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RESUMEN

Azotobacter vinelandii es una proteobacteria Gram-negativa capaz de producir metabolitos
de interés industrial como el alginato y el poliéster poli-B-hidroxibutirato; ademas fija
nitrégeno en aerobiosis. A. vinelandii prefiere los acidos orgénicos a los azlcares como
fuente de carbono, de esta manera el acetato ejerce una represion catabdlica en la
utilizacion de glucosa. Sin embargo los mecanismos moleculares de esta represion
catabdlica aun se desconocen. En Pseudomonas aeruginosa el sistema de dos
componentes CbrA/CbrB regula la utilizacion de distintas fuentes de carbono al activar la
transcripcién del RNA pequefio crcZ. CrcZ antagoniza la actividad de la proteina Crc la cual
se une directamente a los mMRNA de genes para la utilizacién de las fuentes de carbono no
preferidas (p ej. glucosa) evitando su traduccion. En trabajos previos se identificé en nuestro
laboratorio una mutante cbrA::Tn5, la cual esta afectada en la utilizacién de glucosa durante
el crecimiento diauxico glucosa-acetato. El objetivo de este trabajo fué identificar y
caracterizar genes para la asimilacion de glucosa y que pudieran estar bajo el control del
Sistema CbrA/B-Crc/crcZ en A. vinelandii. Después de un analisis in silico identificamos un
gen, llamado gluP, que codifica para un posible transportador de glucosa. Una mutante
gluP::Sp fue incapaz de crecer en glucosa como Unica fuente de carbono pero si fue capaz
de crecer en acetato o sacarosa. Cuando la mutante se complementd en trans con una
copia silvestre del gen gluP, recuperd la capacidad de crecer en glucosa. Este resultado
indica un rol esencial de la proteina GluP en la asimilacion de glucosa, probablemente como
transportador. El gen gluP posee sitios probables de unién a la proteina Crc (AANAANAA) lo
gue sugiere una regulacion directa por parte de esta proteina. La sobreexpresién en trans de
Crc con el plasmido inducible pSRK-Crc tuvo un efecto negativo en el crecimiento en
glucosa como Unica fuente de carbono. Ademas mediante fusiones transcripcionales de la
region promotora del gen gluP con el gen reportero gusA observamos una disminucién de
aproximadamente 10 veces en los niveles de expresién de gluP en el fondo de la mutante
cbrA comparada con la cepa silvestre E. En conjunto nuestros resultados indican que el
Sistema de regulacién post-Transcripcional CbrA/B-Crc/CrcZ regula la expresion de GluP, el

transportador de glucosa en A. vinelandii.
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1 INTRODUCCION

1.1 GENERALIDADES DE Azotobacter vinelandii.

A. vinelandii es wuna bacteria de tipo Gram-negativa de la familia
Pseudomonadaceae. Son organismos de células grandes y pleomorficas variando
desde formas ovales hasta bacilares de 1.5 a 2.0 p de diametro. El volumen de A.
vinelandii en estado vegetativo puede alcanzar de 5 a 10 veces el volumen de
Escherichia coli y se ha vinculado a su poliploidia que alcanza hasta 80 copias de su

cromosoma (Kennedy et al., 2005).

Estos organismos se reproducen por fisiébn binaria, su locomocién es por flagelos
peritricos y habitan tanto en suelo como en agua (Espin, 2003). Pese a la alta
sensibilidad de la nitrogenasa hacia el oxigeno, A. vinelandii tiene la capacidad de
fijar nitrogeno en condiciones de aerobiosis (Espin, 2003; Stanier et al., 1996;
Sadoff, 1975). Bajo condiciones adversas, A. vinelandii inicia un proceso de
diferenciacion celular para formar quistes resistentes a la desecaciéon (Sadoff, 1975).
Es quimioorganoétrofa y consume sales inorganicas, alcoholes y azucares. Tiene la
peculiaridad de preferir los acidos organicos a los azUcares, lo que se ve reflejado en
crecimiento diduxico cuando se cultiva en presencia de estos dos tipos de fuente de

carbono, por ejemplo acetato y glucosa (Tauchert et al., 1990).

En cultivo sélido A. vinelandii presenta un aspecto mucoide caracteristico debido a la
produccién de alginato, un polisacarido extracelular. Ademas produce un polimero
intracelular que es un material de reserva de carbono y energia, el poli-3-
hidroxibutirato (PHB). Ambos polimeros tienen aplicaciones importantes en la

industria alimenticia y cosmética.

En A. vinelandii la via Entner-Doudoroff (ED) es la Unica via glucolitica al igual que
en las especies de Pseudomonas . Esta via inicia cuando la glucosa es convertida a
6-fosfogluconato, el cual es generado por la oxidacion de la glucosa-6-fosfato por
medio de la enzima glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (Zwf). Posteriormente, el 6-P-

gluconato es convertido a 2-ceto-3-deoxi-P-gluconato por una deshidratasa (EDD) y
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finalmente escindido a piruvato y a gliceraldehido 3-P por una KDPG-aldolasa
(EDA). Tanto EDD como EDA son las dos enzimas clave de la via ED (Conway,
1992). En P. aeruginosa, asi como en A. vinelandii, la via ED y la ruta
gluconeogénica constituyen la parte central para el metabolismo de fuentes de
carbono (Conway, 1992). Aunque se han realizado estudios en torno al metabolismo
de glucosa en A. vinelandii, se desconoce el transportador de glucosa en esta

bacteria (Figura 1).

Glucosa

PGl Gk
Fructosa-6-P €———> Glucosa-6-P
4 ¢ ZWF GDH
FDP 6-P-Gluconolactona
y PéL
Fructosa-1,6 -Di-P 6-P-Gluconato «—— Gluconato
3 ¢
EDA KDPG
DHAP €«——> Gliceraldehido-3-P Piruvato
TPl $ GAP
1,3-Di-P-Glicerato
¢ PGK
3-P-Glicerato
¢PGM
2-P-Glicerato
t ENO
PEP
¢ PYK
Piruvato > CicloTCA

Figura 1 Ruta glicolitica y gluconeogénica en P. aeruginosa. La via Entner Doudoroff se
indica en azul. GLK, glucocinasa; ZWF, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa; PGL,
fosfogluconolactonasa; EDD, 6-fosfogluconato dehidratasa; EDA, 2-ceto-3-deoxi-6-
fosfogluconate aldolasa; GAP, gliceraldehido fosfate deshidrogenasa; PGK,
fosfoglicerato cinasa; PGM, fosfogliceromutasa; ENO, enolasa; PYK, piruvato cinasa;
GDH, glucosa deshidrogenasa; TPI, triosa fosfato isomerasa; FDA, fructosa difosfato
aldolasa; FDP, fructosa difosfatasa (Tomado de Conway, 1992).
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1.2 FAMILIAS DE TRANSPORTADORES DE GLUCOSA

Datos recientes derivados de la secuenciacion de genomas, investigaciones
bioquimicas y de genética molecular han revelado la presencia de docenas de
familias de transportadores primarios y secundarios. Las familias de transportadores

se clasifican de acuerdo al origen de la energia que utilizan.

La familia de transportadores ABC (ATP Binding Cassette) depende de la hidrélisis
de ATP; la familia PTS utiliza fosforilacion a partir del fosfoenol piruvato (PEP). La
familia MFS (Major Facilitator Superfamily) o el sistema simporte hexosa/H*
alternativo de B. subtilis utilizan gradientes de iones y transporte pasivo
respectivamente, mientras la familia SGLT (Sodium/Glucose Transporter family)

cotransporta glucosa y iones sodio Figura 2).

Streptococcy
Streptococcy: ophilus
Streptococee S

Lactococ
Enterococcus faecalis
Glucose

P

Brucella abortus

Glucose

Vibrio parahaemolyticus
Xanthomonas oryzae
Glucose

SGLT Vibrio furnissii

Glucose
Thermus thermophilus

ABC
Figura 2 Sistemas de transporte de glucosa en bacterias. Se presenta una célula con los 21

sistemas de transporte de glucosa caracterizados molecularmente. Los 5 sistemas
de E. coli se muestran por separado del lado derecho. Las familias de
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transportadores estan coloreadas de la siguiente manera: ABC, rojo; MFS, azul;
PTS, amarillo; SGLT, azul obscuro; GlcU, verde (Jahreis et al., 2008).

Dos de estas familias han sido reportadas como ubicuas en todas las clasificaciones
de organismos vivientes. Una de ellas es la superfamilia ATP-binding cassette (ABC)
y la superfamilia de facilitadores principales (Major Facilitator Superfamily), también
llamada familia uniporte-simporte-antiporte. Mientras que las permeasas de la
familia ABC son capaces de transportar moléculas pequefias o0 macromoléculas en
respuesta a la hidrolisis de ATP, los transportadores MFS son acarreadores simples
capaces de transportar s6lo solutos pequefios en respuestas a gradientes quimicos
de iones. Aunque han sido reconocidos y clasificados mas de 100 familias de
transportadores, la mitad de todos los transportadores codificados en los genomas
de los microorganismos se encuentran en las superfamilias ABC y MFS. Por lo tanto,
no puede ser subestimada la importancia de estos sistemas de transporte para los

organismos vivientes (Jahreis et al., 2008).

1.3 REPRESION CATABOLICA POR CARBONO.

Las bacterias de vida libre frecuentemente cuentan con metabolismos versétiles que
les permite el uso de una amplia variedad de compuestos como fuente de carbono y
energia. Esto facilita la supervivencia en habitats y la adaptacion a los cambios del
medio ambiente. La versatilidad metabdlica esta ligada a una ajustada pero flexible
regulacion de la expresion de las vias metabdlicas, esta regulacion esta dirigida para
optimizar la adecuacion. Muchas redes de regulacién global participan en la
coordinacién de los programas de expresion genética bajo diferentes situaciones.
Algunas permiten a las células responder a condiciones de estrés como falta de
nutrientes, limitaciéon de oxigeno, etc. Otros sistemas coordinan el metabolismo bajo
condiciones de abundancia, por ejemplo cuando diferentes fuentes de carbono se

encuentran disponibles, sin inhibir el crecimiento (Rojo, 2010).
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Bajo estas condiciones, las bacterias pueden co-metabolizar las diferentes fuentes
de carbono o asimilar preferencialmente una en especifico que la provea del
crecimiento mas eficiente, inhibiendo al mismo tiempo el consumo y/o la expresion
de genes requeridos para el catabolismo de los compuestos no preferidos. Los
procesos reguladores que permiten la seleccién de una fuente de carbono preferida
han sido llamados Represion Catabolica  por Carbono (Carbon Catabolic
Repression). La CCR no solo inhibe la expresion de vias para compuestos no
preferidos, sino que también genera una importante reorganizacion del metabolismo
qgue requiere la activacion de muchos genes, este proceso es llamado Activacion

Catabolica por Carbono (Carbon Catabolic Activation) (Rojo, 2010).

CCR y CCA pueden incluirse en el término méas general de Control del Catabolismo
por Carbono (CCC). La represion catabdlica es importante para la competencia de
las diferentes especies de bacterias en sus hébitats naturales porque juega un rol
clave en la determinacion de la velocidad de crecimiento, y del compuesto
carbonado que sera asimilado en primer lugar, permitiendo una especializacion

reversible y flexible por una fuente de carbono en particular (Rojo, 2010).

El proceso de CCR fué investigado a detalle por Monod en 1942, quien describié
que E. coli siempre escoge primero a la glucosa cuando esta expuesta a una mezcla
de nutrientes como glucosa y sorbitol. Desde entonces, la glucosa ha sido la clasica
fuente de carbono “preferida” y ha sido estudiada por décadas para revelar los

mecanismos moleculares del transporte y regulacion (Jahreis et al., 2008).

1.3.1 E.coli Y EL SISTEMA PTS

El primer transportador de glucosa (GLT) fue descrito en 1966 cuando fue
identificado el sistema PTS en E. coli. La secuencia de DNA de las subunidades de
la permeasa fueron reportadas en los 80's. En la actualidad se cuenta con la

informacion de cientos de secuencias de sistemas de transportes de glucosa.
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Alrededor de 30 de estos han sido caracterizados experimentalmente a nivel
molecular en mas de 20 especies diferentes de bacterias, siendo el sistema PTS de

E. coli el modelo de transporte de glucosa clasico y mas conocido.

PTS es un sistema de fosfotransferencia multiprotéico que acopla el transporte de
carbohidratos a través de la membrana citoplasmatica con su simultanea
fosforilacion Figura 3). Este tipo de transporte activo existe exclusivamente en
bacterias. En el caso de E. coli, el dominio EIIA del transportador de glucosa (EIIA®")
es la unidad central de procesamiento en la CCR en E. coli. Cuando se fosforila,
EIIA®C se une y activa la adenilato ciclasa (AC), lo cual lleva a la produccién de AMP
ciclico (CAMP). También se requiere un “factor x” desconocido para la activacion de
la AC. Altos niveles de cAMP promueven la formacion del complejos cAMP-CRP, el
cual activa los promotores de genes catabdlicos. En su estado no fosforilado EIIA®®
no activa la AC. En este caso, EIIA®® inactiva enzimas metabdlicas y
transportadoras de fuentes de carbono secundarias, como GIpK, LacY y otras
proteinas. El estado de fosforilacion de EIIA®" es determinado por la actividad
transportadora del sistema PTS (la presencia de cualquier azicar PTS resulta en la
defosforilacion de EIIA®) y la tasa intracelular entre fosfoenolpiruvato (PEP) y
piruvato, la cual disminuye durante la accion de la glicélisis. HPr también contribuye
a la CCR fosforilando a BgIG, un antiterminador transcripcional que controla la
expresion de genes de la utilizacion de B-glucésidos. De esta manera, en presencia
de azucares preferidos por el sistema PTS, el operdon bgl no se expresa (Goérke &
Stilke, 2008).
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Figura 3 Transporte de glucosa en E. coli por el sistema PTS (Tomado de Goérke & Stiilke,
2008)

En la actualidad se sabe que en E. coli, los componentes de los sistemas PTS
transportan glucosa y otros carbohidratos (mannosa y n-acetilglucosamida).
Alternativamente se ha descrito que cuando E. coli carece de la enzima El o HPr,
induce uno de los dos sistemas de transporte de galactosa, y a través de ellos,
puede internalizar glucosa. Estos sistemas son la permeasa del tipo simporte (GalP)
o el sistema tipo ABC MgIBAC. (Goérke & Stilke, 2008).

1.3.2 REPRESION CATABOLICA POR CARBONO EN Pseudomonas spp.

Una caracteristica comun de Pseudomonas es su considerable versatilidad
metabdlica, siendo capaces de asimilar un amplio rango de compuestos; sin
embargo, la glucosa no juega un rol central como en E. coli, Bacillus subtilis o
bacterias acido lacticas. De hecho, las fuentes preferidas de carbono de
Pseudomonas son algunos éacidos organicos o aminoacidos por encima de la
glucosa. Por ejemplo, en presencia de succinato y glucosa, la expresion de enzimas

de la via central para el catabolismo de glucosa como la glucosa-6-fosfato
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deshidrogenasa (Zwf) 2-ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato aldolasa (EDA) estan

reprimidas hasta que el succinato ha sido consumido (Rojo, 2010).

La expresion de genes para la asimilacion de carbohidratos como gluconato, glicerol,
fructosa y manitol también esta inhibida por succinato o acetato. Por otro lado, la
glucosa tiene un efecto represor en la expresion de varios genes, por ejemplo en los
regulones de P. aeruginosa para la utilizacion de manitol o histidina y los genes de
amidasa. La induccién de estos genes es también inhibida cuando las células crecen
en medio completo, donde los aminoacidos son la fuente de carbono utilizada, o en
un medio sintético que contiene casaminoécidos (un hidrolizado &cido de caseina).
Por lo tanto existe una jerarquia secuencial donde algunos acidos orgénicos y
aminoacidos permanecen como las fuentes preferidas de carbono, los compuestos
hidrocarbonados son los menos preferidos y la glucosa en un punto intermedio
(Rojo, 2010).

1.3.3 LA PROTEINA Crc

Dentro de los sistemas reguladores involucrados en la CCR en Pseudomonas se
encuentra el de la proteina Crc. Este regulador global fué inicialmente descrito en P.
aeruginosa como una proteina involucrada en el transporte y metabolismo de
glucosa y manitol, asi como en la represion de amidasa. Después se demostré que
participa en la represién inducida por succinato, o por componentes de un medio
completo, de varios genes catabdlicos incluyendo los genes bkd necesarios para la
asimilacion de aminoacidos en P. aeruginosa y P. putida, los genes de P. putida
para la asimilacion de benzoato, 4-hidroxibenzoato y 4-hidroxifenilpiruvato, los genes
de degradacion de alcanos codificados en P. putida por el plasmido Gpol OCT, los

genes de degradacion de tolueno y fenol (Rojo, 2010).

Un andlisis protedmico y transcriptdmico para dilucidar el papel de Crc en P. putida,
cultivada en medio completo (donde los aminoacidos son la principal fuente de
carbono), demostré que la inactivacion del gen crc modifica la expresién de al menos

134 genes, la mayoria involucrados en el transporte y asimilacion de aminoacidos y
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azucares. Crc modifico la expresion de varias porinas y transportadores para el
consumo de aminoé&cidos o dipéptidos e inhibié los genes necesarios para asimilar
valina, isoleucina, leucina, tirosina, fenilalanina, treonina, glicina y serina. Crc no
inhibié las vias para la utilizacion de prolina, alanina, glutamato, glutamina e
histidina, aminoacidos que son buenas fuentes de carbono para P. putida. En el
caso de la arginina, lisina, aspartato y asparagina, que pueden ser asimilados por
otras vias, Crc favorecio una ruta particular inhibiendo otras alternativas. Por lo tanto
no todos los aminoacidos son preferidos por igual y Crc es el elemento que organiza
la asimilacién jerarquica de los aminoacidos preferidos sobre los que no lo son,
favoreciendo también el uso preferencial de una ruta cuando hay varias (Rojo,
2010).

En presencia de fuentes de carbono preferidas, Crc inhibe la traduccion de los
MRNA de los genes de alkS y benR, los cuales codifican para reguladores
transcripcionales de genes requeridos para la asimilacién de alcanos y benzoato
respectivamente. Crc se une al extremo 5" de estos mMRNA especificamente a una
secuencia AAUAAUAA no apareada que puede estar localizada cercana a la
secuencia Shine-Dalgarno o al coddn de inicio AUG, siendo suficientemente estable
para prevenir la formacion del complejo de inicio de la traduccion Figura 4) (Moreno
et al., 2009).

En el caso especifico de la glucosa, existe evidencia de que en P. aeruginosa, Crc
podria estar controlando su asimilacion. Una mutante en Crc exhibe aumentos en la
cantidad de transcritos y expresion de proteinas involucradas en el transporte y
metabolismo de la glucosa. Algunos genes cuyos niveles se ven aumentados son la
el pgi-1, los genes de la via ED edd y eda, la porina oprb-1 y los genes cuyos
productos forman parte del sistema de transporte ABC de azucar (Moreno et al.,
2009).
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Figura 4 Mecanismo de accién de la proteina Crc. Crc se une a los RNA blanco en sitios
especificos localizados cerca o sobrepuestos al sitio de traduccién AUG, e inhibe la
formacion de un complejo de traduccion productivo. Crc puede competir con la
subunidad 30S del ribosoma por la unién al RNA o permitir que la subunidad 30S se
una, pero atrapandola en un complejo no productivo. El mecanismo preciso
depende del RNA que se considere y del sitio exacto de union a Crc con respecto
del sitio AUG. “SD” indica la secuencia Shine-Dalgarno (Rojo, 2010).
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134 LOS sRNA CrcZ y CrcY COMO REGULADORES GLOBALES DE LA
REPRESION CATABOLICA EN Pseudomonas spp.

Crc, la proteina de unién a mRNA de fuentes de carbono no preferidas tiene a su
vez dos reguladores, los RNA pequefios (SRNA por sus siglas en inglés) CrcZ y
CrcY. Se ha reportado que CrcZ contiene 5 motivos AANAANAA vy tiene la capacidad
de unirse a la proteina Crc con alta afinidad e incluso para removerla in vitro del
MRNA de amiE, un gen cuyo producto tiene actividad amidasa. La traduccion del
MRNA de amiE, en presencia de una fuente de carbono preferida como el succinato,
se ve inhibida debido a Crc. En ausencia de succinato, se expresa CrcZ, derivando
en la titulacion de Crc y permitiendo la traduccion de amiE Figura 5) (Sonnleitner et
al., 2009). La transcripcion de CrcZ es activada por el sistema de dos componentes
CbrA/B. En P. aeruginosa se describié que CrcZ tiene el motivo de unién a ChbrB,
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una secuencia palindromica (TGTTAC-N14-GTAACA) localizada entre las posiciones
-151y -125 de pcrcZ (Abdou et al., 2011).

Sumado a CrcZ, P. putida contiene otro sSRNA de 368 nucleotidos llamado CrcY, el
cual varia sus niveles de transcripcion de acuerdo a las condiciones de cultivo v,
junto, con CrcZ, secuestran al regulador global Crc, modulando su actividad. CrcY, al
igual que CrcZ, contiene seis regiones no apareadas que incluyen la secuencia
AANAANAA, descrita como motivo de unién de Crc (Sonnleitner et al., 2009; Moreno
et al., 2012).
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Figura 5 Mecanismo de accién de CrcZ y CrcY. CrcY s6lo esta presente en P. putida, P.
fluorescens y P. syringae. En P. aeruginosa solo esta presente el sRNA CrcZ.
Ambos modulan la disponibilidad de Crc. CrcZ y CrcY contienen 6 sitios de union
especifica con los que secuestran a Crc bajo condiciones que generan poca o nula
represion catabdlica por carbono. Los niveles de CrcZ y CrcY varian de acuerdo a
la fuente de carbono usada. Hasta ahora, se ha comprobado que s6lo CrcZ es
controlado por el sistema CbrA/B (Tomado de Moreno, et al., 2012)

Bajo condiciones que generan una fuerte represion catabdlica los niveles de CrcZ y
CrcY son muy bajos comparados cuando la represion no se ejerce. Eliminaciones
individuales de CrcZ o CrcY no afectan la represion catabdlica, aunque la ausencia

simultdnea de ambos sRNA provoca que la actividad de Crc se mantenga aun en
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medio de cultivo en condiciones no represoras. Una sobreproduccion de estos SRNA
resulta en la ausencia de represion aun en cultivos con condiciones fuertemente

represoras.

1.3.5 EL SISTEMA DE DOS COMPONENTES CbhrA/B ACTIVA LA EXPRESION
DE CrcZ.

En P. aeruginosa se describi6 el sistema de dos componentes CbrA/CbrB en donde
CbrA es la proteina sensora cinasa histidinica, y CbrB su regulador de respuesta
par. En CbrA la seccién del extremo amino terminal (490 residuos) parece ser el
dominio sensor y esta constituido por 12 posibles hélices transmembranales,
mientras que la seccion del extremo carboxilo terminal comparte homologia con las
cinasas histidinicas de la familia NtrB. El regulador de respuesta CbrB muestra
similitud a aquellos de la familia NtrC (Nishijyo et al., 1998; Nishijyo et al., 2001). Se
ha descrito que el sistema de dos componentes CbrA/CbrB regula la asimilacion de
fuentes de carbono, mientras que el sistema NtrB/NtrC regula la asimilacion de
fuentes de nitrogeno. El sistema regulador de dos componentes CbrA/CbrB, controla
la expresion de varias rutas catabdlicas y posiblemente, junto con el sistema
NtrB/NtrC controlan los flujos catabdlicos de carbono y nitrdgeno en P. aeruginosa.
(Li, W. & Lu, C., 2007).

Se ha demostrado que en P. putida la transcripcion de CrcZ y CrcY esta regulada
por el sistema de dos componentes CbrA/B, ya que CbrB se une a las regiones
reguladoras de estos sSRNA promoviendo la activacién del promotor tipo 6>* (Abdou
et al., 2011).

En resumen, en presencia de una fuente preferida de carbono, los niveles de CrcY y
CrcZ permanecen bajos y las reservas de Crc son suficientemente altas para unir los
MRNAs blanco, inhibiendo su traduccién. Por el contrario, si la Unica fuente de
carbono es una no preferida (como glucosa), los niveles de CrcZ se incrementan,
presumiblemente mediante la activacion del sistema CbrA/CbrB, secuestrando a
Crc y permitiendo que el ribosoma se una y traduzca los mRNAs blanco. CrcY

parece ser activado por otra via alternativa al TCS (Moreno, et al., 2012).
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2 ANTECEDENTES

ARMANDO: ME APARECE LA PAGINA ANTERIOR VACIA..... CHECALO

2.1 CRECIMIENTO DIAUXICO EN A. vinelandii.

Se ha reportado que A. vinelandii exhibe crecimiento diduxico cuando se cultiva
con suficientes concentraciones de mas de una fuente de carbono como glucosa y
acetato. El acetato es usado como la fuente de carbono primaria (George et al.,
1985; Tauchert et al., 1990) y esto correlaciona con altos niveles de la enzima

acetato cinasa. Figura 6)
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Figura 6. Crecimiento de A. vinelandii en cultivo en lote en una mezcla de acetato y glucosa.
Se muestran las concentraciones de proteina celular (X), acetato (triangulos
negros) y glucosa (triangulos blancos) (Tauchert et al., 1990).

Posteriormente, una vez consumido el acetato hay un aumento de dos enzimas que
intervienen en la glicélisis: la glucosa 6-P deshidrogenasa (Zwf) y la gliceraldehido 3-

P deshidrogenasa, enzimas pertenecientes a la via ED (Conway, 1992).

Aunque los mecanismos moleculares de esta regulacion se desconocen, se sabe
gue metabolitos derivados del acetato como acetil-CoA y acetil-fosfato inhiben la

actividad de la glucosa 6-P deshidrogenasa (Tauchert et al., 1990)
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2.2 En A. vinelandii LA CINASA HISTIDINICA CbrA ES NECESARIA PARA LA
ASIMILACION DE GLUCOSA EN EL CRECIMIENTO DIAUXICO.

En el grupo de la Dra. Cinthia NUfiez existe una linea de investigacibn encaminada a
entender los mecanismos de regulacion que controlan tanto la sintesis como las
propiedades fisicoquimicas del alginato producido por A. vinelandii. En esta linea se
demostré que el sistema de dos componentes CbrA/CbrB regula negativamente la
sintesis de alginato, asi pues, una mutante en el gen cbrA, que codifica la cinasa
histidinica exhibié una sobreproduccion 11 veces mayor de este polimero
extracelular (Cepa silvestre: 60 ug alginato/mg de proteina; Cepa cbrA::mTn5: ~600
pg alginato/mg de proteina). Ademas la complementacion genética de la mutante
con la copia silvestre del gen cbrA redujo la produccién de alginato a niveles

silvestres (Serrano-Roméan 2011; Quiroz Rocha 2012).

Una caracterizacion mas a detalle de la mutante cbrA demostré que ésta cinasa
histidinica era necesaria para la utilizacion de glucosa en el crecimiento diduxico
acetato-glucosa pues la mutante cbrA fue incapaz de crecer en glucosa una vez

consumido el acetato del medio Figura 7}(Hernandez-Ortiz, 2011).
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Figura 7- Cinética de crecimiento en glucosa (A) y en medio diauxico glucosa-acetato (B),
de la cepa EalgD y de su derivada cbrA::Tn5 AH1. Se muestra el consumo de
glucosa en medio Burk Glucosa (C) o en medio Burk Glucosa-Acetato (D)
(Hernandez-Ortiz, 2011).

2.3 EL SISTEMA DE REGULACION CbrA/CbrB-Crc EN A. vinelandii.

Un andlisis de la secuencia del genoma de A. vinelandii reveld la existencia de un
gen ortélogo a crc de P. aeruginosa, y un gen ortélogo a crcZ y cuyo arreglo génico
se conserva con respecto a especies de Pseudomonas. Ademas en el genoma de A.
vinelandii se identific6 un paralogo a crcZ, denominado crcX y cuya secuencia
nucleotidica muestra una identidad del 67% con el crcY de Pseudomonas sp. El

gen crcX se encuentra rio abajo de un gen que codifica una proteina hipotética (Avin
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04790). Por su parte la proteina Crc (Avin02870) de A. vinelandii posee un 83% de

identidad con su homdloga en P. aeruginosa.

Se han hecho varios intentos de construir mutantes tanto en el gen crc como en
crcZ de A. vinelandii sin que hasta la fecha se haya logrado obtener estas mutantes,
lo que sugiere fuertemente que estos genes son esenciales bajo las condiciones de
laboratorio ensayadas. Esto contrasta con lo reportado en P. aeruginosa en donde
se han generado mutantes en crc y crcZ que si son viables. Por esta razon, para
evaluar el efecto del sistema de regulacién CbrA/B-Crc sobre CrcZ, se construy6 una
fusion transcripcional del promotor de CrcZ con el gen reportero gusA. Al medir la
actividad de B-glucuronidasa la fusién pcrcZ-gusA en el fondo genético cbrA- se
observo que los niveles se abatian, comparados con los niveles observados en el
fondo de la cepa silvestre. De esta manera, se propone que en A. vinelandii CbrA es
necesaria para fosforilar su regulador de respuesta CbrB, el cual activa la

transcripcion del gen crcZ a partir de su promotor 6> (Quiroz-Rocha, 2012).

Con estos antecedentes y considerando el reporte de Sonnleitner y cols. (2009) nos
fue posible proponer un modelo en el que, al igual que en P. aeruginosa, el sistema
de dos componentes CbrA/B en A. vinelandii participaria en la CCR al controlar el
sistema de regulacion post-transcripcional Crc/CrcZ. En la mutante cbrA la utilizacion
de glucosa en el crecimiento diauxico estaria reprimida de manera permanente por
el efecto de la proteina Crc debido a que no hay expresién del SRNA CrcZ. En apoyo
a este modelo hemos encontrado posibles secuencias de union de Crc en genes del

metabolismo de glucosa en A. vinelandii (Hernandez-Ortiz, 2011).

2.4 ALGUNOS GENES PARA EL TRANSPORTE Y CATABOLISMO DE
GLUCOSA EN A. vinelandii CONTIENEN SITIOS PROBABLES DE UNION A LA
PROTEINA Crc.

En términos generales, los genes responsables del transporte y catabolismo de

glucosa estan conservadas entre A. vinelandii y P. putida. Sin embargo, en A.
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vinelandii no se encuentra el transportador de membrana externa OprB pero cuenta
con la proteina GIluP (Avin 04150) la cual ha sido anotada como un transportador de
glucosa/galactosa homologa al transportador de glucosa de B. subtilis (Mesak et al.,
2004). EIl modelo del transporte y catabolismo de glucosa que operaria en A.
vinelandii se muestra en la Figura 8 y est4 basado en el modelo propuesto para P.

putida.
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ME e
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Figura 8 Modelo del transporte y metabolismo de glucosa propuesto para A. vinelandii. ME,
Membrana Externa; EP, Espacio Periplasmico; MI, Membrana Interna. Las flechas
sefialan las proteinas cuyos genes presentan sitios putativos de union a Crc.
(Hernandez-Ortiz, 2011).

Una vez establecidas las rutas de asimilacion y metabolismo de glucosa en A.
vinelandii, se realiz0 la busqueda de sitios posibles de union de la proteina Crc. Se
encontraron cuatro sitios putativos en los genes que se enlistan en la Tabla 1: en el
gen gluP (posible transportador de glucosa), en el gen eno-6 (Enolasa), en el gen

kguT (posible transportador de gluconato) y en el gen eda-2 (2 ceto-3-deoxi- 6-P-
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gluconato aldolasa). Este analisis sugiere que la asimilacion de glucosa en A.

vinelandii pudiera estar regulada por Crc desde su transporte al interior de la célula.

El mecanismo de represion catabdlica por carbono en A. vinelandii no ha sido
estudiado previamente. En este proyecto proponemos investigar la funcién del gen
gluP en la asimilacion de glucosa y si su expresion esta controlada por el Sistema
CbrA/B-Crc/CrcZ.

Tabla 1. Sitios putativos de union a Crc en genes metabolismo y transporte de
glucosa en A. vinelandii

gluP
CODIGO AVIN 04150
ACTIVIDAD Transportador de glucosa/galactosa
UBICACION 395096-396385
RANGO 396335-396435

SECUENCIA CGGCAGGGGCCTCTCCTTGAAGCAACAATCACAACAAGAGGAAATGCA
CGATGACGACGGTAGAAACGACCTTCAACAATGCCGGCACGGACAATC

CGGCG
kguT
CODIGO AVIN 26900
ACTIVIDAD Transportador de 2-cetogluconato
UBICACION 2758851 -2760149
RANGO 2758801- 2758901

SECUENCIA GATCCCGACGGCACCTGCTGCCACAAAAACAACAAGCTCAGGAGACAT
CCATGCAAAATCCGCGTCTCGCCAGCCGCCGCTGGTGGTATCTCATCC

CGGTC
eno-6
CODIGO AVIN Avin38790
ACTIVIDAD Enolasa
UBICACION 3921449-3922738
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RANGO

3922688-3922788

SECUENCIA AACAGCTTGAACCCTGTCGCTTGCAGTTATCTATGGAGTGTTGAACAAC
AATGGCAAAGATCGTCGACATCAAGGGACGCGAAGTGCTCGACTCCCG
TGGC
eda-2
CODIGO AVIN Avin27250
ACTIVIDAD KDPG aldolasa
UBICACION 2797905-2798543 (Reverso)
RANGO 2798493-2798593
SECUENCIA TGAACAGCATCCAGAACAACAAACCGGCCACTTCCCAGAGCGTGCCGA

GCATGGCCGACAAGGTCGCCCTGATCGATCGGCTGTGCGCGGAAGCC
CGCATC

En Verde: Coddn de inicio de la traduccion. En Rojo sitio putativo de union de Crc.
(Tomado de Hernandez-Ortiz, 2011).

31



3 MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIAL BIOLOGICO

Tabla 2. Cepas utilizadas en el presente trabajo

Especie Cepa Caracteristica Referencia
c ivestre: Nal " Larsen y Haug,
: . epa silvestre; Na
A. vinelandii E P 1971,
Guzman 2001 Nuiez
A. vinelandii GG15 cbrA::Tn5 / Mucoide C. Datos no
publicados
_ . Derivada de la cepa E _
A. vinelandii cbrA::Sp Polar Quiroz Rocha 2012
cbrA::Sp
Derivada de la cepa E; y
EalaD aDKm® N duct Coleccion del
: . a algD::Km'; No productora
A. vinelandii 9 9 _ P laboratorio
de alginato.
Derivada de la EalgD; Hernandez-Ortiz
A. vinelandi AH1 cbrA::Tn5 2011.
Derivada de la EalgD;
A. vinelandii AH1-R1 cbrA::Tn5 sitio-dirigida; Este trabajo
No mucoide
Derivada de la cepa Este trabai
: . ste trabajo
A. vinelandi AHI20 EalgD. Mutante gluP::Sp" :
_ . Derivada de la cepa E _
A. vinelandii AHI30 Este trabajo
gluP::Sp'
) B Derivada de la E
A. vinelandii E/pSRK Km'

portadora del plasmido

Quiroz Rocha 2012
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inducible pSRK Km'

. vinelandii

E/pSRK-Crc

Km'

Derivada de la E
portadora del plasmido
inducible pSRK-Crc Km'

Quiroz Rocha 2012

. vinelandii

AHI30/ pSRK-
gluP Km'

Derivada de la AHI30
portadora del plasmido
inducible pSRK-gluP Km'

Este proyecto

. vinelandii

AHI40

Derivada de la cepa E,
porta la fusion
transcripcional pgluP-

gusA cromosomal.

Este proyecto

. vinelandii

AHI50

Derivada de la cepa
cbrA::Sp polar. Porta la
fusion transcripcional

pgluP-gusA cromosomal.

Este proyecto

. vinelandii

AHI60

Derivada de la cepa E,
porta la fusion
traduccional pgluP-gusA

cromosomal.

Este proyecto

. vinelandii

AHI70

Derivada de la cepa
cbrA::Sp, porta la fusién
traduccional pgluP-gusA

cromosomal.

Este proyecto

. coli

DH5-a

EndAl hsdR17 supE44
thi-1A- recAl gyrA96
relAAlacU169¢80 (AlacZ
AM15)

Hanahan, 1983
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Tabla 3. Plasmidos

Plasmido Caracteristica Referencia

OCR®2.1.TOPO" Vector de clonacion para productos de Invitrogen™
PCR; lacZ, Amp'.

DJET 1.2 Vector de clonacién para productos de Thermo
PCR; Amp'". Scientific®

OBSL130 Plasmido que porta el cassette de Alexeyev et al.
resistencia a Km' 1995
Derivado del pCR®2.1-TOPO®, posee un

pAH-01 fragmento de 1945pb del gen gluP Este trabajo
amplificado por PCR
Derivado del pBluescript KS+, posee _

PAR-02 clonado el fragmento EcoRI del gen gluP. Este trabajo
Derivado del pBluescript KS+, posee el

pKS-Sp fragmento EcoRlI del cassette de Este trabajo
resistencia Q Sp'
Derivado del pAH-02, posee una insercion

pAH-03 del cassette de Sp dentro del gen gluP Este trabajo

(gluP::Sp"

pBluescript KS+

Vector de Clonacioén

Stratagene

Derivado de pJET 1.2 posee un fragmento

Este trabajo

PAR-04 de 1.7 kb de la region promotora de gluP

Derivado del pBluescript KS+, porta un

fragmento Pstl de 7000 pb del cromosoma | Coleccién del
pGG15 laboratorio.

de la cepa GG15, el cual contiene la

insercidon cbrA::Tnb5.

34




Vector de clonacion, amplio rango de
hospedero, derivado de los pBBR1IMCS,

pPSRK-Km _ . Khan et al., 2008
posee un promotor inducible con IPTG.
Km'
Derivado del pSRK-Km, posee el gen crc Quiroz Rocha. E.

PSRK-crc : : . : : ;
en el mismo sentido del promotor inducible | Tesis de Maestria
Derivado del pSRK-Km', porta un

pSRK- gluP fragmento de 1.9 kb correspondiente al Este trabajo
gen gluP
Vector de amplio rango basado en ColE1l _

pRK2013 o Ditta et al., 1980
Km', plasmido helper
Plamsido derivado de pUC18. para constrir

PUMA Tc gusA T fusiones transcripcionales con gusA en el | Castafieda M.
locus cromosmal melA. Tcr.
Derivado de pUMA Tc gusA T posee la

pAH-05 region reguladora de gluP de 1.8 kb en Este trabajo
fusion transcripcional con gusA.
Derivado de pUMA Tc gusA PT posee la

pAH-06 region reguladora de gluP de 1.8 kb en Este trabajo

fusion transcripcional con gusA.

Tabla 4. Oligonucleotidos

Oligos Secuencia Tm Amplicon

glup-F CATGTGGATCGACTCAGGAG 60°C Gen gluP mas 300pb
rio arriba y 300pb rio

gluP-R CCAGGCATTCGGTATAGAAG 60°C | apajo

cbrA-F CCTCTACCGAATGCTGGAC 60°C Gen cbrA

cbrA-R GGATCGCAGAGATTGAGG 60°C
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rpoS-5 GATTTGTCGCAGAGTATCG 60°C 500 pb del gen rpoS

P0S-6 GACAGCGATCGAGGCCGTTC eocc | de A. vinelandi

Spl GAGCAGGGGAATTGATCC 60°C | Gen Sp' de ~2 kb

Sp2 GGTGGATGACCTTTTGAATG 60°C

gTraF GAGCTC'CCATGTTCCCGAGACTTC |58°C Region reguladora de

gluP-Trad | CTGCAGGAAGGTCGTTTCTACCG | 58°0c | 9luP de 1.7kb

Fus-Gus F | GATGCCTCCTCTCGACAAAC so°c | Region 3" de pgluPy
5" de gusA de la

Fus-GUSR | cTGCCTGGCACAGCAATTG 60°C | fusién transcripcional

3.2 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)
Por cada 50 pl de reaccion se usaron las siguientes concentraciones, siguiendo las

especificaciones de la enzima Taq DNA Polimerase Fermentas®.

Tabla 5. Concentraciones para la Reaccion

Buffer Taq 5 pl (10x)

dNTP Mix 5 pl (0.2 mM c/u)
Primero F 10 picomoles
Primero R 10 picomoles

25 mM MgCl, | 2Mm

DNA Templado 2 ul (Stock: 20 pg/ul)

Taq polimerasa 125U
Agua cbp 50 pl
Volumen total | 50 pl

Nota: Cada reaccion contiene ademas 10% de DMSO.
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Para llevar a cabo estas reacciones se utilizd la enzima Taq DNA polimerasa
(Fermentas®) y a menos que se indigue lo contrario, las condiciones se muestran en

la siguiente tabla.

Tabla 6. Condiciones del Termociclador

95°C | 5 min 1 ciclo

93°C | 30 segundos

60°C | 30 segundos | 25 ciclos

70°C | 2 min

72°C | 15 min 1 ciclo

3.3 CONSTRUCCION DEL PLASMIDO pAH-03 (pKS glup::Sp)

El gen gluP fue amplificado mediante PCR usando los oligonucleétidos gluP-F y
gluP-R con una Tm de 60°C y empleando DNA cromosomal de la cepa EalgD de A.
vinelandii como templado; el producto de la reaccion fué purificado y posteriormente
clonado en el plasmido pCR®2.1-TOPO® (Invitrogen), obteniendo el plasmido pAH-
01.

El plasmido pAH-01 se digiri6 con la enzima de restriccion EcoRI para liberar un
fragmento de 1.945 kb que contiene el gen gluP, el cual se purifico y se sublcond
posteriormente en el vector pBluescript KS+ (pKS), para obtener el plasmido pAH-
02. El plasmido pAH-02 se digiri6 con la enzima de restriccion Styl la cual libera un
fragmento interno de 600 pb del gen gluP. La enzima Styl deja extremos cohesivos
por lo que estos se rellenaron con el fragmento Klenow de la DNA polimerasa.
Posteriormente en este sitio se ligd un cassette de resistencia a Sp, liberado con la
enzima Smal a partir del plasmido pKS-Sp', generando el plasmido pAH-03 el cual

porta la mutacién gluP::Sp.
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3.4 CONSTRUCCION DEL PLASMIDO pKS-Sp

El cassette de Sp' fue obtenido mediante la digestion del plasmido pBSL130
(Alexeyev et al. 1995) con la enzima EcoRI y posterior a su purificacion se clon6 en
el plasmido pBluescript KS+ también digerido con EcoRI. Al plasmido resultante se

le denominod pKS-Sp.

3.5 CONSTRUCCION DE LAS MUTANTES gluP EN LOS FONDOS GENETICOS E
y EalgD DE A. vinelandii.

Se utilizé DNA del plasmido pAH-03, linearizado con la enzima Xhol, para
transformar células competentes tanto de la cepa E como la cepa EalgD. Las
transformantes se seleccionaron en medio Burk Acetato Spsy A las transformantes

derivadas de las cepas E y EalgD se les denominé AHI 20 y AHI 30 respectivamente.

3.6 CONSTRUCCION DEL PLASMIDO pSRK-gluP

Se amplific6 mediante PCR vy utilizando los oligonucleétidos gluP-F y gluP-R un
fragmento de 1.9 kb de la cepa E que corresponde al gen gluP. Se clond en el
plasmido pJET 1.2 (Thermo Scientific®) utilizando el Kit CloneJET PCR Cloning Kit
de acuerdo a las especificaciones del fabricante. Se escindi6 el fragmento
correspondiente al gen gluP del plasmido con las enzimas Bglll y Xhol y finalmente

se clono en el plasmido pSRK Km en los sitios Xhol y BamHI (Compatible con Bglll).

3.7 COMPLEMENTACION DE LA CEPA MUTANTE E gluP.

El plasmido pSRK-gluP se transfirid6 a la cepa AHI30 (EgluP::Sp) por conjugacion
mediante una cruza triparental tal y como se indica en Materiales y Métodos (Ver
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3.10). Se seleccionaron transconjugantes resistentes a Km, dando origen a las
cepas AHI30/pSRK- gluP

3.8 ELECTROFORESIS DE DNA EN GEL DE AGAROSA.

Se prepararon geles de agarosa al 1% con solucion amortiguadora de acetatos 1x
(TAE) tefidos con bromuro de etidio (15 pg de bromuro de etidio / 30 ml de
agarosa). Los pozos del gel se cargaron segun la concentracion requerida de la
muestra de interés, afiadiendo 1-2 ul de buffer de carga. Para estimar el tamafio o
peso de las bandas de DNA en cada uno de los geles se emplean marcadores de
peso molecular como GeneRuler™ DNA Ladder Mix ready-to-use (Fermentas) y/o
DNA del fago A restringido con Hindlll. La electroforesis se realizan en solucion
amortiguadora de acetatos 1x a 100 volts / 30 min, aunque comdnmente, se corre a
80 voltios/ 45 min para una mejor separacion de las bandas de DNA. Para visualizar
el DNA, los geles ya tefiidos con EtBr se visualizaron en el transiluminador de luz UV
(Sambrook, 1989).

3.9 PURIFICACION DE PLASMIDO DE E. coli.

Se cultivé E. coli en 5 ml de medio LB con el antibidtico correspondiente durante
por 16 horas 200 rpm a 37°C. Se centrifugaron 3 ml de cultivo y el pellet se
resuspendioé en 175 ul de TES (Sacarosa 15%, 50 mM Tris pH 8.5y EDTA 50 mM
pH 8) y se agregaron 25 ul de lisozima (10 mg/ml) y se dejé actuar 20 min en hielo.
Posteriormente se agreg6 400 pl de agua fria (0°C aprox) y se incubd a 73°C por 15
min. Se centrifugd por 15 mina 13 000 rpm y el sobrenadante se transfiri6 con
cuidado a un nuevo tubo Eppendorf. Se agregaron 60 ul de NaClO4 5 My 600 pul de
isopropanol. Después de agitar se centrifugd por 15 min y el pellet se lavo con etanol
al 70%. Finalmente se dejo secar y se resuspendié en 50 ul de solucion con RNAsa
(20 pg/ml).
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3.10 CONJUGACION TRIPARENTAL DE A. vinelandii y E. coli.

Se cultivd A. vinelandii en 50 ml de BS liquido en un matraz de 250 ml y se incubd
48 h 200 rpm 30°C. A las 24 horas de iniciado el cultivo de A. vinelandii, se cultivo E.
coli (tanto la cepa que contiene el plasmido a conjugar, como la cepa pRK2013 o
“Helper”) en 5 ml de medio LB (con los antibidticos correspondientes) a 200 rpm
37°C. Se lavaron las células de A. vinelandii con un volumen de solucion de MgSO,
10 mM y se concentraron 25 veces, es decir en 2 ml de MgSO, 10 mM. Se
mezclaron 100 pL de las células de E. coli pKR2013 (Helper), E coli pSRK-gluP y
de la cepa AHI 30 en proporcion 1:1 y se platearon 0.3 ml en medio para placas de
cruzas. Se incubo por 24 horas. Se colecto el tapete con 1 ml de BS usando una
espatula. Se realizaron diluciones con MgSO,4 10 mM y se platearon 100-200 uL en

cajas de seleccion.
Medio empleado para placas de cruzas A. vinelandii / E. coli.

250 ml BS, 70 ml LB, 0.2% Glucosa*, 15 mM Acetato de amonio (no esencial) *Stock

glucosa 20%: utilizar 3.2 ml / 320 ml medio.

3.11 TRANSFORMACION DE E. coli.

Se mezclaron 5 pg de DNA con 200 pl de células competentes y se mantuvieron 30
min en hielo. Se sometieron a choque térmico 2 minutos a 42°C. Se agregd 1 ml de
medio LB y se cultivd 1 hora a 37°C en agitacion. Finalmente se plateé en medio de

seleccion.

3.12 PURIFICACION DE DNA CROMOSOMAL DE A. vinelandii.

Se cultivd A. vinelandii en 100 ml de medio BS adicionado de 20 ml de PY durante
48 horas a 200 rpm a 30°C. Posteriormente se centrifugd y el pellet se lavé con
buffer TE 50/20. Se agregaron 50 pl de lisozima (10 mg/ml) y se incub6 30 min a
37°C. Posteriormente se agregaron 50 pl de proteasa (10 mg/ml) y se incub6 30 min
a 37°C. Se adicionaron 50 ul de SDS 10%, se incubaron 15 min a 37°C. Después se

40



agregaron 100 pl de NaCl 5 M, se mezclo y se incubo 10 min a 65°C. Posteriormente
se adicionaron 80 pl de solucion CTAB 10% NaCl 0.7 M (Previamente incubada a
65°C) e incubd 15-20 min a 65°C. Para extraer, se usé un volumen de solucién
cloroformo-alcohol isoamilico 24:1, se agitd en vortex 10 segundos y centrifugd 5 min
a 13000 rpm. Este dltimo proceso de extraccion se lleva a cabo 3 veces. Finalmente
para precipitar el DNA se afiadieron 0.6 volumenes de isopropanol y se centrifugd 5
min a 13000 rpm. El pellet se lavd 3 veces con 1 ml de Etanol al 70%. El pellet se
seco, se resuspendié en 30 pl de solucion RNAsa (20 pg/ml) y se Incubd 1 hora a
37°C. Finalmente se almaceno a -20°C. La integridad del DNA cromosomal extraido

se verificd en electroforesis en gel de agarosa.

3.13 PREPARACION DE CELULAS COMPETENTES DE A. vinelandii.

Se subcultivé la cepa de interés 2 veces en medio CM sdlido (El medio CM es similar
al medio Burk pero carece de FeSO, y NaMoO,) incubando a 30 °C/ 48 horas.
Después se colecto todo el tapete celular en 50 ml de CM liquido incubando a 30°C/
48 horas a 200 rpm. Se obtuvo el pellet centrifugando a 4000 rpm/10 min y las
células se lavaron con MgSO, 10 mM para retirar el alginato. Las células se
resuspendieonn en 2 ml de medio CM adicionado con 16 mM MgCl, pudiendo

conservarse asi hasta por 15 dias a 4°C.

3.14 TRANSFORMACION DE CELULAS COMPETENTES DE A. vinelandii CON
DNA CROMOSOMAL.

La transformacion se llevé a cabo en un tubo de polipropileno Eppendorf de 1.5 ml
utilizando 100 pl de células competentes y agregando 5 ug de DNA. La mezcla se
coloco en placas con medio CM solido y se distribuyd con la punta de la micropipeta
a manera de lograr un tapete celular de 2 cm?. Se incubé por 24 horas a 30°C.

Posteriormente se recolecto el tapete celular con 500 ul de BS y se lavé con MgSO,4
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10 mM. Por ultimo se sembré en placas con medio de seleccion, incubando a 30 °C
de 2 a 4 dias.

3.15 CONDICIONES Y MEDIOS DE CULTIVO PARA A. vinelandii

A. vinelandii se cultivd de manera rutinaria en medio Burk Sacarosa (BS) (Kennedy
et al. 1986). El medio BS se compone de: K;HPO4, 0.8 g/l; sacarosa, 20 g/l; KH2POy,
0.2 g/l; NapSO,, 0.183 g/l; MgCl,6H,O, 0.16 g¢/l;, FeS0O,.7H,O, 0.005 gl/l;
Na;Mo00,4.2H,0, 0.0002 g/l y CaCl,.2H,0, 0.073 g/l. Cuando se requiere, el medio
Burk se adiciona con fuentes de carbono distintas Glucosa (BG), Acetato (BA),
Glucosa-Acetato (BGA), Succinato (BScc). Cada una de las fuentes de carbono tiene
una concentracién final 50 mmoles/L. Los cultivos se incubaron a 30 °C por 48
horas. Para cultivos en placa se emple6 agar al 1.5%. El medio CM se compone de
KoHPO4, 0.8 g/l; sacarosa, 20 g/l; KH2POg4, 0.2 g/l; NaySO,4, 0.183 g/l; MgCl,6H,0,
0.16 g/l y CaCl,.2H,0, 0.073 g/l. Los cultivos liquidos se agitan a 220 rpm durante la

incubacioén

3.16 CINETICAS DE CRECIMIENTO.

Preinoculos: Estos se prepararon inoculando 100 ml de medio BG liquido para cada
mutante con una asada proveniente de una caja con medio BG sélido subcultivada 2
veces por 48 horas a 30°C. El preindculo se cultivd a 30°C por 18 h. Se lavaron las
células centrifugando a 8000 rpm por 5 min y resuspendiendo en 30 ml de buffer
Burk (medio Burk sin fuente de carbono). Una vez resuspendidas se midi6o la
absorbancia de cada resuspension en el espectrofotdmetro Ultrospec 3300pro a una

longitud de onda de 600nm.

Inéculos: Se iniciaron los cultivos ajustando la DOggo a 0.05 preferentemente, esto
equivale a 0.03 pgProteina/ml. Los medios utilizados son Burk Glucosa (BG), Burk
Acetato de Sodio (BA), Burk Glucosa-Acetato de Sodio (B-GA) y Burk Succinato (B

Succ).
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La concentracion de glucosa para los cultivos en medio BG o la de acetato para el
medio BA fué de 50 mM; en cambio, en medio BGA la concentracion del acetato y

glucosa fué de 30 mM para cada uno.

Los ensayos se realizaron por triplicado. Una vez inoculados los matraces, se midio
la absorbancia a una longitud de onda de 600 nm o la concentracion de proteina por
mililitro de cultivo cada 3 o 4 horas durante las primeras 16 horas y finalmente cada

8 horas hasta las 48 horas

3.17 CONSUMO DE GLUCOSA.

La concentracion remanente de glucosa en el medio de cultivo se determind por
método enzimatico en el equipo Biochemestry Analyzer 2700 SELECT (YSI). Para
ello se midi6é la concentracion de glucosa en el sobrenadante de 1 ml de cultivo
previamente centrifugado a 13 000 rpm/1 min. El consumo se estimé mediante la

diferencia entre la concentracion de glucosa inicial y la final.

3.18 CUANTIFICACION DE PROTEINA.

Para el ensayo de cinética de crecimiento se realiza una cuantificacion de proteina
con en base al método reportado por Lowry et al (1951). El pellet obtenido del cultivo
de A. vinelandii se lavé con MgSO,4 10 mM y se resuspendié en 1 ml. Posteriormente
se tomo una cantidad adecuada de muestra y se aforé a 200 ul con agua destilada,
a la cual se le afiadi6 1 ml de solucion reactiva*. Se dejé reposar 10 min para
posteriormente agregar 100 pul de reactivo de Folin (Sigma) diluido en un volumen de
agua, y se dejo otra vez en reposo por 30 min. Por ultimo, la absorbancia se ley6 a
625 nm. Paralelamente se corridé una curva de calibracion con concentraciones de
albumina de 50, 100, 200 y 800 ug/ml. Las soluciones a usar son: A) Na,CO3; 2% en
NaOH 0.1 N; B) Tartrato de sodio y potasio 2% y C) CuSO,4 1%.

*La solucion reactiva se prepar6é con 1 ml de solucién C, 1 ml de solucion B 'y 98 ml

de solucioén A.
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4 HIPOTESIS

El gen gluP de A. vinelandii es necesario para el transporte de glucosa y su

expresion esté controlada por el sistema de regulacién CbrA/CbrB-Crc/CrcZ

5 OBJETIVOS

GENERAL

Estudiar la funcion del gen gluP en la asimilacién de glucosa e investigar si su

expresion esta controlada por el sistema CbrA/B-Crc.

PARTICULARES

1. Estudiar la funcion de GIuP en el crecimiento de A. vinelandii en glucosa

como Unica fuente de carbono.

2. Investigar si la expresion de gluP esta regulada por el Sistema de Dos

componentes CbrA/CbrB

3. Investigar la funcion de Crc en el crecimiento en glucosa como Unica fuente

de carbono.
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6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 LA FALTA DE ASIMILACION DE GLUCOSA EN PRESENCIA DE ACETATO
EN LA MUTANTE AH1 SE DEBE SOLO A LA MUTACION cbrA::Tn5.

Como se menciond en Antecedentes, la caracterizacion de la mutante AH1 mostro
gue en medio minimo Burk consumia glucosa cuando era la Unica fuente de carbono

pero no consumia glucosa en presencia de acetato.

La mutante AH1 fue generada transformando la cepa EalgD con DNA cromosomal
de la cepa GG15 (cbrA::Tn5-Sp'), con la posterior seleccion de mutantes resistentes
a Sp'. Con el fin de corroborar si el fenotipo de la falta de asimilacion de glucosa en
presencia de acetato se debe a la mutacién cbrA::Tn5 y descartar la posibilidad de
que dicho fenotipo se debiera a alguna mutacion asociada al locus cbrA, se decidié
reconstruir la mutante AH1 de forma sitio dirigida, es decir transformando la cepa
receptora EalgD con DNA de un plasmido que porta solo la mutacion cbrA::Tn5
(plasmido pGG15). Asi pues, se transformaron células competentes de la cepa
EalgD (Km") y se seleccionaron candidatas en medio minimo Burk Glucosa Spsg

Kms.

Para investigar si estas cepas portaban la mutacion cbrA::Sp' y/o si poseian adn
copias silvestres del gen cbrA (A. vinelandii es poliploide) se traté de amplificar por
PCR el alelo cbrA con oligos especificos (oligos cbrA-F y cbrA-R). Una de las
candidatas, que no mostré copias silvestres del gen cbrA, fue denominada AH1-R. El
DNA cromosomal de esta mutante se us6 como templado para amplificar el cassette
de Sp'y amplificar el gen rpoS, propio del cromosoma de A. vinelandii, como control
interno de la reacciéon de PCR. Como puede observarse en la Figura 9 se logro la
amplificacion del cassette de resistencia a espectinomicina y del gen rpoS a partir de
DNA cromosomal de la mutante AH1, lo que confirma la mutacion cbrA::Sp" en esta
cepa.
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Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR amplificados a partir de
DNA cromosomal de la cepa parental EalgD y de la cepa mutante AH1-R.
Amplificaciéon del gen rpoS (Carriles 2 y 4), del gen cbrA (carriles 3 y 6), y del
cassette de resistencia a espectinomicina (Carril 5). Marcador de peso molecular:
O GeneRUler™ DNA Ladder Mix de Thermo Scientific® (Carril 1).

De esta manera, al reconstruir la mutante, el siguiente paso fue la caracterizacion del
consumo de fuentes de carbono a través del crecimiento en medio minimo Burk con
glucosa como unica fuente de carbono y en medio minimo Burk con glucosa y
acetato.

Como se habia reportado previamente, nuestros resultados indican que la cinasa
histidinica CbrA es necesaria para desactivar la CCR de glucosa por acetato en A.
vinelandii. La cinética de crecimiento de la mutante AHI-R en la mezcla glucosa
acetato demuestra que el fenotipo observado se debe a la mutacion cbrA::Tn5. La
mutante AHI muestra una tasa de crecimiento muy similar a la de la cepa parental
durante las primeras 18 horas (etapa del consumo de acetato) (E p= 0.225 + 0.021;
AHI-R p= 0.193 £ 0.227). A partir de las 18 horas la mutante entra en etapa
estacionaria mientras la cepa silvestre continla en crecimiento hasta las 33 horas,
antes de ingresar a la etapa estacionaria (E p= 0.11 + 0.004 ; AHI-R p= 0.06 =
0.006). Midiendo la concentracion de glucosa del sobrenadante se observa que solo
la cepa silvestre consume la glucosa del medio, lo cual correlaciona con la cinética
de crecimiento Figura 10).
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Figura 10. Panel A. Cinética de crecimiento de la cepa silvestre EalgD (Rojo) y la mutante
AHI-R1 (Azul) en medio BGA (Glucosa 30 mM — Acetato 30 mM). Panel B. Cinética
de consumo de glucosa.

6.2 EL GEN gluP DE A. vinelandii CODIFICA UN POSIBLE TRANSPORTADOR
DE GLUCOSA

Como ya se menciond anteriormente, después de un anadlisis in silico, se
encontraron sitios putativos de unién de la proteina represora Crc en genes del
transporte y metabolismo de glucosa en A. vinelandii. Uno de ellos es el gen gluP
(Avin 04150) que se ha reportado en B. subtilis como un transportador de glucosa
(Mesak et al., 2004).

El gen gluP de A. vinelandii es de 1.29 kb y codifica una proteina de 429 aa, con un
peso estimado de 44.7 KDa y un pl de 8.01, y de localizacion membranal. Esta
proteina estd anotada como un transportador de Galactosa/Glucosa de la
superfamilia MFS (Major Facilitator Superfamily). Muestra la mayor identidad (63%)
con un ortélogo en Beijerinckia indica y un 48% de identidad con un ortdlogo ya

caracterizado en Brucella abortus (Essenberg, 1997).
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Figura 11. Secuencia nucleotidica del locus gluP
oligonucleétidos empleados para la amplificacion por PCR se encuentra en azul.
Los codones de inicio y término de la traduccién de gluP se indican en verde y rojo,
respectivamente. Los sitios Styl que sirvieron para eliminar un fragmento interno de
gluP (subrayado) e insertar el cassette de resistencia a Sp" para la generacién de
la mutante gluP::Sp" en el plasmido pAH-03 también se encuentran indicados. El
sitio de inicio de la traduccién del gen (Avin04140) rio abajo de glup se indica en
rosa y subrayado

TATGCGOCCG
GATCAGCCTC
TGGCOGTGGE
GCCTCCGAAG
CTGCGLCATC
CCGATCTGTC
GOCGGLATCG
CTGATCGCGA
CGGAATGCTG
GTATCTTCCG
ATCCCGTCAT
TACACCATGO
TATACCGAA

CATGGTCGGE
GCAAGCTGCT
TCCAGCCTCT
ATTGTTCAAC
GGCTCGGCGA
GTCGGCGGG
GACGCTCTCC
CCTCCTACGG
AGCCACCGTT
CTCCGGTCGA
TATCGTCCCG
TCACCCGATA
CGCCATCATC
GCCTGG

de A. vinelandii. La secuencia de los

El gen gluP en A. vinelandii se encuentra en una region del cromosoma que contiene

rio abajo y en la misma direccion de la transcripcion un gen que codifica para una
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proteina de la superfamilia de dioxigenasas y de resistencia a Bleomicina
(Avin04140). Al extremo 3" de este gen y convergente a €l se localiza el gen glk-2
(Avin04130) el cual codifica para una glucocinasa, la primera reaccion de
modificacion después del transporte de glucosa Figura 11). Cabe mencionar que 800
pb rio arriba de gluP se encuentra anotada un posible RNA no traducido llamado

RsmZ2 involucrado en la regulacién de la sintesis de alginato (Manzo, 2011).
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B i nod 30 B i 140 A nied L 5
| e 1 <
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Figura 12. Locus gluP en A. vinelandii. Rio abajo y en el mismo sentido de la transcripcién
se encuentra un gen que codifica para una dioxigenasa y resistencia a bleomicina
(Avin 04140). Rio abajo de este gen y en sentido contrario se localiza un gen que
codifica una glucocinasa glk-2.

6.3 CONSTRUCCION DE LAS MUTANTES AHI20 (EalgD gluP:: Sp") Y AHI 30 (E
gluP:: Sp"

Con el fin de corroborar la funcion de la proteina GIuP en la asimilacién de glucosa
en A. vinelandii se procedié a construir una mutante EalgD gluP::Sp' . Como se
describe en Materiales y Métodos se construyé el plasmido pAH-03 (gluP::Sp" ). Un
fragmento de 1945 pb del gen gluP se amplificé por PCR utilizando los oligos gluP F
y gluP Ry se cloné en el vector pCR®2.1-TOPO®, a este plasmido se le llamé pAH-
01 Figura 13). A partir de pAH-01 se obtuvo el fragmento del gen gluP con la enzima

EcoRl y se subclon6 en pBluescript KS+ generando el plasmido pAH-02.
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Figura 13. Panel A. Mapa del plasmido pAH-01. Panel B. Electroforesis en gel de agarosa
del plasmido pAH-01 superenrollado(Carril 2) y su digestion con EcoRI (Carril 3).
Carril 1: Marcador de peso molecular (O"GeneRUler™ DNA Ladder Mix de Thermo
Scientific®)

Este plasmido se digirid6 con la enzima de restriccion Styl liberando un fragmento

interno de 600 pb (Figura 14) y en su lugar se clond un cassette de resistencia a Sp.

Este cassette de Sp se obtuvo a partir de la digestibn con Smal del plasmido

PKS::Sp" Figura 15). De esta manera se gener6 el plasmido pAH-03 Figura 16).

La mutacion gluP::Sp" que porta el plasmido pAH-03 se introdujo a la cepa silvestre
E y a la derivada no productora de alginato EalgD (Km") por transformacion tal y
como de describe en Materiales y Métodos. Las transformantes se sembraron en
medio de seleccion Burk adicionado sé6lo con acetato como fuente de carbono (ya
que se esperaba que la mutante fuera incapaz de asimilar la glucosa) vy

espectinomicina como marcadores de seleccion.
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Figura 14. Panel A. Mapa del plasmido pAH-02. Panel B. Electroforesis en gel de agarosa
del plasmido pAH-02 superenrollado (Carril 2), su digestion con EcoRI (Carril 3) y

con Styl (Carril 4). Carril 1: Marcador de peso molecular(O"GeneRUler™ DNA
Ladder Mix de Thermo Scientific®)
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Figura 15. Panel A. Mapa del plasmido pKS-Sp'. Panel B. Electroforesis en gel de agarosa
del plasmido pKS::Sp' superenrollado (Carril 2), su digestién con Smal (Carril 3).

Carril 1: Marcador de peso molecular(O°GeneRUler™ DNA Ladder Mix de
Thermo Scientific®)
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Figura 16. Panel A. Mapa del plasmido pAH-03 el cual porta la mutaciéon gluP::Sp" Panel B.
Electroforesis en gel de agarosa del plasmido pAH-03 superenrollado(Carril 2), su
digestion con EcoRI (Carril  3). Carril 1: Marcador de peso
molecular(O"GeneRUler™ DNA Ladder Mix de THERMO Scientific®)

Para comprobar que se hubiera realizado el reemplazo alélico, se intenté amplificar
por PCR el fragmento de 1.9 kb que contiene el gen gluP con los oligos glup F y
gluP R. Como se observa en la Figura 17 sélo en la cepa silvestre se amplifica el gen
gluP silvestre, mientras que en la mutante se infiere el reemplazo alélico ya que no
amplifica el gen gluP silvestre, pero si se amplifican tanto un fragmento
correspondiente al gen gluP con el cassette de resistencia Sp, como el cassette de

resistencia Sp por separado.
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Figura 17. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR para la caracterizacion
genotipica de las mutantes AHI20 y AHI 30. Amplificacion del gen gluP (Carriles
2, 5y 8), del cassette Sp' (Carriles 3, 6 y 9) y del gen rpoS (Carriles 4, 7 y 10). Los
DNA templados usados se indican sobre los carriles. Marcador de peso molecular:
O'GeneRUler™ DNA Ladder Mix de Thermo Scientific® (Carril 1).

6.4 LA PROTEINA GIuP ES ESENCIAL PARA LA ASIMILACION DE GLUCOSA
EN A. vinelandii

Una vez caracterizada genotipicamente, las mutantes gluP tanto en el fondo
silvestre como en el fondo algD- fueron caracterizacion en cuanto a su crecimiento
en glucosa como Unica fuente de carbono. Esta caracterizacion consistio en una
cinética de crecimiento en medio minimo Burk adicionado con glucosa, esto para
investigar si la mutacion gluP::Sp" afecta la asimilacion de glucosa. El crecimiento en
el fondo genético algD- se realizo a través de la densidad optica, mientras que en el
fondo de la cepa E, productora de alginato, se siguié a través de cuantificacion de
proteina por el método de Lowry Figura 18).

53



>
o]

10 1000
£ £
é 3

8 1 & 100
oo
=]

0.1 N 10 bl *
0.01 1
0 10 20 30 0 20 40 60
Tiempo de cultivo (Horas) Tiempo de cultivo (Horas)

eomEalgD  emessAH| 20 emoms E egmm AH| 30

Figura 18. Cinética de crecimiento de la mutante gluP en el fondo silvestre E (panel A) y en
el fondo de la mutante algD (Panel B) en medio Burk adicionado con 50 mM de
glucosa como unica fuente de carbono.

Como se observa en la Figura 18, se abati6 el crecimiento en las mutantes gluP,
tanto en el fondo de la cepa silvestre como en el fondo algD. Dado que los cultivos
se llevaron a cabo en medio minimo con glucosa como Unica fuente de carbnono,

este resultado infiere que la mutacion afecta la asimilacion de glucosa.

El construir la mutante gluP en el fondo de la cepa silvestre E tiene doble fin. El
primero es estudiar la funcion del gen sin modificar la produccién de alginato,
evitando afectar los flujos metabdlicos y el segundo es facilitar la posterior
complementacion y seleccién con el plasmido pSRK-gluP ya que contiene un
cassette de resistencia a Km" al igual que la cepa EalgD.

6.5 COMPLEMENTACION DE LA MUTANTE AHI 30 (E gluP:: Sp")

Con fines de complementacién decidimos clonar la misma region de 1.9 kb que
incluye al gen gluP que se us6 para construir el plasmido pAH 01 (Figura 12 ) en el
plasmido inducible pSRK-Km'. Este fragmento se amplificé con la enzima Phusion®

High-Fidelity DNA Polymerase y posteriormente se cloné en el vector pJET 1.2. El
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fragmento gluP de 1.9 kb se liberé con una doble digestion Bglll y Xhol. Una vez
purificado, se subcloné en el plasmido inducible pSRK-Km' (Kahn et al 2008; ver
Materiales y Métodos) obteniéndose el plasmido pSRK-gluP. Este plasmido se

conjugé a la cepa E gluP::Sp para fines de complementacién Figura 19).
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Figura 19. Panel A. Mapa del plasmido pSRK-gluP. Panel B. Electroforesis en gel de

agarosa del plasmido pSRK-gluP superenrollado(Carril 2), digerido con Styl

(Carril 3) y digerido con Pvul (Carril 4) Carril 1: Marcador de peso molecular
(O’GeneRUler™ DNA Ladder Mix de Thermo Scientific®)

En la figura 19 se muestra el fenotipo de crecimiento en glucosa de la cepa mutante
AHI 30 y la complementada con pSRK-gluP. Al cultivar en medio solido Burk con
glucosa como Unica fuente de carbono e inducida con IPTG 1 mM, sélo la cepa
complementada AHI 30/pSRK-gluP muestra un crecimiento claro. Esto indica que el

gen gluP codifica el transportador mas importante de glucosa, si no es que el Unico
en A. vinelandii Figura 20).
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Figura 20. Crecimiento en medio Burk-Glucosa y Burk Sacarosa de las cepas E, AHI30 y
AHI30 /pSRK-gluP. Se observa que en glucosa como Unica fuente de carbono el
crecimiento de la cepa AHI30 se abate mientras que su complementacion restaura
el crecimiento en glucosa.

6.6 EFECTO DE LA MUTACION gluP::Sp" SOBRE EL CRECIMIENTO EN OTRAS
FUENTES DE CARBONO.

Como ya se ha mencionado algunos transportadores de glucosa de la familia MFS
tienden a ser inespecificos, por lo cual decidimos probar la asimilacién de otros

azUcares como la fructosa o el disacarido sacarosa.

En presencia de fructosa la mutante gluP::Sp" AHI20 mostré un retraso en el
crecimiento con respecto a la cepa parental EalgD, pero al final del cultivo ambas
cepas mostraron una densidad celular similar. En el caso del crecimiento en
sacarosa, la mutante AHI20 presenta una fase lag que se prolonga hasta las 12
horas de cultivo después de la cual mostré6 un crecimiento franco alcanzando

densidades celulares similares a los de la cepa parental. La mutante gluP también
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presenta un ligero retraso en el crecimiento en presencia de acetato como Unica

fuente de carbono aunque no es tan pronunciado como en el consumo de azUcares.

Llama la atencion este comportamiento lo que hace necesario hacer mas replicas

bioldgicas para averiguar si esta diferencia es significativa.
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Figura 21. Cinética de crecimiento de la cepa parental EalgD y de su derivada gluP:: Sp'
AHI20 en medio minimo Burk adicionado con fructosa, sacarosa o acetato como

Unica fuente de carbono.
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Si bien la mutacion gluP::Sp" tuvo un efecto sobre la asimilacién de fructosa y
sacarosa el efecto claro fue en la utilizacion de glucosa. Estos resultados sugieren
fuertemente que el gen gluP es necesario para el metabolismo de glucosa. Es
necesario investigar si, efectivamente, el transporte de glucosa esta afectado en la
mutante AHI20 de A. vinelandii.

6.7 LA SOBREEXPPRESION DE Crc AFECTA NEGATIVAMENTE EL
CRECIMIENTO EN GLUCOSA COMO UNICA FUENTE DE CARBONO.

Como ya se describié anteriormente el gen gluP contiene un sitio putativo de union a
Crc, por lo que una sobreexpresion de Crc podria afectar el consumo de glucosa y
por tanto el crecimiento. Por tal razén se investigo el efecto de la sobreexpresion en
trans de Crc sobre el crecimiento de la cepa silvestre E en medio minimo Burk
suplementado con glucosa como unica fuente de carbono. Se utilizaron las cepas E
que contienen el vector inducible por IPTG pSRK-Km', ya sea vacio como control o
el que porta el gen crc, pSRK-Crc (Quiroz Rocha 2012). Se realizdé una cinética de
crecimiento en medio Burk-glucosa la cual se grafica en la Figura 22. Se observo
claramente un retardo de aprox. 20 h en el crecimiento de la cepa E/pSRK-Crc, solo
en presencia del inductor IPTG. Este resultado indica claramente que Crc tiene un

efecto negativo en el crecimiento en glucosa como unica fuente de carbono.

Si bien el efecto negativo no se observa desde las primeras horas, esto tal vez se
deba a que al principio la concentracién de Crc producto de la induccién con IPTG
es aun insuficientemente y por lo tanto su actividad puede ser antagonizada por
CrcZ.
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Figura 22. Efecto de la sobreexpresién de la proteina Crc en el crecimiento en glucosa. La
cepa silvestre E porta el plasmido pSRK-Km' vacio o con el gen crc (pSRK-Crc)
clonado bajo el promotor inducible con IPTG.

6.8 ESTUDIO DE LA REGULACION DE LA EXPRESION DEL GEN gluP.

Para investigar si la expresion de gluP se encuentra bajo el control del sistema de
dos componentes CbrA/CbrB nos propusimos evaluar los niveles de transcripcién de
gluP a través de fusiones transcripcionales de la region reguladora de gluP con el
gen reportero gusA, utilizando el plasmido pUMA Tc gusA T Figura 23). Estos
plasmidos fueron construidos por el grupo del Dr. Miguel Castafieda de la BUAP y
fueron disefiados para recombinar con el gen melA, que codifica para una a-
glucosidasa y que solo se expresa en presencia de melobiosa. Esta zona del
genoma de A. vinelandii se considera “neutra” ya que no afecta la fisiologia de la
bacteria y por lo tanto se ha escogido como sitio para la construccion de fusiones

cromosomales.
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Figura 23. Mapa del plasmido pUMATc gusA T.
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Saczl  gTraF aligo
1 GRGCTCCCAT GTTCCCEGAGH CTTCGAGCCG CCGACTGCCG
31 GCCGCCGETC ARTCGCCCGGE ARRAACGCCG GTTGCGCGCC
181 CAGCAGTACC CGGACGGCAC TCCATACGGE GACAARGCCCG
151 GGATCGTTCC GGETTGCGGCC CGGAAACAGE CCGGCGCAGT
281 CTGTTAACTC TATTTACTAG AATGCAGCAR AACAGTGTTG
251 CCATGCAACT GACCGCCGAG CAATTCAAAC ARATCGAAGG
301 CGCCAACGCG GCAATGTACG CCTGGGCAAC CTGCAAGTAC
351 CCTGTATGTG GCAGCCAACG GCTGCAAATGE GOGCGCGCTG
481 ATGGCAACTG GCACACCGTC TACHMCCCGCA TGATGCGCTG
Fwul
451 GGESGTGCTCG ATCGTGTTTT CGAACAGTTGE CAGCGCCHGE
281 GATACSCATC GRGGCCATCA GCOCTCSACTC CAGTATCGTG
251 CGGATGGTAC GGEGCGCGCGA ARAARARACGE TCCTCARGCC
GH1 GCCSCGESGE STGGAGCHCC ARACTGCATY TGGTTGCCGE
G551 AATGTCGTGA CCTGGAGCCT GRCGGCGGGE CAGGCTGGCG
TH1 AGGCAGGCGC TTGATTCAGGE CGTTGGGEACE TCACCACGGG
731 TGTTGATGGEA CAGTGCATAC CAAGACAARTG CCACGCGCGH
801 GGCCTGGGETT TCGTGCCGGET GGTGCCACCE ARCCCCCGGE
851 GTGGGEAGTAT GACAAACCGC TCTATCGCCGE ACGCAACGGT
981 TGTTTCGACG ACTCAAGGCC TGGCGCCGCG TGTTCACGCG
951 CTTGACCTCA TGETACGCCGC CTTCGTCACT GTGGCTCTTA
1@E1 CCYWMCGGETA GTGTTAMCAG GCCCTAGTGH AARCGATTCAT
-5 -10
1851 ACCTCAGCAC TTGTCHAAGA AGAATCCAGC CHACTAAGGTH
1181 AGCGATCTTC CCTTATTCCC CCAGGAGCCC GCGGACCGCT
1151 ATCCAGGCGGE CAATCGACAA AAACAACAAG CCGGACGGCA
1281 CCGCTCGACA ATGGGCTTCA AGCCCGCGAG ACAGCGCCGT
1251 AGGTATCTTA TGCGTTCATC CAGCGCTGCC CACCACGGCC
1381 TGCCTGGCCA TTCCAACGGC ACAGGGCGGC CACTCTCGGH
1331 ACAATCCCCC CCTGCGGCCT CAGCGTACCG ATATCCGTCA
1481 GCCGAAGCCG GCTGAACGCC TCCTGCCGCG AGCGGCGAAG
1451 CCGGECCTCGE CATTCCGGCA AGACACAAAC CCCGGATCGE
1581 GCCTCAAGGT ATCCCGAAAC GGCAAGCGAG CATTCCGACH
1551 CCTCCTCTCG ACARACCTTC ACCGGCTAGH GRACAGCGCCG
Cri
1681 GGCAGGGGECC TCTCCTTGAA GCAACAATCH CHAACAAGAGG
Al qluP-Trad aliga
1651 TGATGACGAC GGTAGAARCG RCCTTC
rsmz3 -35-10 ATG
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Figura 24. Regioén rio arriba del gen gluP a partir de la secuencia del genoma de la cepa DJ
de A. vinelandii . A) Secuencia nucleotidica de la region rio arriba de gluP. EI
codon de inicio de gluP se encuentra en verde y el probable promotor sigma 70
(identificado en la pagina de SoftBerry: (http://linux1.softberry.com/berry.phtml) se
encuentra subrayado. El sitio probable de reconocimiento de la proteina Crc se
encuentra indicado en rojo y subrayado. En azul se muestra la ubicacién de los
oligonucledtidos disefiados. La secuencia de insercion localizada en el genoma de
la cepa E se indica en rojo B) Mapa de la region amplificada por PCR para la
construccién de la fusion transcripcional.

La region rio arriba de gluP se amplificé con la polimerasa comercial Phusion High
Fidelity DNA Polymerase (Finnzymes). Como se puede observar en la Figura 25 el
tamafo del producto de PCR fue de 1.7 kb y no corresponde a las 800 pb de bases
esperado. Este resultado indica que en nuestra cepa de estudio, la cepa E, existe
una insercion de aproximadamente 800 pares de bases que no se encuentra

reportada en la base de datos del genoma de la cepa DJ.

10Kb —>

3Kb —> W

' <— 1.7Kb

1Kb —> W

500pb _y

Figura 25. Electroforesis en gel de agarosa del producto de PCR del fragmento de 1.7 kb de
la regidn reguladora de gluP de la cepa silvestres E (Carril 2). Carril 1: Marcador
de peso molecular (O"GeneRUler™ DNA Ladder Mix de Thermo Scientific®)

Dado que el fragmento amplificado era mayor al esperado, se analizé por
secuenciacion. Se obtuvo la secuencia nucleotidica de todo el fragmento amplificado
de 1.7 kb y se identificé una secuencia de insercion de 800 pb (la cual se indica en
rojo en la Figura 24) rio arriba de gluP. Al realizar un BLAST se encontré que

corresponde a una transposasa. Vale la pena mencionar que esta secuencia
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nucleotidica se encuentra reiterada 7 veces en distintas regiones del genoma de A.
vinelandii. ElI fragmento de 1.7 kb se cloné en el vector pJET 1.2 generando el
plasmido pAH-04 (pJET 1.2-pgluP). Se corroboro la correcta construccion realizando
una doble restriccion con las enzimas Sacl-Pstl las cuales liberan el fragmento de
1.7 kb del vector (los oligonucleotidos poseen secuencias de reconocimiento para

estas enzimas con el fin de clonarlas en sentido correcto en el vector) Figura 26).

1 2 3 4

| S——
| —
Lo

3kb —> W '
- Figura 26. Electroforesis en gel de agarosa del
<€— 1.7 kb plasmido pAH-04 superenrollado.
(Carril 2), digerido con Sacl (Carril
1kb => 3) y con Sacl y Pstl (Carril 4). Carril
1 Marcador de peso
molecular(O"GeneRUler™ DNA

0.5 kb . N
- Ladder Mix de Thermo Scientific®).

El plasmido pUMA Tc gusA T fué digerido con las enzimas Sacl y Pstl y
defosforilado con la enzima SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase. Roche).
Posteriormente el fragmento de 1.7 kb liberado con las enzimas Sacl y Pstl del
plasmido pAH-04 fue clonado en este vector con la enzima T4 DNA Ligase (Roche).
La ligacion fué transformada en la cepa de E. coli DH5a quimiocompetente. Las
candidatas se seleccionaron en medio LB Tcz. Se identificé la clona correcta,
mediante amplificacion por PCR del fragmento de 1.7 kb, a partir de suspensiones

de 5 colonias candidatas a la vez Figura 27).
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' €—pgluP  Eigura 27. Electroforesis en gel de
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Figura 28. Patron de restriccion de las candidatas pAH-05. Panel Superior Izquierdo:
Restriccion con la enzima Xhol. Panel Superior Derecho: Restricciones con la
enzima Hindlll. Carriles 2-4. Candidatas pAHO5. Panel Inferior Izquierdo. Mapa
de restriccion del plasmido pAH-05 y ubicacion de los oligonucledétidos Fus Gus
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F y Fus Gus R. Panel Inferior Derecho. Electroforesis en gel de agarosa del
producto de PCR de 200 pb utilizando los oligonucleotidos Fus Gus F y Fus Gus
y como DNA templado el pAH-05 (Carril 2). Carril 1: Marcador de peso molecular
(O"GeneRUler™ DNA Ladder Mix de Thermo Scientific®).
De aquellos grupos que mostraron la banda correspondiente al fragmento de 1.7 kb
se purificaron los plasmidos y se digirieron con las enzimas Xhol y HindlIl (Figura 28)
en donde esperabamos dos bandas de aprox. 3.5 y 4 kb. Asi, se identifico el
plasmido correcto al que se le llamé pAH-05 (pUMA Tc gusA T-pgluP) Para
complementar éste analisis se disefiaron los oligos Fus-Gus F y Fus-Gus R, los
cuales amplifican una region de 200m pb la cual
comprende 100 pb del extremo 3" del fragmento E CbrA

\il Q”
N A
Q%@"% F

de 1.7 kb y 100pb de la regién 5" del gen reportero
gusA (Figura 29).

3kb —

Figura 29. Electroforesis en gel de agarosa de los
productos de PCR de la region de 200pb
de la fusion transcripcional pgluP-gusA
usando como templado el DNA
cromosomal de las transformantes
derivadas de la cepa silvestre E (Carril 2)
y de la mutante cbrA (Carril 3). Carril 1:
Marcador de peso
molecular(O"GeneRUler™ DNA Ladder
Mix de Thermo Scientific®)

1kb —

0.5kb —

Como se muestra en la Figura 29 se comprobd la correcta construccion del plasmido
pAH-05 que lleva en fusion transcripcional la regién reguladora de gluP con el gen
reportero gusA (pgluP-gusA). Este plasmido se utilizé para transformar células
competentes de la cepa silvestre E y de su derivada cbrA. Se seleccionaron
transformante resistentes a Tci;s y posteriormente se resembraron en Tcao.
Finalmente para comprobar que dichos plasmidos hayan recombinado en el
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cromosoma de las candidatas seleccionadas, nuevamente se amplifico el fragmento

de 200 pb que comprende la fusion transcripcional pgluP-gusA.

De esta manera se obtuvieron las cepas que portan la fusion transcripcional en el
fondo de la cepa E silvestre (AHI40) o de la cepa cbrA::Sp' (lamada AHI50). Se
realizaron cinéticas de expresion de R-glucuronidasa utilizando las cepas AHI40 y
AHI50 en medio Burk sacarosa para investigar si la HK CbrA controla la expresion

de gen gluP. Los resultados se muestran en la Figura 30.

Los niveles de actividad de R-glucuronidasa nos muestran que la expresion de gluP
esta reducida hasta 15 veces en la mutante cbrA Figura 30 a todo lo largo de la
curva de crecimiento. Aunque las barras de desviacién estandar en la cinética de la
cepa AHI40 indican que no hay diferencia significativa entre los diferentes puntos, la
diferencia es clara entre la AHI40 y la AHI50. Esto indica claramente que la HK CbrA
posee un efecto positivo en la expresion de este gen. La expresion de gluP en el
fondo de la cepa cbrA también se traté de evaluar en glucosa como unica fuente de
carbono, sin embargo esta mutante mostré6 un pobre crecimiento en medio Burk

glucosa 50 mM lo que impidi6 su analisis.

Alun cuando se utilizd una fusién transcripcional para rastrear los niveles de
expresion de gluP es probable que al mismo tiempo se esté detectando el efecto de
la proteina Crc sobre la union al mMRNA gluP y la inhibicion de su traduccion, ya que
el fragmento del promotor de gluP evaluado contiene los sitios putativos de unién de
la proteina Crc. En estos sistemas de regulacion post-transcripcional estas proteinas
de unibn a RNA desestabilizan el mensajero acelerando su degradacién (Rojo,
2010). En concordancia con este hallazgo fue el hecho de que al sobre-expresar a
Crc en trans, en el fondo de la cepa silvestre E, se redujo el crecimiento en glucosa
como Unica fuente de carbono Figura 21. Seria deseable investigar si bajo estas
condiciones de expresion en trans de Crc se abaten los niveles de expresion de gluP

utilizando la fusién transcripcional pgluP-gusA.
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Figura 30. Cinética de expresion del gen gluP A) Cinética de crecimiento de las cepas
AHI40(E pgluP-gusA) y AHI50 (cbrA pgluP-gusA) en medio Burk sacarosa 50
mM. B) Cinética de actividad de R-glucuronidasa de las cepas AHI40 y AHI50
crecidas en medio Burk sacarosa.
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En este trabajo se intenté evaluar si el efecto de ChrA sobre la expresion de gluP
ocurre a nivel traduccional, para este fin se construyeron fusiones traduccionales del
promotor de gluP con el gen reportero gusA (descrito en Anexo 1); sin embargo,
debido probablemente a la baja expresion de gluP no se detectaron niveles
cuantificables de la actividad B glucuronidasa lo que nos impidid6 una evaluacion
directa del efecto de CbrA sobre la traduccion del gen gluP (Anexo 1). Si bien los
resultados del presente proyecto nos ayudan a concluir que si existe una regulaciéon
de la expresion de gluP por la HK CbrA no podemos, hasta este momento, saber a
qué nivel se ejerce este control. Por este motivo creemos necesario construir
fusiones transcripcionales sin el sitio putativo de union de Crc, de esta manera
sabremos si el efecto es a nivel de transcripcion exclusivamente o a nivel post-

transcripcional.

Una de las preguntas que quedan pendientes por contestar es la razén por la que,
en crecimiento diauxico Acetato-Glucosa, la mutante cbrA es incapaz de crecer en
glucosa. Los resultados del presente estudio sugieren que tal vez en el crecimiento
diauxico la Cinasa Histidinica CbrA es necesaria para la expresion del sSRNA CrcZ y
la liberacion de la represion catabdlica que ejerce la proteina Crc sobre la traduccion
del gen gluP. La propuesta es que, una vez consumido el acetato, en ausencia de
CbrA no se pueda liberar la represion catabdlica que ejerce el acetato sobre el
consumo de glucosa, debido a un abatimiento en la expresién de sRNA CrcZ lo que
resulta en una alta actividad de Crc y un bloqueo en la traduccion del mRNA de
gluP. En este contexto, seria conveniente realizar una cinética de expresion del gen
gluP en el crecimiento diduxico Acetato-Glucosa para determinar si en la cepa
silvestre E la expresién de gluP esta reprimida en presencia de acetato y si esta
expresion se des-reprime una vez consumido el acetato; asi mismo surge la
necesidad de investigar si en la mutante cbrA la expresion de gluP contintda

reprimida aun en presencia de glucosa.
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7 CONCLUSIONES

e GluP es el principal transportador de glucosa ya que una mutante en gluP es
incapaz de crecer en glucosa como unica fuente de carbono

e La sobreexpresion de Crc tiene un efecto negativo en el crecimiento en
glucosa como unica fuente de carbono muy probablemente debido a
inhibicion de la traduccion de gluP.

e La HK ChbrA ejerce un efecto positivo sobre la expresiéon de gluP, dicho efecto
muy probablemente sea a nivel traduccional mediante el control de la

actividad de Crc.

8 PERSPECTIVAS

e Confirmar la actividad del GluP a través de experimentos de transporte de
glucosa

e Medir el nivel expresion del gen gluP en crecimiento diduxico acetato-glucosa

e Observar el efecto de la sobre-expresion de la proteina Crc en el patron de
expresion de gluP a través de fusiones transcripcionales (Sin los sitios

putativos de union a Crc) y fusiones traduccionales.
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Anexo

Construccién de la fusion traduccional gluP-gusA.

Las fusiones traduccionales pgluP-gusA se construyeron de la misma manera que la
fusion transcripcional pgluP-gusA, pero esta vez usando el vector pUMA gusA PT el
cual posee sitios de restriccion que permiten la clonacion en fase con el gen
reportero gusA. El plasmido pUMA gusA PT también fué digerido con las enzimas
Sacl y Pstl y defosforilado con SAP. El fragmento de 1.8 kb que se utilizdé en la
construccion de la fusién transcripcional pgluP-gusA (seccion 6.8) fué clonado en los
sitios Sacl y Pstl del plasmido pUMA gusA PT con la enzima T4 DNA Ligase. La
ligacion fué transformada en la cepa de E. coli DH5a quimiocompetente. Las
candidatas se seleccionaron en medio LB Tcgo. El screening se realiz6 amplificando

por PCR el fragmento de 1.7 kb en grupos de 5 colonias (Figura Al).

T
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Figura Al. Electroforesis en gel de agarosa. Amplificaciéon por PCR del fragmento de 1.8 kb.
En cada carril se tomaron 5 colonias transformantes como templado.

De aquellos grupos que mostraron la banda correspondiente al fragmento deseado
de 1.7 kb se purificaron los plasmidos y digirieron con las enzimas Xhol y Hindlll

para verificar la correcta construccion del plasmido (Figura A2).
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Figura A2. Patron de restriccion de las candidatas pAH-06 (pUMA gusA PT-pgluP). Panel
Izquierdo: Restriccion con la enzima Xhol. Panel Derecho: Restricciones con la enzima
Hindlll.  Carriles 2-4 Candidatas pAH-06. Carril 1: Marcador de peso
molecular(O’GeneRUler™ DNA Ladder Mix de Thermo Scientific®)

El patron de restriccion con la enzima Xhol genera 2 bandas ya que el vector cuenta
con 2 sitios Xhol, uno rio arriba del sitio de clonacion y otro rio abajo del gen
reportero gusA. Por otro lado existen dos sitios de reconocimiento para Hindlll uno
en el sitio multiple de clonacién y otro en la region interna del fragmento clonado
(Figura A3).

Para complementar éste analisis se disefiaron los oligos Fus-Gus F y Fus-Gus R,
con los cuales se amplificaria una region que comprende 100pb del 3" del fragmento
TD y 100pb de la region 5° del gen reportero gusA (Figura A3). Al plasmido

resultante se le llamé pAHO6.

Hindill Pstl F Hindlll - Sacl
Xhol — | Xhol

~ 200 pb

Figura A3. A: Mapa de restriccion de la fusién traduccional pgluP-gusA en el plasmido
pAHO6. Se indica la disposicion de los oligos Fus Gus F y Fus Gus R. B: Amplificacion por
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PCR de la region de 200 pb del extremo 3" de la region promotora de gluP y el 5 del gen
reportero gusA usando como templado al plasmido pAH-06 (Carril 2).Carril 1: Marcador de
peso molecular(O’GeneRUler™ DNA Ladder Mix de Thermo Scientific®)

El plasmido se conjugd con las cepas E y CbrA. Las candidatas se seleccionaron en
medio BS con Tcis y posteriormente en Tcz. Finalmente para comprobar que
dichos plasmidos hayan recombinado en el cromosoma de las candidatas
seleccionadas, nuevamente se amplificé el fragmento de 200 pb entre inserto de 1.8

y el gen gusA (Figura A4).

3kb —>

1kb —>

0.5kb —>

Figura A4. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR de la region de 200pb
entre el inserto TD y el gen gusA usando como templado el DNA cromosomal de las cepa
silvestre E (Carril 2) y cbrA (Carril 3) con las fusiones traduccionales pgluP-gusA en el
cromosoma. Carril 1: Marcador de peso molecular (O"GeneRUler™ DNA Ladder Mix de
Thermo Scientific®)

Una vez comprobado el genotipo de las cepas AHI60 (E pUMA PT::pgluP-gusA) y
AHI70 (CbrA pUMA PT:: pgluP-gusA) y para saber si la expresion del gen gluP
dependen de la cascada de regulacién CbrA/B se intentdé medir el nivel de expresion
a través de la determinacion de la actividad B-glucuronidasa. Sin embargo, los
valores de esta actividad estaban por debajo del limite de deteccion de la técnica por
lo que no fue posible determinarlos. Esto tal vez sea debido a una baja expresion del

gen gluP.
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