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Resumen

Las bacterias emplean sistemas de dos componentes (SDC) para detectar y responder a
sefiales externas. La familia SLC5/STAC es una nueva familia de sensores de SDC en los que un
dominio de sefializacion y uno de transporte se encuentran en el mismo polipéptido unidos por un
dominio unico llamado STAC. Estas proteinas poseen otro dominio, llamado PAS, que en otros
sistemas de SDC en bacterias ha sido asociado a la captacion y el relevo de sefiales que permiten
la autofosforilacion del dominio quinasa en la proteina histidina quinasa. Sin embargo, esto no se
ha esclarecido en la familia de proteinas SLC5/STAC. Mediante este trabajo se busca identificar
la funcion del dominio PAS en los SDC de esta familia. A partir de una cepa de Sinorhizobium
fredii que contiene la delecion del SDC RpuS/R y CrbS/R, se generd una cepa reportera en la que
el gen uidA esta bajo el control del promotor de piruvato. Para este trabajo se emplearon tres
sistemas de dos componentes previamente caracterizados de la familia SLC5/STAC: RpuS/R de
S. fredii como base, y los dominios PAS de CrbS/R de Pseudomona fluorescens y de S.fredii.
Debido a que los sistemas son homologos y presentan cierta similitud de secuencia, se generaron
dos proteinas quiméricas en las que el dominio PAS de RpuS/R de S. fredii fue sustituido por uno
de CrbS/R, asi como la generacion de una cepa con la delecion del dominio PAS. Una de las
proteinas quiméricas no fue funcional, mientras que la otra, RpuS/CrbS-SF generd la activacion
del promotor de piruvato al tener acetato como la principal fuente de carbono, en comparacion con
WT la actividad fue en menor cantidad (-68%), esto posiblemente debido a que no esta optimizado
el dominio PAS de CrbS para el sistema RpuS/R. La cepa con la delecion del dominio PAS (DEL)
no fue funcional en piruvato ni en acetato. Se considera que los resultados obtenidos con DEL y
RpuS/CrbS-SF en comparacién con la proteina silvestre (WT) brindan apoyo a la hipétesis que
postulaba que el dominio PAS funciona en el relevo de sefializacion en el sistema de dos
componentes SLC5/STAC permitiendo la autofosforilacion del dominio quinasa al detectar una
sefial.



Palabras clave: sistemas de dos componentes en procariotas, transduccion de sefiales, dominio
PAS, familia de proteinas SLC5/STAC.

Abstract

Bacteria employ two-component systems (TCS) to detect and respond to external signals.
The SLC5/STAC family is a new family of TCS sensors in which a signaling domain and a
transport domain are found in the same polypeptide linked by a single domain called STAC. These
proteins possess another domain, called PAS, which in other TCS systems in bacteria has been
associated with the uptake and relay of signals that allow autophosphorylation of the kinase
domain in protein histidine kinase. However, this has not been elucidated in the recently
discovered SLC5/STAC family of proteins. This work seeks to identify the role of the PAS domain
in the TCSs of this family. From a strain of Sinorhizobium fredii containing the deletion of the
TCS RpuS/R and CrbS/R, a reporter strain was generated in which the uidA gene is controlled by
the pyruvate promoter. For this work, three two-component systems of the family SLC/STAC
previously characterized were used: RpuS/R from S. fredii as a base, and the PAS domains of
CrbS/R from Pseudomona fluorescens and S. fredii. Since the systems are homologous with
similar sequences, we generated two chimeric proteins in which the PAS domain of RpuS/R of S.
fredii was exchanged by one of CrbS/R, as well as the generation of a strain with the deletion of
the PAS domain. One of the chimeric proteins was not functional, while the other, RpuS/CrbS-SF,
generated the activation of the pyruvate promoter when acetate was the main carbon source,
compared to WT the activity was lower (-68%), possibly because the PAS domain of CrbS is not
optimized for the RpuS/R system. The strain with the PAS domain deletion (DEL) was not
functional in pyruvate or acetate. The results obtained with DEL and RpuS/CrbS-SF compared to
wild type (WT) are considered to provide support for the hypothesis that the PAS domain functions
in signaling relay in the SLC5/STAC two-component system by allowing autophosphorylation of
the kinase domain upon detecting a signal.

Keywords: prokaryotic two-component systems, signal transduction, PAS domain, SLC5/STAC
protein family.
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1. Introduccion
1.1 Sistemas de dos componentes
Desde el inicio de la vida hace ~3.5 miles de millones de afios (Margulis & Schwartz,
1988), los organismos han desarrollado mecanismos que les permiten percibir a su medio,
adaptarse y mantener la homeostasis. Asi es como han logrado habitar diversos tipos de ambientes,
incluyendo los extremos en la tierra y el mar, e inclusive prescindir de la luz en algunos casos. Un
aspecto importante para resaltar es la sefializacion celular, la cual surge debido a la necesidad de
sensar, coordinar y comunicarse con todo lo que es ajeno a si mismos. La evolucién de organismos
multicelulares dio lugar a mecanismos con mayor complejidad que permitieron la diferenciacion
y especializacion de células, la formacidn de tejidos y sistemas. Pese a que los microorganismos
son la forma de vida mas antigua y abundante, no se han terminado de esclarecer los sistemas de
sefializacion celular basicos de los mismos. Confirmando que, a pesar de parecer sencillos en

comparacion con las cascadas de sefializacion de organismos multicelulares complejos, no lo son.

Existe una gran diversidad de sensores y receptores implicados en la sefializacion celular
en las diversas formas de vida, entre ellos se encuentran los sistemas de dos componentes (SDC),
que constan de una proteina histidina quinasa sensora (HK) y su regulador de respuesta (RR)
(Zschiedrich et al., 2016). Estos sistemas permiten al organismo responder a sefiales bioquimicas
y/o biofisicas externas e internas para lograr adaptarse a un ambiente dindmico mediante la
modificacion de procesos fisiolégicos como la movilidad, osmolaridad, virulencia, resistencia a
toxinas/antibidticos y funciones del ciclo celular (Fairweather, 2004). De manera general, una
sefial ambiental genera un cambio conformacional que a su vez induce la autofosforilacion de la

histidina quinasa en el residuo histidina (His), generando la transferencia del grupo fosforilo del



fosfo-His a el residuo asparagina (Asp) en el regulador de respuesta, generando la activacion del

dominio efector rio abajo que produce una respuesta especifica (Fig.1) (Casino et al., 2010).

Los SDC son abundantes en procariotas, existen en pocos eucariotas (en plantas y hongos)
y no se presentan en los animales, debido a lo Gltimo existe un interés en su posible aplicacion en

la generacion de terapéuticos antimicrobianos (Gotoh et al., 2010; Tiwari et al., 2017).

1.2 Sistemas de dos componentes en procariotas

Los sistemas de dos componentes son de vital importancia en las bacterias, siendo una de
las formas méas comunes por las que las bacterias perciben, responden y se adaptan al ambiente.
Se han encontrado en la mayoria de los genomas bacterianos secuenciados evidenciando su
inmensa utilidad y diversidad (Laub & Goulian, 2007). A traves de éstos pueden mediar sus
respuestas a los cambios externos, ya sea a nutrientes disponibles, estado de redox celular, cambios
en osmolaridad, sefiales quorum, antibioticos, entre otros (Laub & Goulian, 2007). Se ha
encontrado que las bacterias que se encuentran en medios diversos, que presentan cambios rapidos,
constan de una mayor cantidad de sistemas de dos componentes mientras que los parasitos
intracelulares o endosimbiontes tienen pocos. Debido a esto se puede considerar que los sistemas
de dos componentes son un mecanismo de adaptacién a las fluctuaciones del medio (Capra &

Laub, 2012).

A continuacién, se abarcaran tres ejemplos de sistemas de dos componentes en bacterias:
el primero esta implicado en la deteccion de oxigeno, el segundo en la transcripcion de un gen
acorde a cambios en la temperatura y el tercero abarca la regulacion de la virulencia mediante

sistemas de dos componentes.
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Figura 1. Modelo de un sistema de dos componentes (SDC). La proteina histidina quinasa esta conformada por un

dominio sensor (Dominio Sensor, DS), junto a un dominio con hélices transmembrana (HAMP) seguido del dominio

histidina de dimerizacion y de transferencia de fosfato (DHp), a su vez adyacente al dominio catalitico y de unién a

adenosin trifosfato (ATP) (CA). La proteina reguladora de respuesta esta compuesta por el dominio receptor (REC) y

un dominio efector variable. La reaccion de la autofosforilacién requiere de ATP para la fosforilacién del residuo

histidina conservado del dimero y el dominio de fosforilacién de la histidina (DHp). La reaccién genera la

transferencia del grupo fosforilo (denominado P) del residuo histidina (His) de la histidina quinasa a el residuo

conservado asparagina (Asp) del dominio receptor de respuesta (RR), generando una respuesta a la sefial inicial que

suele ser al nivel de la transcripcion de genes.

1.3 Sistemas de dos componentes en bacterias

1.3.1 Sistema de dos componentes FixL/FixJ en Sinorhizobium meliloti y

Bradyrhizobium japonicum permite detectar oxigeno

Las bacterias aerdGbicas gram negativas, Sinorhizobium meliloti y Bradyrhizobium

japonicum, pertenecen a la familia Rhizobiaceae y son simbiontes de las leguminosas (Kumar et

al., 2020). Forman nodulos en las raices de las fabaceas para la fijacion de nitrégeno atmosférico,

a cambio las bacterias obtienen carbono por parte de las plantas (Loh & Stacey, 2003). El nitrogeno

3



es un factor limitante en la naturaleza, se ha estimado que entre el 60-80% del nitrégeno fijado en
la naturaleza es atribuible a esta simbiosis (Saranraj et al., 2021). Debido a que mdltiples cultivos
agricolas pertenecen a las fabaceas existe un interés por esclarecer el funcionamiento de los
mecanismos moleculares que permiten la fijacion del nitrégeno (Saranraj et al., 2021; Shamseldin
& Velazquez, 2020), asi como en su aplicacion mediante la generacion de biofertilizantes (Macik

et al., 2020).

La expresion de los genes para la fijacion de nitrégeno es inducida en Sinorhizobium
meliloti y en Bradyrhizobium japonicum por concentraciones bajas de oxigeno por el sistema de
dos componentes FixL y FixJ (Taylor & Zhulin, 1999; Tuckerman et al., 2001). La histidina
quinasa FixL de B. japonicum consiste en un sensor de oxigeno verdadero, a diferencia de los que
dependen de cofactores hemo como el de S. meliloti, el sitio de coordinacion del hemo es el residuo
de histidina 200, que se encuentra en el nucleo el dominio Per-Arnt-Sum (PAS) en la hélice Fa
(Taylor & Zhulin, 1999; Tuckerman et al., 2001). La disociacion del oxigeno por parte del sitio de
unién al grupo hemo en el dominio PAS acelera la tasa de autofosforilacion del dominio quinasa.
El grupo fosforilo es transferido del fosfo-FixL a un residuo aspartato en el regulador de respuesta
FixJ, esto genera que FixL actde como un activador transcripcional de los genes nifA que controlan
la expresion de los genes de fijacion de nitrégeno y el gen fixK que controla el complejo de oxidasa
de alta afinidad (Taylor & Zhulin, 1999; Tuckerman et al., 2001).

1.3.2 Desk/DesR detectan cambios en temperatura y regulan la transcripcion del gen

des

Bacillus subtilis es un bacteria aerobica Gram-positiva del suelo que se caracteriza por su

capacidad de generar esporas (Peng et al., 2021). Presenta adaptabilidad en su metabolismo lo cual



genera que sea facil y econdémica de producir. Es empleada en biotecnologia para la produccion
de vitaminas, inositol, asetoina y otras sustancias (Su et al., 2020). También es utilizada como un
probidtico que puede aumentar la asimilacion de nutrientes asi como prevenir la proliferacion de
bacterias patoldgicas y de la inflamacidn intestinal, es una de las bacterias predominantes en la
microflora humana normal (Su et al., 2020; Suva et al., 2016). Es utilizado en aplicaciones
agricolas como un promotor de crecimiento y para el control de patdgenos (Blake et al., 2021) .
En parte, la adaptabilidad de B. subtilis es modulada por sistemas de dos componentes que le

permiten sensar cambios en la temperatura (Mendoza et al., 2001).

En la bacteria Bacillus subtilis se ha caracterizado un sistema de dos componentes
responsable de la regulacion de la adaptacion a temperaturas bajas, conformado por la histidina
quinasa sensora DesK y un regulador de respuesta DesR que es responsable de la induccion por
frio del gen des que codifica para A5-lipido desaturasa. El producto de A5-lipido desaturasa genera
acidos grasos no saturados y éstos actian como moléculas de sefializacion negativa para la
transcripcion del gen des. De tal modo que el sistema de dos componentes, asi como la presencia
de los 4acidos no saturados generados por A5-lipido desaturasa son el mecanismo que controla la
expresion en temperaturas bajas, permitiendo una adaptacion del organismo a estos cambios

(Mendoza et al., 2001).

1.3.3 Regulacion de virulencia en bacterias por sistemas de dos componentes

Las bacterias patdgenas se enfrentan a diferentes microambientes durante su proceso de
infeccion al hospedero, requieren de la capacidad de adaptacion rapida del medio externo al del
huésped; estos procesos suelen ser mediados por sistemas de dos componentes. Pese a que no se

ha terminado de esclarecer los principios de la traduccion de sefiales en estos eventos, se ha
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avanzado en ello. De manera general, se ha encontrado que las bacterias que habitan ambientes
cambiantes suelen presentar una mayor cantidad de SDC. En especifico, la prevalencia de los SDC
en bacterias que se han adaptado a un nicho dentro del hospedero pareciera ser indicativo de la

utilidad de los mismos y de su implicacion en la virulencia bacteriana (Beier & Gross, 2006).

Los sistemas de dos componentes pueden funcionar de manera independiente o hay casos,
sobre todo en los sistemas de fosforrelevo en los que existe una mayor complejidad ya que pueden
haber varias histidinas quinasas que interacten con un solo regulador de respuesta, 0 una sola
histidina quinasa que funcione con mdltiples reguladores de respuesta (West & Stock, 2001). Se
ha descrito que en la regulacion de la virulencia pueden estar implicadas redes complejas de por
lo menos cuatro sistemas de dos componentes y reguladores adicionales como sucede en la especie
Staphylococcus aureus (Novick, 2003), que aungue es un comensal comdn en la microbiota
humana puede causar también infecciones importantes. En contraste, hay situaciones en los que
un solo sistema de dos componentes (BvgA-BvgS), en este caso perteneciente a la familia de
fosforrelevo, regula en gran medida la virulencia como sucede en la proteobacteria causante de la
tos ferina, Bordetella pertussis. En la histidina censora BvgS ocurre un fosforrelevo de His-Asp-
His del grupo fosforilo antes de la transfosforilacion del regulador de respuesta BvgA (Beier &
Gross, 2006). La histidina quinasa contiene un dominio PAS, pero se desconoce su funcion. Este
sistema de dos componentes promueve la expresion de genes de virulencia a la temperatura
corporal del hospedero (~37°C) y en la ausencia de algunos compuestos como iones de sulfato y
acido nicotinico. Lo anterior se desactiva ante un aumento de los compuestos moduladores o al
bajar la temperatura. Se ha encontrado que el estado de redox de los electrones de transporte

quinona pueden afectar al sistema BvgS, por lo que sefiales intracelulares podrian tener una



implicacion en el control de los factores. Los factores pueden ser clasificados en cuatro categorias
dependiendo de su patron de expresion y su cinética de induccion transcripcional, cada clase tiene
una implicacion en diferentes partes del ciclo de infeccion/virulencia con la excepcion de la clase
cuatro que no se ha identificado su mecanismo de funcién pero que esta implicado en la represion

de la virulencia (Fig.2)(Beier & Gross, 2006).
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Figura 2. Virulencia mediada por control de genes del sistema de dos componentes BvgA-BvgS en B. pertussis. BvgS
y BvgA son homodimeros. La fosforilacién del homodimero quinasa sensora BvgS probablemente sucede en trans en
los dominios de los diferentes mondmeros. A mano derecha se aprecia el impacto de diferentes concentraciones de
homodimeros (BvgA~P) en la expresion de diferentes clases de genes. ‘+’ indica activacion y ‘- represion de la
expresion del factor. Cabe notar que ambos BvgA-Bvgs activan o reprimen los factores de clase 3, dependiendo de la
concentracion, cuando es alta lo reprime mientras que cuando es baja lo activa. Adaptado de Beier & Gross, 2006.



1.4 Dominios que conforman a los sistemas de dos componentes
Debido a la abundancia de los sistemas de dos componentes, existe una amplia diversidad
en los dominios de entrada de sefiales y en las respuestas celulares que generan, por ello presentan
variedad en los dominios de entrada y salida. Por otro lado, las estructuras cataliticas y los
dominios de regulacion de las dos proteinas estan conservados en gran medida (Fig. 3) (Jacob-
Dubuisson et al., 2018). Sin embargo, estudios recientes han demostrado diversidad en los
mecanismos moleculares por los que estas proteinas se fosforilan y comunican (Zschiedrich et al.,

2016).
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Figura 3. Estructura de los sistemas de dos componentes y de histidinas sensoras. A) Esquema de los dominios y
mecanismos de sefializacion de los sistemas de dos componentes (SDC). El prototipo de SDC (Aa) y de fosforrelevo
(Ab), asi como las histidinas quinasas (HK) con sensores intramembranales (Ac) y citoplasmicos (Ad). Se indica la
transferencia de los grupos fosforilo con flechas, la linea punteada entre el dominio receptor (REC) y el dominio de

la histidina de fosfotransferecia (Hpt) indica que fosforreleva, el dominio receptor (REC) puede ser parte de la histidina
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quinasa sensora o una proteina separada. EI dominio efector estd punteado debido a que a veces no se presenta en el
regulador de respuesta (RR). HAMP= dominio de enlace, DHp= representa la dimerizacién y el dominio de

fosfotransferencia de histidina, CA= dominio catalitico. Adaptado de Jacob-Dubuisson et al., 2018.

1.4.1 Histidina quinasa

La superfamilia histidina quinasa tiene una arquitectura modular con una amplia diversidad
de dominios de entrada enlazados a un ndcleo catalitico conservado. Este disefio permite la
captacion de una gran diversidad de sefiales de entrada y la realizacién de la respuesta de salida
adecuada mediante una via de autofosforilacion y fosfotransferencia conservada (Papon & Stock,
2019). El estimulo ambiental es detectado de manera directa o indirecta por el amino (N)-terminal
del dominio sensor de la histidina quinasa, aunque no se ha terminado de esclarecer el mecanismo

(Ishii & Eguchi, 2021; Jacob-Dubuisson et al., 2018).

En el prototipo de histidina quinasa, el nicleo citoplasmico consiste de dos dominios: un
dominio conservado carboxilo (C)-terminal catalitico y uno de union a ATP (CA) el cual es
responsable de la transferencia del grupo fosforilo del ATP a el residuo histidina, y un dominio

menos conservado de dimerizacion y fosfotransferencia (DHp) (Gao & Stock, 2009).

Las histidinas quinasas ortodoxas contienen un solo dominio histidina en el que sucede la
autofosforilacion mientras que las no ortodoxas (poco usuales) tiene dos dominios histidina y un
dominio de aspartato. Debido a esto los no ortodoxos tienden a tener mecanismos de fosforrelevo

con mayor complejidad que los ortodoxos (Kim & Cho, 2007).

1.4.2 Dominios sensores en el citosol
El dominio PAS es una familia de dominios sensores en proteinas. Estos consisten de ~100

amino acidos y suelen estar adyacentes a la ultima region transmembrana del dominio sensor y en



el extremo N-terminal del dominio quinasa (Stock et al., 2000). Su estructura consiste en un
pliegue o/B, resaltando poca conservacion a nivel de secuencia. Estos dominios comparten
estructuras y flexibilidad lo cual pudiese indicar un mecanismo de comunicacion de

unidn/activacién a un transductor rio abajo de proteinas (Vreede et al., 2003).

El dominio PAS se encuentra en proteinas en todos los reinos de la vida, forma clados
estructurales con base en dos variables: la ubicacion dentro o fuera de la membrana y la clase de
moléculas pequefias a las que se puede unir (Gu et al., 2000). Estan presentes en ~40% de las
histidinas quinasas sensoras, funcionan como un modulo de transferencia de sefiales en las
histidinas quinasas asociadas a la membrana o como sensores en histidinas quinasas solubles. La
posibilidad de unién con metabolitos pequefios es caracteristico de la familia de dominios PAS
(Xie et al., 2010). La union a ligandos funciona como una sefial que permite el inicio de la
sefializacion celular de respuesta o puede posibilitar que el dominio pueda responder a sefiales
fisicas o quimicas como moléculas de gas, potencial redox o fotones (Henry & Crosson, 2011;
Stuffle et al., 2021). A la fecha no se han terminado de esclarecer los mecanismos de su respuesta
a la percepcion de sefales, es posible que en los dominios PAS de relevo las sefiales de entrada
generen una reorganizacion de la interface inter-promotora, de la interfaz con los dominios de

enlace que le flanquean o con otros dominios (Jacob-Dubuisson et al., 2018).

Otra familia de dominios de uniéon a moléculas pequefias en el citoplasma es GAF,
nombrada por algunas de las proteinas en las que se encuentra, como: fosfodiesterasas especificas
de cGMP, adenilil ciclasas y FhlA (Aravind & Ponting, 1997); esta presente en ~9% de las
histidinas quinasas. GAF y PAS tienen una variabilidad alta en sus secuencias y presentan

plasticidad estructural por lo que pueden reconocer no solo estimulos sino que también
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transduccion de sefiales, debido a ello suelen tener interacciones proteina-proteina (Gao & Stock,

2009).

1.4.3 Dominio de enlace

En las histidinas quinasas transmembranales el dominio sensor se encuentra unido al
nucleo citopldsmico de la quinasa mediante una hélice transmembranal y un dominio de enlace
citoplasmico, no se ha esclarecido su funcién pero se ha encontrado que es requerido para la
transduccion de sefiales (Stock et al., 2000). Un ejemplo es el dominio HAMP, éste se encuentra
de manera comun en los receptores dimeros transmembranales en procariotas, enlaza sensores
extracelulares con dominios internos de sefializacion en una gran variedad de proteinas, entre ellas
las histidinas quinasas, adenilil ciclasas, receptores de quimiotaxis y fosfatasa; se encuentra en el
C-terminal del ultimo segmento transmembrana (Hulko et al., 2006). Sus secuencias constan de la
repeticion de un patrén de siete residuos. Se ha aceptado el que el dominio HAMP consiste en dos
hélices anfipaticas con propiedades de hélices superenrolladas (coiled coil). Se considera que
funcionan de dos maneras: mecéanico, en el relevo de cambios conformacionales entre dos
dominios (sefalizacion cis) e interactivo, al unirse de manera especifica a un dominio efector

(sefializacion trans) (Ferris et al., 2011).

1.4.4 Regulador de respuesta
El regulador de respuesta consta de un dominio regulador conservado o receptor (REC). El
prototipo estd conformado por el dominio receptor con su N-terminal unida a un dominio efector
que puede variar. EI dominio receptor toma parte en la catalisis de la transferencia del grupo
fosforilo de la histidina quinasa a si mismo y regula la actividad del dominio efector, esto ultimo
depende de la fosforilacion (Buschiazzo & Trajtenberg, 2019; R. Gao et al., 2019). El efector
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genera una respuesta de salida, debido a que existe una gran diversidad de dominios efectores, es
posible realizar una gran cantidad de respuestas peculiares que a su vez son reguladas por el
sistema de dos componentes. EI ~17% de los reguladores de respuesta se encuentran con un solo
dominio REC. Los reguladores de respuesta tienen dos conformaciones dominantes, la activada y
la inactivada. Mediante la inhibicion o activacién particulares de cada regulador de respuesta, el
dominio receptor controla las actividades del dominio efector. El dominio receptor tiene actividad
enzimatica, cataliza la transferencia del grupo fosforilo y su autodesfosforilacion (Gao & Stock,
2009). La mayoria de los reguladores de respuesta son reguladores transcripcionales, sus dominios
efectores son dominios de union de ADN. Algunos de los dominios efectores de los reguladores
de respuesta son enzimas, otros se unen a ARN, ligandos o proteinas para regular procesos
celulares de la bacteria a nivel postranscripcional o postraduccional. Los dominios receptores
tienen estructuras y secuencias conservadas, sobre todo los que se encuentran en la C-terminal,
posiblemente permitiendo la continua sefializacion con los dominios conservados de la histidina

quinasa implicados en la transferencia del grupo fosforilo (Wang, 2016).

2. Antecedentes
2.1 Familia de proteinas SLC5/STAC
En los Gltimos afios se ha descubierto que el dominio STAC, el cual esta asociado a un
dominio simportador de soluto SLC5, es parte de los sistemas de dos componentes. Debido a lo
anterior se le nombro STAC (SLC5y TCST-Associated Component). Las proteinas de esta familia
constan de un sensor en el que los dominios de sefializacion y transporte se encuentran en el mismo
polipéptido. EI dominio STAC contiene 68 residuos, forma cuatro hélices con sus terminales N-y

C- a corta distancia. En solucion es monomérico, consta de dos horquillas a conectados por un
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bucle central que suele ser de nueve residuos, se puede encontrar como una proteina independiente
0 como parte de una proteina multidominio (Korycinski et al., 2015). Cuando se encuentra unida
a otros dominios, esto suele ser a partir de su N-terminal a un simportador de sodio-soluto de la
familia 5 (SLC5) y en su C-terminal con una variedad de dominios propios de los sistemas de
sefializacion, como las histidinas quinasas (Fig. 4). Las proteinas SLC5 son simportadores que
transportan diversos solutos a través de la membrana asociados a Na+, cuando se encuentran
asociadas al dominio STAC constan de 13 hélices transmembrana con una orientacion antiparalela
que forma un canal de transporte. Las proteinas que contienen un dominio STAC son abundantes
en las bacterias, pero estan ausentes en Archaea y Eucariotas. Se desconoce la funcién del dominio

STAC, se considera que es probable que sea estructural (Korycinski et al., 2015).
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Figura 4. Familia SLC5/STAC. Dominio STAC (a), histidina quinasa con posicionamiento hipotético del dominio
STAC (b), dominios de la proteina histidina quinasa (c). Modificada de Korycinski et al., 2015.

Debido a que la familia de proteinas SLC5/STAC se identifico recientemente, se han

caracterizado  pocos sistemas. Inicialmente se realizaron  caracterizaciones en
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Gammaproteobacterias como Pseudomonas (Sepulveda & Lupas, 2017; Wirtz et al., 2020),
recientemente se han caracterizado dos sistemas en la Alphaproteobacteria Sinorhizobium fredii
(Ramos et al., 2022). Pese a las caracterizaciones de algunos sistemas, no se ha esclarecido la
funcion del dominio STAC ni del dominio PAS.

2.1.1 Sistema de dos componentes CbrA-CbrB en Pseudomonas putida de la familia
SLC5/STAC

El sistema de dos componentes CbrA/B esta implicado en la regulacion del balance celular
de carbono/nitrogeno y tiene un rol importante en la represion de catabolitos de carbono. Se ha
demostrado que CbrA puede unirse y transportar histidina (Nishijyo et al., 2001; Valentini et al.,
2014). El dominio quinasa no es requerido por el dominio SLC5 para la captacion de histidina. La
histidina quinasa puede autofosforilarse y transferir el grupo fosforilo al regulador de respuesta sin
la presencia del dominio SLCS5, pese a que SLC5 no es esencial parece tener una actividad en la
modulacion de la autoquinasa. CbrA funciona como un transportador de histidina y una quinasa
sensora. Se considera posible que el dominio PAS pueda detectar un metabolito intracelular
indicando la deteccidn del sustrato en el medio externo y asi generar una sefial al dominio quinasa

(Fig. 5) (Wirtz et al., 2020).
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Figura 5. Modelo del posible funcionamiento de ChrA. El dominio SLC5 transporta histidina al citoplasma mediante
un gradiente de protones electroquimico. EI dominio DHp se autofosforila utilizando ATP en His766, transfiriendo el
grupo fosforilo a Asp52 del regulador de respuesta CbrB. Se considera posible que un metabolito intracelular sea
percibido como una sefial por el dominio PAS. GPE, gradiente de protones electromagnético. Modificado de Wirtz et
al., 2020.

2.1.2 Sistema de dos componentes CrbS/CrbR en Pseudomonas fluorescens

El sistema CrbS/R es un sistema de sefializacion de dos componentes que regula la
utilizacion del acetato en Vibrio cholerae, P. aeruginosa, P. entomophila y P. fluorescens. Es una
histidina quinasa que pertenece a la familia SLC5/STAC. Cuando CrbS es activada, CrbR activa
la transcripcion del gen acs, el cual codifica para acetil Co-A sintasa, regula los genes: pflu1318,
actP, y pflus625 y pflu0110; interesantemente este Gltimo fue el Unico que al realizarse una
delecion disminuyd la capacidad de P. fluorescens de crecer en acetato (Sepulveda & Lupas,
2017). Debido a que las condiciones experimentales difieren a las de las condiciones naturales, es

posible que los otros genes pudiesen estar implicados en la deteccion y uso de acetato en
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concentraciones mas bajas de nutrientes. Se identific6 un motivo proteinico conservado en la
region del promotor de los genes para el uso de acetato que es requerido para la activacion del

promotor de CrbR, el cual fue nombrado motivo ACTU (Sepulveda & Lupas, 2017).

Debido a que en P. fluorescens existe otro sistema de dos componentes, el CbrA/B, se
realizaron quimeras que permitieron apreciar que el dominio de la histidina quinasa no depende
del dominio SLC5 para poder activar a CrbB. Lo anterior se puede deber a que los nutrientes se
encuentran en niveles bajos en el medio natural y la fusion de SLC5 a la histidina quinasa, en los
SDC que contienen un dominio STAC, puede facilitar una deteccion temprana y una respuesta

rapida en ambientes competitivos (Sepulveda & Lupas, 2017).

2.1.3 Sistemas de dos componentes de la familia SLC5/STAC en Sinorhizobium fredii

Recientemente se han caracterizado dos sistemas de dos componentes de la familia
SLC5/STAC en S. fredii. Uno es un homdlogo del sistema CrbS/R que es requerido para el
crecimiento en acetato, asi como sucede en las Gammaproteobacterias Vibrio y Pseudomonas
(Muzhingi et al., 2018; Sepulveda & Lupas, 2017; Wirtz et al., 2020). El otro, que fue nombrado
RpuS/R, estd implicado en el crecimiento éptimo en piruvato (Ramos et al., 2022). Este sistema
regula la expresion de un operén que codifica para el simportador de piruvato MctP cuando el
piruvato es la Unica fuente de carbono disponible para S. fredii. Se encontré6 un motivo de ADN
conservado en la regién del promotor de piruvato del operon de MctP que es requerido para la
activacion transcripcional por parte de Rpu/R (el regulador de respuesta) en condiciones de
utilizacion de piruvato. En Rhizobia, la regulacion del uso de piruvato a través de las enzimas
piruvato carboxilasa y piruvato deshidrogenasa es compleja e implica mecanismos

transcripcionales y post transcripcionales; por ello el adquirir un sistema modular le permite
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obtener de manera eficiente el sustrato brindandole una ventaja competitiva sobre otros
microorganismos. La adaptacion de los sensores de sistemas de dos componentes, en particular los
de los de la familia SLC5/STAC, como reguladores de genes que permiten una deteccion temprana

en condiciones de baja cantidad de sustrato favorece la sobrevivencia (Ramos et al., 2022).
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3. Justificacion

Debido a que se ha visto que el dominio SLC5 y el dominio STAC no son requeridos para
la activacion de la histidina quinasa y la transcripcion de genes (Casino et al., 2010; Ramos et al.,
2022; Sepulveda & Lupas, 2017), se precisan mas estudios para lograr esclarecer el mecanismo
que permite a los sistemas de dos componentes, como el RpuS/R y CrbS/R en Sinorhizobium fredii,
detectar a los sustratos. De manera general se reconoce la implicacion del dominio PAS en la
sefializacion en algunos sistemas de dos componentes (Borland et al., 2016; Monteagudo-Cascales
et al., 2019; Wirtz et al., 2020). Se ha sugerido que en el sistema de dos componentes CbrA/B en
Pseudomonas putida el dominio PAS pudiese reconocer a un metabolito intracelular aun no
identificado que pudiese percibir e iniciar la sefializacidn en la histidina quinasa ya que la histidina

parece no estar implicada (Monteagudo-Cascales et al., 2019).

Con base a lo antes mencionado y el uso previo de proteinas quiméricas para la
caracterizacion de los sistemas de dos componentes (Sepulveda & Lupas, 2017), mediante la
realizacion de proteinas quiméricas se buscara esclarecer la funcion del dominio PAS en el sistema
de dos componentes RpuS/R que detecta piruvato en Sinorhizobium fredii ya que es posible que
esté implicado en la deteccion y sefializacion de los sustratos. Debido a que han sido caracterizados
tres sistemas de dos componentes, dos en S. fredii (RpuS/R y CrbS/R) y uno en Pseudomona
fluorescens (CrbS/R), que son homdlogos y comparten cierta similitud de secuencia, sera posible
la construccidon quimeras, intercambiando diferentes dominios, para el esclarecimiento de la

funcién del dominio PAS en la percepcion de sustratos.
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4. Hipotesis
El dominio PAS funciona en el relevo de sefializacion en el sistema de dos componentes

SLC5/STAC permitiendo la autofosforilacion del dominio quinasa al detectar una sefial.
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5. Objetivos
General

Identificar la funcion del dominio PAS en los sistemas de dos componentes.

Especificos
1. Construir una cepa en la que la proteina RpuS carezca del dominio PAS.
2. Construir proteinas quiméricas en las que el dominio PAS de RpuS sera
sustituido por el dominio PAS de otras proteinas de la familia SLC5/STAC.
3. Caracterizar funcionalmente la proteina RpuS que carece del dominio PAS y

las proteinas quiméricas.
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6. Metodologia
6.1 Elaboracioén de la cepa reportera ArpuS AcrbS prPir::UidA
6.4.1 Recuperacion del plasmido pVMG::prPir
Se recuperd el plasmido pVMG::prPir (Tabla I, Fig. 6 y Apéndice I) y el plasmido sin
inserto como referencia a partir de resguardos en glicerol en E.coli, para esto se realiz6 un cultivo
en medio sélido Luria Bertani LB (para un litro: extracto de levadura 5 g, cloruro de sodio 5 g,
peptona 10 g y agar 15 g) con kanamicina 50 pg/mL (Km) y se incubd a 37°C durante 24 horas.
Se realiz6 la extraccién del plasmido mediante minipreps acorde a las indicaciones del kit EZ-10
Spin Column Plasmid DNA Miniprep de Bio Basic. A continuacion, se hicieron digestiones de las
minipreps con las enzimas de restriccion BamHI y Sall (1 puL (1U) de cada enzima, 2 pL de buffer
verde FastDigest ~10 pL (1pg) de ADN y 6 pL de H20), se incubaron durante 15min. a 37°C.
Después se confirmo la presencia del plasmido mediante una electroforesis con gel de agarosa al
1% en una cdmara de electroforesis (sistema de mini-electroforesis, modelo MINI-ES) con buffer
TAE 1X durante 20 min a 100 V. Se visualizo el gel por medio de un transiluminador LED (Midi
blue LED transilluminator de 10 Rodeo) con el colorante SYBRsafe (Thermofisher). Con el
proposito de volver a confirmar la obtencion del plasmido pVMG::prPir, se realizé una PCR con
los primers c01850Al y c01850Bu (temperatura de 68° y tiempo de extension de 10 s) (Tabla I1).
Las reacciones fueron de 50 pL, cantidades empleadas: polimerasa Phusion High Fidelity 0.5 pL
(0.02 U/uL), 5X Buffer High Fidelity 10 pL (1X), dNTPs 1 pL (200puM), DMSO 1.5 pL (3%),

H>0 32 uL y 2.5 pL (0.5 uM) de cada primer.
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Tabla I. Organismos y plasmidos empleados en el estudio.

Cepa Genotipo Referencia
Pseudomona

fluorescens

SBW25 Cepa parental (Silby et al., 2009)

Sinorhizobium fredii

NGR 234 Cepa parental Nal" Rif" (Stanley et al., 1988)

NGRADDbDI AcrbS ArpuS Nal' Rif" (Ramos et al., 2022)

NGRC30 ArpuS AcrbS prPir::UidA Este trabajo

Plasmido Genotipo Referencia

pVMG Plasmido para la integracion (M. Gao etal., 2019)
transcripcional del gen uidA

pSRKgm Vector de expresion de huésped (Khan etal., 2008)

pVMG PrmctP

pCR-XL-2-TOPO

PCR-QSF

PCR-QPF

p-CR-DEL

p-CR-WT

amplio Gm'

Fusion transcripcional integrativa
del promotor del operon MctP Km'

Vector de clonacién

PCR-XL-2-TOPO con PAS CrbS-
SF/RpuS

pCR-XL-2-TOPO con PAS CrbS-
PF/RpuS

pCR-XL-2-TOPO con RpuSAPAS

pCR-XL-2-TOPO con RpuS/R

(Ramos et al., 2022)

Invitrogen

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
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Tabla 1. Lista de primers utilizados en este trabajo.

Primers Secuencia Tm (°C)
b22750Hindl11 TTGTACTAAGCTTCTATCCCGCATCGCGG 64
c01850Al AAATTCCGCGTCCCGGCCTCACTCCTCGACGGTGAG 73
c01850Bu GTCGAGGAGTGAGGCCGGGACGCGGAATTTGCC 72
€22760HindR gattcaagctTGATCATCCGCGATGACGAT 62
c22760NdeF gattccatATGCCCGGTTGGGTCGT 63
DelPasRpuSF2.0 GGGCTGCGCCGCGCCAAT 66
DelPasRpuSR2.0 CAGGAGCTTGCGGTTGAAATGCAG 61
PASfIQuF2.0 ATTTCAACCGCAAGCTCCTGCAAGGCGCCATCGARAAACAT 71
PASfIQuR2.0 TCATTGGCGCGGCGCAGCCCCTGTTCGGCTTCGCGGAACG 79
PASfrQuF2.0 ATTTCAACCGCAAGCTCCTGCAGACGGCGCTCTCGCAGATGG 74
PASfrQuR2.0 TCATTGGCGCGGCGCAGCCCCATGTCGGCCGCGACGCGTG 81
prVMGsalF ctttagGTCGACCACGGCTCGAACGAACCGGA 69
RpusQuCrbSfIF20  CGTTCCGCGAAGCCGAACAGGGGCTGCGCCGCGCCAATGA 79
RpusQuCrbSfIR2.0  ATGTTTTCGATGGCGCCTTGCAGGAGCTTGCGGTTGAAATGCAGCG 74
RpuSQuCrbSfrF2.0 CACGCGTCGCGGCCGACATGGGGCTGCGCCGCGCCAATGA 81
RpuSQuCrbSfrR2.0 ATCTGCGAGAGCGCCGTCTGCAGGAGCTTGCGGTTGAAATGCAGCG 76
UidA GGGTTGGGGTTTCTACAGGA 55
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Figura 6. Diagrama de la metodologia utilizada para obtener una cepa reportera con diferentes construcciones del

sistema de dos componentes RpuS/R en Sinorhizobium fredii. Uno es el control (WT), otro contiene la delecion del
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6.4.2 Recuperacion de la cepa de S. fredii NGR234 ArpuS AcrbS

Para preparar las células electrocompetentes se recupero la cepa de S. fredii NGR234
ArpuS AcrbS (Tabla I). A partir del resguardo en glicerol, se realizaron cultivos en medio sélido
Py (para un litro: caseina 6 g, extracto de levadura 3 g, cloruro de calcio 0.38 g y agar 15 g) con
rifampicina 25 pg/mL (Rif) y se incubaron a 30°C durante la noche, seguido de un cultivo en
medio liquido Py a 30°C y 150 rpm. A partir del cultivo liquido se realizo la limpieza de las células
electrocompotentes, se emplearon dos tubos de 50 mL cada uno con 25 mL de cultivo, se realizaron
centrifugaciones a 227 rcf, a una temperatura de 4°C durante 10 min. Se tir6 el sobrenadante y se
agreg6 30 mL de agua destilada, se repitio una centrifugacion y se agregaron 25 mL de glicerol
(10%). Se centrifugo unatercera vez y se desechd el sobrenadante, se resuspendieron ambos pellets
en 1 mL de glicerol (10%) y se realizaron alicuotas de 100 pL, las cuales se resguardaron a -80°C.

6.4.3 Transformacion de la cepa de S. fredii NGR234 ArpuS AcrbS con el plasmido
pVMG::prPir

Las células electrocompetentes de S. fredii NGR234 ArpuS AcrbS fueron transformadas
con el plasmido recuperado pVMG::prPir (Tabla | y Fig. 6) mediante electroporacién. Para ello se
utilizo el sistema de electroporacion Gene Pulser de Bio-Rad con el programa precargado para
Agrobacterium tumefaciens. Se emplearon 3 puL (~150 ng) de plasmido y 100 pL de células
electrocompotentes en cada cubeta, dos cubetas de 1mm y dos de 2mm. Tras la descarga eléctrica
se le agregd 1 mL de medio Py liquido a cada cubeta, se pasé el contenido a tubos de centrifuga
de 15 mL, se incubaron a 30°C y agitaron a 150 rpm durante cuatro horas. Posteriormente el
contenido fue vertido a tubos de 5 mL y centrifugados a 227 rcf. Se tird el sobrenadante, el pellet
fue plagueado en medio sélido Py gentamicina (Gm) (30 pg/mL) e incubado a 30°C durante tres

dias.
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Para confirmar la integracion adecuada, se realizd una extraccion de ADN total con los
métodos del kit Gentra Puregene Yeast/Bact. (Qiagen). Mediante una electroforesis en gel de
agarosa al 1% se confirmd la presencia del ADN. Se realiz6 una PCR con un termociclador
(MiniAmp Plus Thermal Cycler de Applied Biosystems) con el ADN en concentracion del 1% (~1
ng/ YL), se emplearon los primers prVMGsalF y UidA (Tabla Il) para confirmar la presencia del
fragmento de interés. Para cada reaccion se emple6: 41.75 pL H0, 5 uL de 10X DreamTaq buffer
(AX), 1 pL dNTPs (200 pM), 1 pL de cada primer (0.2 uM c/u), 0.25 pL de la polimerasa
DreamTaq (1.25 U/50 uL PCR) con una temperatura de anillacion de 60°C y un tiempo de 15s).
Una vez comprobada la transformacion, la cepa fue criopreservada en medio liquido Py al 35%

glicerol a -80°C.

6.5 Generacion de genes deletados y quiméricas

6.5.1 Extraccion de ADN total de Pseudomona fluorescens SBW25

Se obtuvo ADN total de Pseudomona fluorescens SBW25 (Tabla | y Fig. 6) a partir de un
resguardo en glicerol. Primero se realizaron cultivos en medio sélido LB, se incubaron a 30°C

durante 24 horas. La extraccion se realizo con los métodos del kit Gentra Puregene Yeast/Bact.
(Qiagen).

6.5.2 Recuperacion del plasmido pSRK Gm.

Se realizaron tres minipreps concentrados de la cepa E. coli TOP10 pSRK Gm (del stock
del laboratorio, Tabla I y Apéndice 1) debido a que es un plasmido con un nimero muy bajo de
copias, con el kit EZ-10 Spin Column Plasmid DNA Miniprep de Bio Basic. Posteriormente se

realiz6 una digestion con la enzima Ndel (enzima 1 pL (1 U), plasmido 8 pL (~1pg), buffer Fast
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Digest 2 pL y 9 pL de H20) para linealizar el plasmido y confirmar su tamafio mediante una

electroforesis con gel de agarosa al 1%.

6.5.3 Construccion de pTOPO XL-2::RpuS/R-EcoRlI

Para amplificar los genes del sistema de dos componentes RpuS/R que consta de 4200 pb,
se realizaron dos PCR con el ADN total de S. fredii (stock del laboratorio, Tabla | y Fig. 6). Una
con ADN en concentracién de 1% (~1 ng/ pL) y el otro sin dilucion, se emplearon los primers
€22760NdeF y b22750HindIl1 (Tabla I1). Las reacciones fueron de 50 pL, cantidades empleadas:
polimerasa Phusion High Fidelity 0.5 pL (0.02 U/ pL), 5X Buffer High Fidelity 10 pL (1X),
dNTPs 1 pL (200uM), DMSO 1.5 pL (3%), H20 32 pL y 2.5 pL (0.5 pM) de cada primer
(temperatura de alineacién de 62 °C y tiempo de extension de 70 s). Se confirmd la presencia de
los fragmentos mediante una electroforesis, debido a que presentaba inespecificidades se cortd el
gel de agarosa y se procedié con la purificacion del ADN con el kit PureLink Quick Gel Extraction
and PCR purification Combo, acorde a las indicaciones de la empresa. Finalmente se confirmd la

purificacion del ADN mediante una electroforesis.

El fragmento RpuS/R fue clonado en el vector TOPO XL-2 (Tabla I, Fig. 6 y Apéndice I).
Esta reaccion de clonacidn se realizé duplicada: una con duracién de 5 min y otra de 30 min. Cada
reaccion consistié en: 4 uL del producto de PCR purificado (RpuS/R), 1 pL del vector TOPO XL
y 1 pL de solucién salina. Una vez transcurrido el tiempo de incubacién, se realiz6 la
transformacion mediante choque térmico con células competentes de E.coli DH5a en medio solido
LB Km (50 pg/mL). Para lo anterior se descongelaron las células quimicamente competentes en
hielo (100 pL), una vez liquidas se les agrego el plasmido (~100 ng) y se dejaron en hielo 30 min.

Después se incubaron a 42°C durante 2 min, luego se regresaron al hielo por 5 min, se les agregd
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1 mL de LB liquido y se dejaron incubando a 37°C durante 40 min. Finalmente se centrifugaron a
227 rcf durante 5 min, se descartd el sobrenadante, se resuspendio el pellet en el mismo liquido
restante y se plaqued en medio sélido LB Km (50 pg/mL). Se extrajo el ADN plasmidico de varias
colonias mediante el kit EZ-10 Spin Column Plasmid DNA Miniprep de Bio Basic, luego se realizo6
la digestion de los mismos con la enzima de restriccion EcoRl (enzima 1 pL (1 U), buffer
FastDigest 2 pL, ADN 10 pL (~1pg) y 7 pL de H20), a una temperatura de 37°C durante 15min.

Se realizd un resguardo de las clonas positivas en glicerol de TOPO XL-2::RpuS/R-EcoRl.

6.5.4 Delecion del dominio PAS de RpuS

Se realizé una PCR divergente para eliminar la region correspondiente al dominio PAS de
rpuS (Fig. 6). Para ello se empled el plasmido TOPO XL-2::RpuS/R-EcoRI de 7812 pb, se
utilizaron los primers DelPasRpuSF2.0 y DelPasRpuSR2.0 (Tabla Il), a una temperatura de
alineamiento de 67 °C y tiempo de extension de 60 s . Las reacciones fueron de 50 pL, cantidades
empleadas: polimerasa Phusion High Fidelity 0.5 pL (0.02 U/uL), Buffer GC 10X 5 uL (1X),
dNTPs 1 pL (200puM), DMSO 1.5 pL (3%), H20 37 pL y 2.5 pL (0.5 pM) de cada primer. Se
purifico con el kit PureLink Quick Gel Extraction and PCR purification Combo. El producto fue
religado a temperatura ambiente durante 24 horas empleando: enzima T4 DNA Ligasa 1 uL, Buffer
T4 2 L, ADN 5 pL y HoO 12 pL. Posteriormente fue digerida la ligacion con 1 pL de la enzima
de restriccion Dpnl a 37 °C durante 15 min, esto para eliminar el plasmido metilado (templete).
Se transformo6 mediante choque térmico con células E.coli DH5a. quimicamente competentes como
fue descrito anteriormente (seccion 6.5.3). Se extrajo el plasmido de las colonias positivas con el
kit EZ-10 Spin Column Plasmid DNA Miniprep de Bio Basic y se realiz6 una electroforesis con

gel de agarosa al 1% para confirmar su presencia. Posteriormente se realizé una digestion de la
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delecion con la enzima de restriccion Xhol (enzima 1 pL (1 U), ADN 5 pL (~1 ug), Buffer
FastDigest 2 uL y 12 pL de H.0) durante 15 min a 37 °C. Lo anterior para linealizar el plasmido

y poder confirmar el tamafio en una electroforesis con gel de agarosa al 1%.

6.5.5 Generacién de genes quimeéricos
Se amplificaron por PCR a partir de ADN total las regiones correspondientes al dominio
PAS de crbS de S. fredii y crbS de P. fluorescens y se realizaron dos PCR divergentes con TOPO

XL-2::RpuS/R-EcoRlI especificos para cada amplicon (Fig. 6).

Primero, mediante una PCR a partir del ADN total de S. fredii se obtuvo el dominio PAS
de crbS empleando los primers PASfrQuF2.0 y PASfrQuR2.0 (Tabla I1) mediante una PCR de dos
pasos en el que se combinaron los pasos de alineamiento y extension en un solo paso de 1 minuto
con una temperatura de alineamiento de 72 °C. Con el ADN total de P. fluorescens se utilizaron
los primers PASfIQuF2.0 y PASfIQUR2.0 (Tabla Il) a una temperatura de alineamiento de 65 °C
para obtener el dominio PAS de crbS. Las reacciones fueron de 50 pL, cantidades empleadas:
polimerasa Phusion High Fidelity 0.5 pL (0.02 U/uL), 5X Buffer High Fidelity 10 pL (1X), dNTPs
1 pL (200 pM), DMSO 1.5 pL (3%), H2O 32 uL y 2.5 pL (0.5 pM) de cada primer. Se realizo la

purificacién de ambos con el kit PureLink Quick Gel Extraction and PCR purification Combo.

Segundo, se realizaron las PCR divergentes con TOPO XL-2::RpuS/R-EcoRI para cada
amplicon. En el caso del dominio PAS de S. fredii se utilizaron los primers RpuSQuCrbSfrF2.0 y
RpuSQuCrbSfrR2.0 (Tabla Il) para obtener el fragmento de interés y para el PAS de P. fluorescens
se emplearon los primers RpusQuCrbSfIF2.0 y RpusQuCrbSfIR2.0 (Tabla Il) para obtener el
producto deseado. En ambos casos se emplearon tres temperaturas: 67, 69 y 71 °C. Se realiz0 la

purificacion acorde al kit PureLink Quick Gel Extraction and PCR purification Combo.
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Tercero, se realizd la clonacion tipo Gibson de cada inserto dominio PAS con su respectivo
PCR divergente de TOPO XL-2::RpuS/R-EcoRl. La reaccion empled: plasmido 2 pL, inserto 8
ML y 10 puL de Master Mix HiFi (Gibson). Las reacciones se incubaron durante 30 min a 50°C y
fueron transformadas mediante choque térmico con células competentes E.coli DH5a en medio

LB Km (50 ug/mL), como fue previamente descrito.

Finalmente se realiz6 la extraccion del ADN plasmidico de las transformaciones de TOPO
XL-2::RpuS/R (modificado, Apéndice I) con el PAS de Crbs de S. fredii y el que contiene el PAS
de P. fluorescens de tres fechas con el kit EZ-10 Spin Column Plasmid DNA Miniprep de Bio
Basic. Mediante PCR se verifico que se tuviese el inserto adecuado en las dos quimeras. Para la
quimera PAS CrbS-SF/RpuS (abreviado SF), se emplearon los primers PASfrQuF2.0 y
€22760HindR (Tabla 1) para obtener el fragmento de interés. En la quimera PAS CrbS-PF/RpuS
(abreviado PF) se utilizaron los primers PASfIQuUF2.0 y ¢22760HindR. En ambos casos la
temperatura de alineamiento fue de 65 °C y un tiempo de extension de 15 s. Se realizo un resguardo

en glicerol de las colonias exitosas para ambas quimeras.

6.6 Expresion de las proteinas quimérica en S. fredii NGR234 ArpuS AcrbS

6.6.1 Digestién de plasmidos con las enzimas de restriccion Ndel e Hindl 11

Se inici6 con la digestion de los plasmidos: PF, SF, DEL, WT y pSRK, con las enzimas de
restriccion Ndel y Hindlll (ADN 10 pL, buffer FastDigest 5 pL, 33 puL de H,O y 1 uL de cada
enzima), se incubaron a 37 °C durante 30 min (Fig. 6). Debido a que en PF, SF, DEL y WT se
encuentran en el plasmido TOPO XL con los sitios de restriccion Ndel e Hindlll, se agrego la
enzima de restriccion Bcul para eliminar el fragmento de ADN entre los sitios de restriccion Ndel

a Hindlll en TOPO XL ya que éste (Bcul) se encuentra justo en medio de ambos y asi se pudo
30



evitar su unién al plasmido pSRK. De este modo se aseguré que el inserto RpuS/R quedara ligado

en el plasmido pSRK con los sitios de restriccion Ndel e HindllI.

6.6.2 Ligaciones de los genes quiméricos de rpusS en el plasmido pSRK Gm

Se realizaron las ligaciones de cada RpuS/R quimérico y de la delecién con el plasmido
pSRK (Fig. 6), se dejaron durante 24 horas a temperatura ambiente, la reaccion implic6: pSRK 1
ML, inserto (PF 3 uL, SF 1 pL, DELy 6 pL, DEL, 1 pL), buffer FastDigest 1 uL, Ligasa 1 uLy 10
pL de H2O. Después se realizaron las transformaciones mediante choque térmico con células
competentes E.coli DH5a como fue descrito anteriormente, se incubaron durante 24 horas en
medio so6lido LB gentamicina (Gm) (30 pg/mL). Se realiz6 la extraccion del plasmido en las
colonias seleccionadas con el kit EZ-10 Spin Column Plasmid DNA Miniprep de Bio Basic. Luego
se realizaron digestiones de los minipreps con las enzimas Ndel y Hindlll durante 15 min a 37°C
(ADN 10 pL (~1pg), buffer FastDigest 2 pL, 6 pL de H2O y 1 pL (1U) de cada enzima). Se realiz6
un resguardo en glicerol de las colonias exitosas de PF, DEL y WT. Se repiti6 la digestion, ligacion
y transformacion de SF con el plasmido pSRK Gm. Se realiz6 la extraccion del ADN plasmidico
de SF con el kit EZ-10 Spin Column Plasmid DNA Miniprep de Bio Basic, seguido de su digestion
con las enzimas de digestion Ndel y Hindlll (ADN 10 pL (~1pg), buffer FastDigest 2 pL, 6 pL

de H,Oy 1 pL (1 U) de cada enzima).

6.6.3 Transformacion de la cepa reportera S. fredii NGR234 ArpuS AcrbS prPir::UidA
La cepa S. fredii NGR234 ArpuS AcrbS prPir::UidA (Tabla | y Fig. 6) fue transformada
mediante electroporacion con el plasmido pSRK Gm con los diferentes constructos: PF, SF, DEL,
WT. Se prepararon células electrocompetentes de la cepa S. fredii NGR234 ArpuS AcrbS
prPir::UidA como se describio previamente. Se realizé la electroporacion con los plasmidos (3 pL
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de plasmido y 100 pL de celulas electrocompetentes) en cubetas de 1 mmy de 2 mm, se plaquearon
en medio solido Py con gentamicina (30 pg/mL) y kanamicina (50 pg/mL) y se incubaron a 30 °C

durante tres dias. Se realizd un resguardo con las colonias seleccionadas de cada transformacion.

6.7 Ensayos GUS

Se prepar6 el medio minimo incompleto agregando 1 mL de cada una de las vitaminas
B12, tiamina, &cido nicotinico, pantotenato y biotina, cada una a una concentracion final de 20
mM, 1 mL de los elementos traza Nitsch a 1000x (para 1L a 1000x: 0.5 mL de H2SO4,2.2 g de
MnSQg4, 0.5 g de ZnSO4, 0.5 g de H3BO3, 0.016 g de CuSQOs4, 0.025 g de NazM0oO4 y 0.046 g de
CoCl,.6H20), 5 mL de CaClz a 200 mM, se esterilizé en una autoclave 121°C durante 15 min,
posteriormente se agregaron las sales previamente esterilizadas en autoclave (2.5 g de NaNO3, 1.0
g, de KH2PO4, 2.0 g de K2HPO04, 0.3 g de MgS047H20, 0.1 g de NaCl y 0.01 g de FeCls). Justo
antes de ser requerido como medio minimo completo se agreg6 la fuente de carbono para obtener

una concentracion final de 20 mM (piruvato o acetato) y el IPTG a una concentracién de 200 pM.

A continuacion, se realizaron cultivos con las diferentes cepas generadas a partir de los
resguardos en glicerol, empleando tres colonias de cada cepa en medio sélido Py Gm (30 pg/mL)
Km (50 pg/mL): WT, SF, PF y DEL. En medio sélido Py Km (50 pg/mL) se realizaron cultivos
del control: NGRC30. Se dejaron incubando a 30 °C durante cinco dias. A partir de los cultivos
solidos se eligieron dos colonias para realizar cultivos liquidos, de 10 mL cada uno, en medio Py
Km (50 pg/mL) y se incubaron a 30 °C y 150 rpm durante 24 horas. Los cultivos se centrifugaron
a 227 rfm durante 8 min, el paquete celular se suspendié en 5 mL de medio incompleto y fue

centrifugado en las mismas condiciones.
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Para el ensayo GUS con piruvato: en un matraz se agregaron 100 mL de medio incompleto,
se adiciond de la fuente de carbono (piruvato) a una concentracion final de 200 uM (1,250 pL) y
el IPTG a una concentracion final de 200 uM (160 pL). Asi generando el medio completo, el cual
fue agregado en cantidad de 10 mL a cada matraz (un matraz por muestra, en total 10). Se
resuspendio el pellet de cada muestra y se adiciono a su respectivo matraz. Se incubaron durante

la noche a 30 °C y 150 rpm.

Para el ensayo GUS con acetato: en un matraz se agregaron 100 mL de medio incompleto,
se adicion0 acetato a una concentracion final de 20 uM y el IPTG a una concentracion final de 200
MM, posteriormente se agregaron 10 mL a cada matraz por muestra (en total 10) y se resuspendio
el pellet de cada muestra y se adicion6 a su respectivo matraz. Se incubaron durante la noche a 30

°Cy 150 rpm.

La densidad Optica de cada muestra se midié a 600nm con un lector de placas Multiskan
Sky (Thermofisher). Se tomd 1 mL de cada muestra, se pasé a un tubo de microcentrifuga y fueron
centrifugados (triplicado para cada muestra). El paquete celular se resguard6 a -80°C previo al
analisis.

Para la realizacion del ensayo GUS, se prepar6 primero el buffer GUS que consta de 20
mL de buffer fosfatos (6.15 mL K:HPO4 1M, 3.85 mL KH2PO4 1My 90 mL de H20) a 0.1M pH7
(final 50mM), 4 uL de - mercaptoetanol 14.3M (final 14mM) y 19.996 mL de H.O. Luego, se
sacaron las células del congelador y se resuspendieron en 1mL de buffer GUS y se incubaron a 37
°C en un termoblock durante 5 min. Se agregd a cada tubo con células (DEL, WT, PF, SF,
NGRC30): 20 pL de SDS 0.1%y 40 pL de cloroformo, después se agitaron en un vortex a maxima

velocidad durante 20s. Se incubaron durante 5 min a 37 °C. Después se les agrego 10.1 ul de 4-
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Nitrofenil B-D-glucopirandsido (PNPG) 100 mM (final 1 mM) y se incubaron a 37°C y 1500 rpm
durante 3 min. Finalmente se agregaron 400 pul de Na,Cos a 0.4 M, fueron centrifugados a 1000
rcf, se midié a 450 nm y se calculd la actividad relativa (con la formula T=T¢To, 1000 X
Au15/TxAs00). La comparacion entre la actividad de las fusiones transcripcionales se realizo
mediante una ANOVA de una via seguida de prueba post-hoc de Tukey para comparaciones

multiples utilizando SPSS version 25 (IBM).
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7. Resultados

7.1 Construccion de la cepa reportera

Se confirmd mediante una digestion con las enzimas de restriccion BamHI y Sall la
presencia del plasmido pVMG de 6608 pb (empleado como referencia) y del plasmido
pVMG::prPir con los dos fragmentos esperados, el del inserto de 380 pb y el del plasmido de 6608
pb. Se obtuvo una sola banda para el plasmido sin inserto mientras que el plasmido pVMG::prPir
se observaron dos, pero debido a la pobre visualizacion de la banda de 380 pb, se realizd una
segunda confirmacion mediante PCR en la que se obtuvo un resultado claro del producto de 380
pb (Fig. 7, carriles 3 y 4), se utilizé de nuevo como referencia el plasmido pVMG que como se
esperaba no genero la amplificacién del inserto ya que carece del mismo (Fig. 7, carriles 1y 2). El
plasmido pVMG::prPir contiene el gen uidA que codifica para B-glucuronidasa bajo el control del

promotor de piruvato (M. Gao et al., 2019).

pVMG pVMG::prPir

E 1 2 3 4

10 000 pb

250 pb 380pb

Figura 7. Electroforesis de las PCRs de los plasmidos pVMG y pVMG::prPir. Producto de PCR empleando pVMG (1
y 2) y pVMG::prPir (3 y 4), solo con el plasmido pVMG::prPir se gener6 el producto buscado, confirmando la
integracion adecuada. Fragmento de 380 pb (inserto) marcado con un rectangulo negro. E= escalera (GoldBio 1kb),

marcador molecular.
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Se recupero la cepa de S. fredii NGR234 ArpuS AcrbS, la cual carece de los sensores
SLC5/STAC para acetato y piruvato, luego de realizar la limpieza de las mismas se obtuvieron las

células electrocompetentes listas para la electroporacion con el plasmido pVMG::prPir.

De las cuatro repeticiones de la electroporacion, solo una realizada en una cubeta de 2 mm
genero colonias. De las diez colonias seleccionadas para la extraccion de ADN total, se obtuvieron

resultados satisfactorios en seis (Fig. 8).

12 3 45 6 7 8 9 10

Figura 8. Electroforesis de la extraccidon de ADN total de las colonias seleccionadas de la cepa S. fredii NGR234 ArpuS
AcrbS. Se obtuvo ADN en 1-3,6, 7y 9.

Un PCR con los primers prVMGsalF y uidA generarian un fragmento de 436 pb que
iniciaria en el promotor de piruvato y terminaria en el gen uidA, de tal modo que solo las células
transformadas correctamente generarian un producto. Esto se confirmé en las seis colonias

empleadas mediante una electroforesis de los productos generados por PCR (Fig. 9).
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Figura 9. Electroforesis del producto de PCR mostrando el fragmento de 436 pb en las seis colonias seleccionadas.
E= escalera (GoldBio 1kb), marcador molecular.

Estos resultados confirman la integracion del gen de interés en el cromosoma de S. fredii
NGR234, éste serad un reportero para la actividad del prPir dando lugar a la cepa reportera S. fredii
NGR234 ArpuS AcrbS prPir::UidA (Tabla | y Fig. 6). Debido a que se pudo confirmar en las seis

muestras, se realiz6 un resguardo de todas en glicerol a -80°C.

7.2 Obtencion de genes deletados y quiméricos
De las colonias obtenidas a partir del cultivo solido de Pseudomona fluorescens SBW25,
se seleccionaron cuatro para la extraccién de ADN total, se obtuvo un resultado positivo en todos

los casos (Fig. 10). Las extracciones se utilizaron posteriormente para la extraccion del domino

PAS de CrbS/R.
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Figura 10. Electroforesis de ADN total obtenido de cuatro colonias de P. fluorescens. E= escalera (GoldBio 1kb),

marcador molecular.

7.2.1 Verificacién de pPSRK Gm

Mediante la digestion de los tres minipreps con la enzima Ndel se pudo generar la
linealizacion del plasmido pSRK Gm (5742 pb) y se confirmd su presencia mediante una
electroforesis (Fig. 11). Se obtuvo una digestion eficiente en el primer carril, yaqueenel 2y 3 la
banda inferior que se observa, son plasmidos que no se linealizaron adecuadamente. Debido a lo
anterior se selecciono el plasmido del primer carril para los experimentos. El plasmido pSRK, es
un vector de expresion que contiene un complejo modificado promotor-operador lac®-lac en el que
los genes clonados son reprimidos en la ausencia del inductor Isopropil-B-D-1-

tiogalactopirandsido (IPTG) (Khan et al., 2008).
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5742pb

Figura 11. Electroforesis de la linealizacion de tres minipreps del plasmido pSRK Gm. E= escalera (GoldBio 1kb),

marcador molecular.

7.2.2 Obtencion de pTOPO XL-2::RpuS/R-EcoRl

El producto de PCR de 4200 pb, que consta del sistema de dos componentes RpuS/R, fue
confirmado mediante una electroforesis (Fig. 12). Debido a que se presentaban inespecificidades
se realizd una electroforesis para cortar el gel para la purificacion del ADN y nuevamente se

confirmo su presencia mediante electroforesis.

4200pb

Figura 12. Electroforesis de amplificacion de RpuS/R. E= escalera (GoldBio 1kb), marcador molecular.
El fragmento RpuS/R fue clonado en TOPO XL-2 y transformado en E. coli DH5a. Se
obtuvieron colonias con la reaccion TOPO XL de 5 min y 30 min. De las digestiones de las

minipreps de las cuatro colonias seleccionadas, se confirmd el resultado de la clonacion en dos,
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mediante la presencia del fragmento del plasmido de 3938 pb y dos fragmentos correspondientes
al inserto RpuS/R de 2700 pb y 1526 pb en la electroforesis (Fig. 13). Asi obteniendo pTOPO XL-

2::RpuS/R-EcoRl el cual fue resguardado en glicerol.

Figura 13. Electroforesis de las digestiones de las cuatro minipreps de pTOPO XL-2::RpuS/R-EcoRlI. Se observan los
dos fragmentos buscados: el plasmido de 3938 pb y los dos fragmentos correspondientes al inserto RpuS/R de 1526

pby 2700 en 1y 2, mientras que en 3y 4 no se obtuvo éxito. E= escalera (GoldBio 1kb), marcador molecular.
7.2.3 Rpus con la delecion del dominio PAS
Se confirmo el producto de la PCR divergente a partir de TOPO XL-2::RpuS/R-EcoRlI de
7812 pb para la delecion del dominio PAS en RpuS mediante una electroforesis en la que se obtuvo
el fragmento de 7461 pb (Fig. 14A). La purificacién se verifico mediante una electroforesis (Fig.

16a), después fue religado y digerido para finalmente ser transformado en E. coli.

La transformacion en E.coli generd abundantes colonias, de las colonias seleccionadas se
realizaron minipreps que fueron digeridos para linealizar el plasmido y confirmar su presencia
mediante una electroforesis, se encontro el fragmento esperado de 7461 pb (Fig. 14B) y se realiz6

el resguardo en glicerol de la delecion (denominada DEL).

40



PAS PAS
DEL QSF QPF fae i

E 1 2 3 4 5

Figura 14. Construccion de quimeras. A) PCR divergente para la delecion de PAS de RpuS/R (1), producto de PCR
divergente a partir de TOPO XL-2::RpuS/R-EcoRI para el amplicon del dominio PAS de S. fredii (QSF) (2) y en el
que es especifico para el dominio PAS de P. fluorescens (QPF) (3), ambos de 7852 ph. Amplificacién del dominio
PAS de crbS de S. fredii de 382 pb (PAS SF) (4) y de PAS de crbS de P. fluorescens de 394 pb (PAS PF) (5) . B)
Electroforesis del pldsmido TOPO XL-2 linealizado que contiene la delecién del dominio PAS de RpuS. QSF=
producto de PCR divergente para quimera RpuS con inserto PAS de S. fredii. QPF= producto de PCR divergente para
quimera RpuS con inserto PAS de P. fluorescens. E= escalera (GoldBio 1kb), marcador molecular.

7.2.4 Genes quiméricos obtenidos

Se obtuvo la amplificacion del dominio PAS de crbS de 382 pb de S. fredii (Fig. 15b) y el
dominio PAS de P. fluorescens de crbS de 394 pb (Fig. 15c¢) y se confirmaron mediante una

electroforesis (Fig. 14A, 4 y 5, respectivamente).
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STAC g CC PAS 3 DHp g CA REC

®

Piruvato SLC5
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Figura 15. Sistemas de dos componentes utilizados. SDC RpuS/R de S. fredii WT (a), SDC CrbS/R de S. fredii (b) y

SDC CrbS/R de P. fluorescens (c). ElI dominio PAS de b y ¢ esta sefialado con una flecha y fueron integrados en el

SDC RpuS/R.

Los productos de las PCR divergentes realizadas en el SDC RpuS/R en TOPO XL-

2::RpuS/R-EcoRlI especificas para cada amplicon fueron confirmadas mediante una electroforesis,

en ambos casos se esperaba un fragmento de 7852 pb (Fig. 14A, 2y 3).

Todos los productos fueron purificados para eliminar inespecificidades y se comprobaron

mediante una electroforesis (Fig. 16).
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Q Q PASPAS
DEL SF PF SF PF
E 1 2 3 4 5

7461PB

394PB

Figura 16. Electroforesis de las purificaciones. Delecion (1), PCR divergente especifico para el amplicon PAS CrbS
de S. fredii (QSF) (2) y para el amplicon PAS de CrbS de P. fluorescens (QPF) (3), PAS de S. fredii de CrbS (4) y
PAS de P. fluorescens de CrbS (5). E= escalera (GoldBio 1kb), marcador molecular.

Las clonaciones Gibson de cada inserto dominio PAS con su respectivo PCR divergente
TOPO XL-2::RpuS/R fueron verificadas posteriormente a las transformaciones de las clonaciones.
Se realizaron minipreps de las colonias seleccionadas y se verifico mediante PCR que las dos
quimeras tuviesen el inserto adecuado. En la quimera PAS CrbS-SF/RpuS (abreviada SF) se
obtuvo el fragmento de interés de 1600 pb en dos de las cuatro colonias probadas, mientras que en
la quimera PAS CrbS-PF/RpuS (abreviada PF) se obtuvo un fragmento de 1600 pb en tres de las
cuatro colonias probadas, por lo que en ambos casos se confirmé la clonacion Gibson exitosa que

generd a las quimeras de interés (Fig. 17), se realiz6 un resguardo en glicerol de las adecuadas.
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RpuS/R-SF RpuS/R-PF

1 2 3 4 E 5 6 7 8

1600 pb

Figura 17. Electroforesis de las amplificaciones de las dos quimeras. Quimera SF (RpuS/R-SF) de 1-4, con éxito en 1
y 4. Quimera PF (RpuS/R-PF) de 6-9, con éxito en 5, 6 y 8. En algunos carriles se observan inespecifidades de

~1000pb. E= escalera (GoldBio 1kb), marcador molecular.

7.3 Obtencion de las cuatro cepas disefiadas empleando la cepa reportera y las

ligaciones de los genes quiméricos de rpuS en pSRK Gm

Se confirmaron los fragmentos esperados con las digestiones Ndel y Hindlll de PF (4182
pb), SF (4178 pb), DEL (3828 pb), WT (4179 pb) (RpuS/R) y pSRK GM (5618pb) (Fig. 18A). El
fragmento del plasmido TOPO XL en el que se encontraban (excepto pSRK Gm) es de ~3956 pb.
Debido a que en DEL y WT se evidenciaron bandas de plasmido sin digerir, se repitio la digestion
con ambos con las mismas enzimas (identificados como DEL 2d y WT 2d). También se realizaron
otras digestiones con las mismas muestras de DEL con una menor cantidad de plasmido (8 pL en
vez de 10 pL) para intentar obtener un mejor resultado. La digestion con Bcul fue realizada en
todas las muestras (PF, SF, DEL, DEL 2d, WT y WT 2d) y se verifico mediante una electroforesis
(Fig. 18B), esta ultima digestion fue con el proposito de eliminar la posibilidad de interferencia
con el fragmento del plasmido TOPO XL, ya que no fue posible cortar el gel debido a la similitud

de tamafos y proximidad en el gel. Se generd una mejor digestion empleando una menor cantidad

44



de plasmido (8 puL) en DEL y WT (18B 3y 5, respectivamente), equiparable con las que fueron

digeridas dos veces (18B 4 y 6, respectivamente).

DEL RPUSR RPUSR
SF DEL 2d WT Wr2d

PSRK PF
E 1 2 3 4 5 6

PF SF  DEL

RPUSR
WT

Figura 18. Construccion de plasmidos pSRK Gm. A) Electroforesis de la digestion con Ndel y Hindlll de: PF (1), SF
(2), DEL (3), WT (4) y pSRK Gm (5). Sefialados con un rectangulo las bandas de plasmido que no fue digerido en 3
y 4. B) Electroforesis de la digestion con Bcul de: PF (1), SF (2), DEL d (3), DEL 2d (4), WT d (5), WT 2d (6). E=

escalera (GoldBio 1kb), marcador molecular.

Finalmente, la Gltima repeticion de la digestion de PAS se realiz6 con muestras diferentes,
con las enzimas Bcul, Ndel y Hindl11 y se obtuvo el resultado buscado, el cual fue confirmado con
una electroforesis (Fig. 19). Se considera que se obtuvo un resultado muy similar a la otra digestion

con 8 pL de plasmido.
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Figura 19. Electroforesis de la digestion de DEL. Empleando las enzimas Bcul, Ndel y HindllI, en todas se confirmo

el fragmento de 3828pb (1-4). E= escalera (GoldBio 1kb), marcador molecular.

Las ligaciones de cada RpuS/R quimérico, WT y de la delecion con pSRK fueron
transformadas en E. coli DH5a. La verificacion se realizé mediante electroforesis de los plasmidos
extraidos. La ligacion SF no fue exitosa (9796 pb), sin embargo, resultaron exitosas las de PF
(9800 pb), DEL (9446 pb) y WT (9797 pb). Se confirmaron las ligaciones mediante digestiones
con las enzimas Ndel y Hindlll, con éxito en: PF, DEL y WT (Fig. 20) y se resguardaron en

glicerol a -80°C.
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RPUSR
PF SF DEL WT

E 1 23 456 7 8 910

Figura 20. Comprobacion de las construcciones en pSRK Gm mediante una digestion con las enzimas Ndel y HindlIl.
Electroforesis de las digestiones de las minipreps: PF (1-3), SF (4-6), DEL (7y 8) y WT (9 y 10). E=escalera (GoldBio

1kb), marcador molecular.

Posteriormente se logro la ligacion de SF en pSRK empleando 1, 2, 3y 5 uL de inserto y
1 pL de pSRK. Esto se confirmé mediante una electroforesis: el de RpuS/R de 4178 pb y el de
pSRK de 5618 pb (Fig. 21). Es importante mencionar que en el primer intento se habia utilizado 1
pL de inserto también, pero sin éxito. En todas las muestras se obtuvieron los fragmentos
esperados, solo en dos fue muy baja la concentracién (en 3y 10) por lo que fueron desechados, el

resto se resguardo en glicerol a -80°C.
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E1 2 34 5 6 7 8 910

5618pb
4178pb

Figura 21. Electroforesis de las digestiones de las minipreps de SF mediante una digestion con las enzimas Ndel y
HindlIll. Todos los carriles muestran los dos fragmentos esperados: RpuS/R de 4178 pb y pSRK de 5618 pb. E=

escalera (GoldBio 1kb), marcador molecular.

La cepa reportera S. fredii NGR234 ArpuS AcrbS prPir::UidA que fue transformada
mediante electroporacion utilizando cubetas de 1mm y de 2 mm con cada uno de los plasmidos
(SF, PF, DEL y WT), formo colonias en todas las transformaciones. Se realizé el resguardo en
glicerol de las colonias seleccionadas: WT (4 colonias), PF (5 colonias), SF (3 colonias) y DEL

(4 colonias) (Fig. 22).

4 N

@ RV':'l::'S SLC5 stacY cc ¥ pas Youp ¥ ca REC

@ Rpu$S SLC5 STAC 7 CC DHp g CA REC
DEL

@ RpuS SLC5 STAC S CC g PAS jyDHpg CA g REC
SF

@ ng:s SLC5 stac¥ cc ¥ pas YpHp ¥ ca W Rec

- 4

Figura 22. Diagrama de las cepas obtenidas. SDC RpuS/R de S. fredii WT (a), delecién del dominio PAS en SDC

RpuS/R (b), proteinas quiméricas: integracion de PAS de SDC CrbS/R de S. fredii en RpuS/R (c) y la integracion de
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PAS de SDC CrbS/R de P. fluorescens en RpuS/R (d). a-d fueron integrados en la cepa reportera S. fredii NGR234
ArpuS AcrbS prPir::UidA.

7.4 Ensayos GUS
El gen uidA de E. coli codifica a la enzima 3-glucuronidasa (GUS) y ha sido empleado como un
sistema reportero de la expresion génica en fusiones transcripcionales en plantas (Jefferson et al.,

1987) y en bacterias (M. Gao et al., 2019).

La fusién del promotor de piruvato al gen uidA permite monitorear la actividad del sistema de dos
componentes RpuS/R. La enzima GUS al ser incubada con sustratos cromogenicos como 4-
Nitrofenil B-D-glucopiranésido (PNPG) genera una coloracion que puede ser cuantificada y que
indica la cantidad de actividad del promotor de piruvato que presentan las diferentes fusiones

empleadas.

La absorbancia obtenida en los cultivos de las diferentes cepas en medio minimo con piruvato a
600 nm y después del ensayo GUS a 415 nm se muestran en la tabla I1l. Asi como el tiempo

empleado y la actividad relativa calculada. Mientras que para acetato se muestra en la tabla V.

Tabla Ill. Resultados del ensayo GUS realizado con piruvato. Datos obtenidos a partir de tres repeticiones

independientes.

Actividad Relativa

Cepa Asoonm Auisnm Tiempo (min) Media = SD
SF 0.20 0.01 3.00 0.88 £4.78
PF 0.34 0.02 3.00 2.34+£0.26
DEL 0.27 0.02 3.00 1.98 £2.04
WT 0.25 1.24 3.00 104.54 £ 0.35
NGRC30 0.08 0.01 3.00 0.21+£0.19
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Tabla 1V. Resultados del ensayo GUS realizado con acetato. Datos obtenidos a partir de tres repeticiones

independientes.

Actividad Relativa

Cepa Asoonm Auisnm Tiempo (min) Media + SD
SF 0.11 0.94 3.00 34.36 £ 2.65
PF 0.19 0.01 3.00 0.57+0.14
DEL 0.11 0.03 3.00 0.92+0.83
WT 0.06 0.01 3.00 0.22 £0.08
NGRC30 0.04 0.01 3.00 0.09 £0.09

En piruvato las construcciones RpuS-PF y RpuS-SF, asi como DEL y NGRC30 no
presentaron una activacion del promotor de piruvato; mientras que en acetato RpuS-PF, DEL, WT
y NGRC30 tampoco tuvieron actividad (Fig. 23, a). La proteina WT tuvo la mayor cantidad de
actividad en piruvato (Fig. 23, b). En piruvato, la quimera RpuS-SF tuvo una actividad relativa

menor a WT (Fig. 23, b). Sin embargo, si presento actividad (Fig. 23, ¢).
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Figura 23. Grafica de la actividad relativa para cada una de las cepas empleadas en piruvato y acetato. Datos obtenidos

a partir de tres repeticiones independientes. La barra de error representa una desviacion estandar (SD). Letras

diferentes sobre las barras indican diferencias significativas (p < 0.05).

o1



8. Discusion
La delecion del dominio PAS en RpuS/R gener6 la eliminacion de la activacién del promotor de
piruvato en los ensayos con piruvato y acetato, mostrando que es requerido el dominio PAS para
sensar al sustrato de manera predominante al dominio SLC5. Existen estudios previos que apoyan
estos resultados, en los que encontraron que el dominio SLC5 no era indispensable para la
captacion de la sefial de deteccion del sustrato (Monteagudo-Cascales et al., 2019; Wirtz et al.,
2020). Por otra parte, la cepa con la delecion de ambos sistemas RpuS/R y CrbS/R, como se

esperaba, no tuvo actividad en ninguno de los dos sustratos.

De manera general se reconoce la implicacion del dominio PAS en la sefializacién en
algunos sistemas de dos componentes (Borland et al., 2016; Monteagudo-Cascales et al., 2019;
Wirtz et al., 2020). En un estudio se ha encontrado que la delecién del dominio PAS en el sistema
de dos componentes CbrA/B en Pseudomonas putida impidio la deteccidn de la sefial de activacion

lo cual es consistente con los resultados que se obtuvieron (Monteagudo-Cascales et al., 2019).

Se ha sugerido que en el sistema de dos componentes CbrA/B en Pseudomonas putida el
dominio PAS pudiese reconocer a un metabolito intracelular aun no identificado que pudiese
generar la percepcion e iniciar la sefializacién en la histidina quinasa ya que la histidina parece no
estar implicada. Por lo tanto, es posible hipotetizar que en RpuS/R de S. fredii el dominio PAS se

una directamente al piruvato y en el caso de la quimera RpuS/CrbS-SF al acetato.

De las dos quimeras realizadas en esta tesis, RpuS-PF no fue funcional, es posible que la
construccion no haya sido adecuada, por ejemplo, que el dominio PAS no haya sido substituido en
laregion correcta, o que el dominio PAS de P. fluorescens sea incompatible en el SDC de P. fredii.

La quimera RpuS-PF logré sensar al acetato y activo al promotor de piruvato, aunque tuvo una
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menor actividad que WT. Lo anterior podria ser debido a que no esta optimizada para ello. Esta
misma quimera no generd la activacion del promotor en piruvato, evidenciando la necesidad del
dominio PAS correspondiente para lograr sensar al sustrato. A futuro se podrian realizar estudios
de crecimiento con la quimera RpuS/CrbS-SF para evaluar su capacidad de utilizar piruvato
cuando se presenta junto a una baja concentracion de acetato. Lo anterior es de particular interés
cuando se consideran los retos a los que se enfrentan las bacterias en su medio natural, en contraste
con las condiciones idoneas del medio de cultivo. En la naturaleza los nutrientes son escasos, se
ha propuesto que los sensores de SDC de la familia SLC5/STAC, como reguladores de genes que
permiten una deteccion temprana en condiciones de sustrato bajas favorecen la sobrevivencia
(Ramos et al., 2022). En vida libre, es probable que los sistemas RpuS/R y CrbS/R pudiesen
complementarse en ambientes altamente competitivos. En el SDC CrbS/R de Thermus
thermophilus, en el operdn en el que se encuentran los genes para el sistema de dos componentes,
el cual interesantemente carece de un dominio PAS, existe un gen para otra proteina que si contiene
un dominio PAS (Gema Garcia, comunicacion personal). Es posible que estas dos proteinas
interactUen y que la sefalizacion sea percibida por el dominio PAS de la proteina adyacente
permitiendo la activaciéon de CrbS/R. Se espera obtener esta informacion sobre la posible
interaccion de estas dos proteinas con los experimentos proximos del laboratorio. De ser asi, seria
interesante realizar experimentos para esclarecer de qué manera interacttian (los dominios PAS de
los SDC) entre si, en particular RpuS/R y CrbS/R de S. fredii. De tal modo que los SDC no solo
permitirian una percepcion y respuesta rapida a los nutrientes, sino una complementacion que

incrementaria su posibilidad de sobrevivencia.
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9. Conclusion
Se considera que los resultados obtenidos con DEL y RpuS-SF en comparacion con WT
brindan apoyo a la hipdtesis que postulaba que el dominio PAS funciona en el relevo de
sefializacion en el sistema de dos componentes SLC5/STAC permitiendo la autofosforilacion del

dominio quinasa al detectar una sefial.
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11. Apéndice I. Mapas de plasmidos utilizados en este trabajo.

HindIII,SbfI,Sall, Agel,Avrll, Spel,BseRI, +11
BamHI, NsiI,NotI,BstXT
BglII,Mfel,Sall,Ncol
BsmI,Bcll Mfel
Barl

AhdI
BglI,Bsal SnaBI
Asel
/ ’ Alel
/ Alel
Pvul
Scal
XmnI &
e
?& Asel
R
: i = +1
& 1 % +1
; pVMG: :PrmctP 3
| 3
% 7045 bp | H
Psrl
Sgral
Mrel
1 Bsgl
Esp3I BsrGI
BsmBI Pecil
BsmBI,+1
Nhel
Psil BmtI
BsaXI,Alol BstAPT
Dralll

Xeml
BglI Bglll
Pvul Bell
TSPMI, ¥mal, Smal, ACc65I, +3

BpLI,BstB,BplI, TspMI, Xmal, +2

Pf1FI, Tth1111
BspQl
Sapl,BssHIL,Neol,RsrlI,BspQl, Sapl

pVMG PrmctP. Fusidn transcripcional integrativa del promotor del operon MctP Km" (7045 pb). En el texto:
pVMG::prPir.

AF1III,Pcil,Nspl BsaXl
DrdI

Mme

Spel,BsmF1,Pstl, SbfT
Pmel

EcoRT
AflII,EcoRI,Eagl,Notl
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Mmel BsiWI, SnaBI
ALwNI BsrGI, Tatl
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TOPO XL-2
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Btgl,Ncol, Styl
BspHI NgoMIV
NaeI,RsrI1

pCR-XL-2-TOPO. Vector de clonacidon (3956 pb). En el texto: pTOPO XL-2.
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PaeR7L,PspXI, T1iI, XhoI, Pasl

pCR-QSF. pCR-XL-2-TOPO con PAS CrbS-SF/RpuS (8154bp). En el texto: TOPO XL-2::RpuS/R (modificado).

Scal,AclI, XmnI, SspI

Acll

Pcil

AhdI BsaXI
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Sgral p - o @&0‘@ BstBI
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_ohS” Psrl
ROUS Fsel
Pm1I,BmgBI
Afel Pfol
EcoRV, EcoNI 1 PpuMI
SgrAl, TspMI, Xmal, Smal,Nrul, +2 AhdI

PaeR71,PspXI, T1iI, XhoI, AscI,BspEI,PasI

pCR-QPF. pCR-XL-2-TOPO con PAS CrbS-PF/RpuS (8166 pb). En el texto: TOPO XL-2::RpuS/R (modificado).
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CspCI,BssSI,BssSal KasI
Narl,Sfol,PluTl,Accl,BstZ171

BspHL

NotI,Sfil
BrgBI, Eco01691
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Bsssal
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Bsal
Afel Pasl
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BfuAl
Bcivl Sacll
BseRI Bael
+2
+2 +1
+1 +1
pSRKgm +
+1
Nael 5739 bp Ajul
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+1 +2
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Earl Tatl
KpnI
Acc651
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AFLIIL,MLul,Bsgl,BStEIT

pSRKgm. Vector de expresion de huésped amplio Gm' (5738 pb).
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