieren que el
gene interrumpido en la mutante SG9 codifica para uena aldehido
deshidrogenasa en A. vinelandii, y nosotros la llamamos AldA. En la Figura
14 se presenta un alineamiento de AldA con las proteinas que presentd
una mayor similitud.

Importantes regiones que estdn altamente conservadas entre
muchas aldehido deshidrogenasas de procariotes y eucariotes, también se
encontraron en las regiones correspondientes en AldA de A, Vinelandii.
Esto incluye dos residuos de amincdcidos, acido glutdmico (E262) y
cisteina (C301), los cuales se han reportado por ser importantes para la
actividad enzimdtica; y la region alrededor de estos aminodcidos también
estd conservada. Ademds, se identificé un posible motive de unién a NAD
GxGx(3)G entre las posiciones de 218-224 (Fig. 14).

29



o Aol

A(H-TT R

Rl A

BoC P
ACTH-TI Pe

3
=
3
H
H
[ 4
+

Al A
Bac? Peshz2

ACH-T] Rex

BREBE G688 HHHNY B HEEE B HOBN b wBEE

Figura 14. Alineamiento de las aldehido deshidrogenasas de A. vinelandii AldA, P.
aeruginosa ExaC, ExaC2 y A, eutrophus AcDH-II. Los aminodcidos idénticos entre todas
las proteinas se identifican por el sombreado. La flecha indica el sitio donde se insert$
el transposdn, los asteriscos seidialan los aminoicides importantes para la actividad
catalftica. El posible sitio de unién a NAD estd subrayado.

3¢



La mutante SG36 también tiene interrumpido el gene ald4

Para identificar alguna otra mutante, que al igual que la SG9, tuviera
interrumpido ¢l gene aldA, se hizo un andlisis tipo Southern Blot de las
ocho mutantes, usando el plasmido pSG9 como sonda. En el anilisis de la
mutante $G2, SG21, 8G23, 8G27, 5G49 y SG61 la sonda hibridé con dos
fragmentos de DNA, unc que contenia el transposdén y otro que contenia
el gene aldA; pero en las mutantes SG9 y SG36, la sonda hibridé con sélo
un fragmento de DNA, que contiene tanto el transposén como el gene
aldA (Fig. 15). Este resultado nos indicé que la mutante SG36 también
tiene interrumpido el gene aldA, por lo tanto las mutantes SG9 y SG36 son
iguales. Este resultado no nos sorprendié, debido que al hacer el Southern
Blot para verificar la presencia del transposén en las mautantes, los
fragmentos de DNA contra los que hibridé la sonda (miniTn5lacZ}) fueton
del mismo tamarnio en la cepas SGY y SG36. '

Figura 15. Andlisis tipo Southern blot de las mutantes $G's. El DNA se digirié con la
enzima de restriccién Pst¢f y se hibridé con el plasmido pSGY. Carriles: 1. pSG9
{control positivo); 2. ATCCS046; 3. SG61; 4. 5G49; 5. 8G36; 6. SG27; 7. $G23; 8. SG21; 9. 5G9
1. 8§G2.
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La mutante SG9Y no puede utilizar butanol como fuente de
carbono

La mayoria de las aldehido deshidrogenasas gque presentaron
similitud con AldA de A. vinelandii, estin involucradas en la degradacién
de algun tipo de alcohol, generalmente etanol. Y debido a que nosotros
identificamos la mutante SG9 en butanol, pensamos que la proteina AldA
pudiera estar involucrada en la degradacién del butanol; por esto
decidimos ver si la mutante podia utilizar este alcohol como fuente de
carbono. Por tal motivo, se hizo una curva de crecimiento de esta
mutante, en un medio de cultivo con butanol como dnica fuente de
carbono, resultando que no puede crecer en estas condiciones, 1o que nos
confirma la participacién de la proteina A/dA en la degradacién del
butanol (Fig. 16). Esta mutante también se crecié en un medio con
sacarosa como fuente de carbono, esto para tener un control positive
(Fig. 17).
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Figura 16. Crecimiento de la mutante $G9 y JG8 en Burk-Butanol.
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Figura 17. Crecimiento de la mutante SG9 y JG8 en Burk-Sacarosa.

También se confirmé la induccién de la transcripcidén bajo
condiciones de enquistamiento del gene aldA, mediante la cuantificacién
de la actividad de B-galactosidasa, creciendo a la mutante SG9 tanto en
sacarosa como en butanol como fuentes de carbono. Claramente se
observé una induccién de la actividad de B-galactosidasa, bajo
condiciones de induccidn del enquistamiento (Fig.18).
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Figura 18. Efecto de la induccién del enquistamiento sobre la fusién transcripcional
B-galactosidasa al gene aidA.

Crecimiento de la mutante SG9 en medio de cultivo con
butirato

Una de las proteinas que pudieran tener homologia funcional a
la proteina AIdA es la proteina butiraldehido deshidrogenasa de
Clostridium acetobutilicum, la cual es necesaria para la formacién de
butanol, a partir de butiraldehido vy éste de buriril CoA {(ver Figura 10).
Esta bacteria también produce butiratc a partir de butirll CoA. Por otra
parte, cuando a la bacteria E. coli se le da butanol o butirato como fuente
de carbono, la degradacion de los sustratos sigue la via ejemplificada en la
Figura 9, pero en sentido contrario, lo mismo que nosolros pensamos gue
ocurre en A. vinelandii cuando es crecida en butanol. Si éste fuera el caso,
en la mutante SG9 estaria bloqueada la reaccidén que cataliza la aldehido
deshidrogenasa (A/dA), por eso la mutante no puede degradar el butanol.
Sin embargo, si se pone a crecer la mutante en un medio gque contenga
butirato como fuente de carbono, si deberia crecer, por lo que se hizo
una curva de crecimiento de la mutante SG9 en un medio con butirato,



Como se esperaba, esta mutante si crecié en este medio, de manera
similar a la cepa control JG8 (Fig. 19).
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Figura 19. Crecimiento de la mutante SG9 y JG8 en Burk-Butiratc.

Ensayo de enquistamiento de Jla mutante SG9%A inducide con
hidroxibutirato

La mutante SG9 no puede enquistarse cuando este proceso es
inducido con butanol, debido a que no puede degradar este alcohol, por
lo tanto ademds de no tener carbono para crecer y formar el quiste,



tampoco se puede generar lo que se ha sugerido que es la sedal para
iniciar el proceso de enquistamiento, el hidroxibutirato. Asi gue se hizo
un ensaye de enquistamiento en esta mutante usando hidroxibutirato
como fuente de carbono y como inductor del enquistamiento. Aunque
con una reducida frecuencia, la mutante SG9 produjo quistes resistentes a
la desecacién (Tabla 4). Esto nos confirma que la mutante. con el gene
aldA interrumpido, no produce quistes cuando el enquistamiento es
inducido con butanol, porque no pueden degradar dicho alcohol.

Tabla 4. Porcentaje de enquistamiento de Ias mutantes SG9A, inducido con
hidroxibutirato.

Cepa % de enquistamiento
Butanol BHB
ATCC9046 27.9 11.6
5GoA <0.0001 1.3

Actividad de aldehido deshidrogenasa

La incapacidad de la mutante SG9A para crecer en butanol como
fuente de carbono y la alta similitud de AldA con aldehido
deshidrogenasas, sugiere que este gene codifica para una enzima con
actividad de butiraldehido deshidrogenasa. Por lo tanto, decidimos hacer
una ensayo de la actividad de esta enzima en extractos crudos de la cepa
sifvestre ATCC9046 y en la cepa mutante SG9A.

La actividad de butiraldehido deshidrogenasa, independiente de CoA, .

se detecté en la cepa silvetre, y una significativa reduccién de dicha
actividad se observé en la mutante SGY9A (Tabla5).
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AldA también presenté actividad de acetaldehido deshidrogenasa.
De acuerdo con estos resultados, la cepa SG9A no crece con etanol ni
hexanol como fuentes de carbono (datos no presentados).

Tabia 5. Actividad de aldehido deshidrogenasa en la mulante aldA de A, vinelandii,

Cepa Aldehido deshidrogenasa (nmol min-1 mg-1)a
Butiraldehido Acetaldehido
ATCC9046 75.03 + 0.03 104.12 + 3.09
SG9A 2046 £ 1.46 23.65 + 2.65
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VI. DISCUSION

La construccién de un banco de mutantes, nos permitié identificar
algunos genes que parecen tener participacién en el proceso de
enquistamiento. Este banco se hizo en la cepa JGB, con el transposén
miniTn5lacZ. Debido a que este transposén contiene el gene lacZ al que no
antecede un promotor, se esperaba encontrar colonias azules y blancas.
En aquellas en que el transposdén se insertara en un sitio que estuviera
bajo la influencia de un promotor de A. virelandii serian azules, y si se
insertara en cualquier otro sitio serfan blancas.

Se identificaron 3,200 colonias de color azul pero no se identificd
ninguna colonia blanca. Este resultado puede ser debido a que en el inicio
del transposén contenga una secuencia promotora que es reconocida
solo en A. vinelandii y no en otros organismos en donde se ha usado este
transposdén. Asi, en cualquier sitio donde se insertd ¢l transposén, se
trancribié el gene lacZ, independientemente de si estaba bajo la
influencia de un promotor de A. vinelandii o no. En nuestro laboratorio,
se construyd otro banco de mutantes con el mismo transposén en la cepa
UW136, y tampeco se observéd ninguna colonia blanca, lo cual apoya la
hipotesis de que el miniTnS5lacZ contiene una secuencia promotora,
reconocida como tal solo en A. vinelandii. Actualmente, se conocen muy
pocas secuencias promotoras consenso de esta bacteria por lo que no se
pudo identificar el posible promotor al inicio del tranposén.

El nidmero de colonias del banco de mutantes (3,200), pudiera
parecer no suficiente para abarcar todas las probabilidades de encontrar
algin gene esencial para el proceso de enquistamiento, ya que A.
vinelandii tiene aproximadamente 4 500 genes. Sin embargo, debido a
gue nosotros sabiamos que el enquistamiento era inducido con butanol, al
mismo tiempo de ir construyendo el banco en un medio con sacarosa,
fué transferido a un medio que contenia butancl como fuente de carbono.
Asi se identificaron 62 colonias en las cuales aumentaba la intesidad del
color azul, todo parecia ser gue en ¢éstas, el transposdn estaba insertado
bajo la influencia de un promotor que aumentaba su actividad bajo
condiciones que inducen el enquistamiento.
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Las 62 mutantes se sometieron a un ensayo de enquistamiento y se
identificaron ocho que no se enquistan. Al hacer estos ensayos de
enquistamiento, se¢ observé que la cepa JG8 presentaba un porcentaje de
enquistamiento inferior al presentado por la cepa silvestre ATCC9046. Por
esto, las mutaciones de las ocho mutantes se transfirieron a la cepa
ATCC9046, generindose ocho nuevas cepas, de las cuales se observd que
solamente tres de ellas no se enquistaban, SG9A, SG36A y SG49A.

Las otras cinco mutantes se enquistaron: dos de ellas (SG2A, 5G21A)
en un porcentaje menor que la silvestre, y las otras tres (SG23A, SG27A y
SG61A) obtuvieron un porcentaje de enquistamiento igual o mayor al de
la cepa silvestre, aunque no significativamente mayor, ya que en oiros
experimentos la cepa silvestre ha presentado estos mismos valores. Estas
mutantes quizd tengan interrumpido algin gene que sélo parcialmente
esté afectando el proceso de enquistamiento, o también pudiera ser que
en estas mutantes ain existen copias silvestres del gene mutado, lo cual
podremos saberlo en cuanto clomemos estos genes. Por lo anterior, seria
muy interesante conocer qué genes estidn interrumpidos en  estas
mutantes, principalmente en la cepa SG49, en la cual, al igual que la SG9A,
no se enquista cuando se utiliza butanol como inductor.

De la mutante SG9A se clond y secuencié un fragmento de DNA que
contenia el transposdén, y se identificaron dos ORFs. El que estd
interrumpido por el transposén, codifica para una proteina que presenta
alta similitud a nivel de secuencia de aminodcidos con las aldehido
deshidrogenasas de diferentes organismos. E! otro ORF, que estd
incompleto, presenta similitud con la proteina reguladora de la
transcripcién AcoR de Alcaligenes eutrophus. Interesantemente, en P.
aeruginosa se encontraron dos genes alin no caracterizados (PA4022 y
PA4022), los cuales son homdélogos a AldA y AcoR. Tanto en A. vinelandii
como en P. aeruginosa la organizacién fisica de estos genes es similar,
estdn juntos y en direccién opuesta. Es muy posible que AcoR sea el
activador transcripcionatl del gene alfdA, ya que es muy frecuente
encontrar a un gene que codifica para un regulador transcripcional junto
a algidn gene que esta bajo su control transcripcional. Ademds algo que
apoya esto, es que en A. eutrophus, AcoR parece ser el activador
transcripcional del gene de. una acetaldehido deshidrogensa (Kriiger et al
1992). Posterior a este trabajo, se ha continuado con la caracterizacién
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del gene aldA, y se encontrd que la transcripcion es iniciada a partir de un
tnico promotor Sigma54 dependiente. También ya se cloné el gene
silvestre y se hizé un ensayo de complementacidén con este gene, en la
mutante SGO9A,

Las aldehido deshidrogenasas generalmente estin involucradas en el
metabolismo de alcoholes, y ya se han identificado en E.coli y C.
acetobutilicum enzimas con esta actividad, las cuales participan en el
metabolismo particular de butanol. Debido a la alta similitud de AlIdA con
aldehido deshidrogensas, ademds de la evidencia de que la mutante SG9
no crece en un medio que contiene butanol como fuente de carbono,
pero si crece en un medic con butirato, decidimos hacer una ensayo de
actividad de aldehido deshidrogenasa en la mutante SG9. Como se
esperaba, nos encontramos con una significativa disminucién de la
actividad enzimatica en esta mutante comparada con la cepa silvestre.
Debido a que en la mutante SG9 no desaparecié totalmente la actividad de
aldehido deshidrogensa, se sugiere gque existen cuando menos otra
proteina con dicha actividad,

Los ensayos de actividad se hicieron usando como sustrato dos tipos
de aldehido, butiraldehido y acetaldehido, los resultados fueron similares
para ambos sustratos, fo que nos indica que la actividad de AldA no es
especifica para butanol, mds bién parece que tiene alguna participacién
en el catabolismo de varios alcoholes, lo cual se confirma cuando se
observé que la mutante SG9 no crecié en medios de cultivo con butanol,
etanol o hexanol como fuentes de carbono.

Aunque se conoce que el butanol es un inductor del enquistamiento,
parece ser que ¢ste no funciona propiamente como una sefial para iniciar
el proceso de diferenctacidn celular, y este podria inducir el
enquistamiento porque es convertido a BHB u otro metabolito
relacionado. Asi, cuando se induce con butanol el enguistamiento en la
mutante SG9, no se enquista porque no puede degradar el butancl y por
lo tanto ademds de que no genera sus productos de degradacién como
BHB, tampoco tiene carbono ni energia para la formacién del quiste.
Cuando se usa como inductor el BHB, si se enquista la mutante SGIA,
sugiriendo que el BHB u otro metabolito relacionado a éste funcionan
como sefial del inicio de enguistamiento,
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VII. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se identificaron 62 mutantes, que tienen
interrumpido algin gene cuyva transcripcién es aumentada bajo
condiciones de induccidén del enquistamiento con butanol.

En cinco de estas mutantes, el gene interrumpido pudiera participar
en el proceso de diferenciacién celular, ya que el enquistamiento es
disminuido en esta mutantes cuando este es inducido con butanol.

Dos de estas mutantes tienen interrumpide un gene esencial para el
proceso de enquistamiento, inducido con butanol. Una de ellas se
caracterizé, la mutante SG%A, la cual tiene interrumpido el gene aldA que
codifica para una proteina con actividad de aldehido deshidrogenasa. Esta
mutante no crece en medios de cultive con butanol, etanol y hexanol
como fuentes de carbono; tampoco presenté actividad de butiraldehido y
acetaldehido deshidrogenasa. A pesar de que esta mutante no se enquista
cuando se usa butanol como inductor, si se usa el inductor BHB si se
gnquista.

Arriba y en direccidn contraria del gene aldA, se identificé un marco

de lectura abierto que codifica para un proteina, que pudiera ser el
regulador transcripcional de ald4.
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