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RESUMEN.

El sistema de fosfotransferasa asociado a nitrogeno (PTSNT) es un sistema de
regulacion global presente en la mayoria de las bacterias Gram negativas y esta
conformado por las proteinas EINtT (ptsP), NPr (ptsO) y EIIANt (ptsN) que participan
en una cascada de fosforilacién a partir del fosfoenolpiruvato. En Azotobacter
vinelandii 1a proteina EIIAN" en su forma no fosforilada, mediante un mecanismo
desconocido, reprime la expresion de los genes asociados a la sintesis de poli-f3-
hidroxibutirato (PHB) y posiblemente también la de los genes relacionados a la
sintesis de los lipidos especificos de enquistamiento, alquilresorcinoles (ARs);
debido a que una mutacién en ptsP (que impide la fosforilaciéon de EIIANt) produce
un fenotipo negativo de sintesis de ARs. Una mutagénesis al azar por transposiciéon
de la cepa ptsP-, permiti6 identificar que una mutacion en los genes clpA o cIpP, que
codifican para la proteasa ClpAP, restaura los fenotipos de sintesis de PHB y ARs en
dicha cepa, lo cual sugiere que EIIANT y CIpAP estan asociados en la regulacion de la
sintesis de ambos compuestos. Por lo tanto en este trabajo se caracterizd el efecto
de PTSNtr sobre la sintesis de ARs y se elucido la relacion entre EIIANTy CIpAP en la

regulacion de la sintesis de PHB y ARs.

La inactivacién mutacional de cada componente de PTSNT permitié demostrar que
efectivamente EIIANT no fosforilada reprime la sintesis de ARs, debido a una
represion de la expresion del gen arpR, el cual codifica para el activador

transcripcional del operén biosintético de ARs.

Por otro lado, se logro identificar que EIIANT no fosforilada reduce los niveles y
estabilidad de proteina del factor sigma de fase estacionaria, RpoS, el cual es
necesario para la activacion de la transcripcion de los genes de la sintesis de PHB y
ARs. La mutacion en clpA o clpP restaurd la estabilidad de RpoS en las cepas que
contienen a EIIANT no fosforilada, y por lo tanto la transcripciéon de los genes
asociados a la sintesis de PHB y ARs. Colectivamente, estos resultados sugieren que
PTSNtr regula de manera global la expresion génica en A. vinelandii mediante la

induccidén de la degradacién de RpoS por CIpAP.



ABSTRACT.

The nitrogen-related phosphotransferase system (PTSNt) is a global regulatory
system present in most of gram-negative bacteria and is composed of the EINt
(ptsP), NPr (ptsO) and EIIANt (ptsN) proteins that participate in a phosphorylation
cascade from phosphoenolpyruvate. In the soil bacterium Azotobacter vinelandii,
EIIANt regulates, by unknown mechanism, the expression of genes related to the
synthesis of bioplastic polyester poly-3-hydroxybutyrate (PHB) and possibly also
regulates the expression of genes related to the synthesis of the cyst-specific lipids
alkylresorcinols (ARs), as a mutation on ptsP (which impairs the phosphate transfer
to EIIANT) abrogates the ARs synthesis. A random transposon mutagenesis of the
ptsP mutant, allowed us to identify that a mutation on clIpA or clpP genes (CIpAP
protease), restored the phenotypes of PHB and ARs synthesis in the ptsP- strain,
suggesting that EIIANT and CIpAP are related in the regulation of the synthesis of
both compounds. Therefore, in this work we characterized the regulatory effect of
PTSNtron ARs synthesis and elucidated the relation between EIIAN™ and CIpAP in the

regulation of synthesis of PHB and ARs.

The mutational inactivation of each PTSN component allowed us to confirm that
EIIANT, in its unphosphorylated state, represses the synthesis of ARs, due to a
negative effect on expression of arpR gene, which encodes the transcriptional

activator of ARs biosynthetic operon.

On the other hand, we identified that the unphosphorylated EIIANT protein reduces
the levels and stability of the stationary sigma factor RpoS protein, which is
necessary for transcriptional activation of genes related to PHB and ARs synthesis.
In strains that carry unphosphorylated EIIANt, the mutation on clIpA or clpP restored
the stability of RpoS that in turn, restored the transcription of PHB and ARs related
genes. Collectively, these results suggest that, in A. vinelandii, PTSNT globally
regulates the gene expression by inducing the RpoS degradation by ClpAP.



CAPITULO 1. INTRODUCCION.

1.1 Generalidades de Azotobacter vinelandii.

Azotobacter vinelandii es una y-proteobacteria de vida libre perteneciente
a la familia Pseudomonadaceae. Tiene la capacidad de fijar nitrégeno en presencia
de oxigeno gracias a que posee tres complejos diferentes de nitrogenasa y varios
mecanismos para su proteccién (1). Es aerobia estricta y quimiorganotrofica, es
decir, usa carbohidratos, sales, acidos organicos y alcoholes para su crecimiento. Es
pleomorfica y puede llegar a tener hasta 80 copias de su cromosoma (poliploide),
dependiendo del medio y fase de crecimiento (2). Su tamafio es de
aproximadamente 2x5 pm y posee un volumen hasta 16 veces mayor al de
Escherichia coli, 1o cual se ha asociado con la poliploidia. A. vinelandii sintetiza
alginato, un exopolisacarido de interés en la industria alimenticia y farmacéutica (3).
El alginato esta constituido por 4cido manurénico y acido gulurénico y le sirve a la

bacteria como una barrera fisica de la difusién de metales pesados y el oxigeno(4).

En condiciones adversas como falta de nutrientes, A. vinelandii puede sufrir
un proceso de diferenciacién a quistes, los cuales son células inactivas constituidas
por un cuerpo central, rodeado por dos capas (exina e intina) compuestas
principalmente por alginato (fig. 1) (5). Los quistes confieren resistencia a la
desecacion, radiacion gamma y en menor medida a la luz ultravioleta y se ha
reportado que pueden sobrevivir entre 22 y 24 afos en suelo seco (6, 7). Una vez
que las condiciones son nuevamente favorables, los quistes pueden germinar dando

inicio a un nuevo ciclo de vida de la bacteria (5).
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Figura 1. Propiedades de células vegetativas y quistes de A. vinelandii. En fase
vegetativa. A. vinelandii produce PHB. Puede sufrir un proceso de diferenciacién a quiste, el
cual comprende un cuerpo basal rodeado de dos capas (exina e intina). Durante el
enquistamiento sintetiza los lipidos fendlicos que reemplazan los fosfolipidos de la
membrana y se localizan en la exina. Los quistes pueden germinar dando inicio a un nuevo
ciclo de vida.

1.2 Biosintesis de poli-B-hidroxibutirato en A. vinelandii.

Una de las propiedades interesantes de A. vinelandii es la capacidad de
sintetizar poli-B-hidroxibutirato (PHB); un poliéster perteneciente a la familia de
poli-hidroxialcanoatos (PHAs) los cuales son de interés industrial para la
producciéon de plastico biodegradable (8). E1 PHB es almacenado en forma de
granulos insolubles citoplasmaticos (fig. 1) sin afectar la presién osmética de la
célula y es usado por la bacteria como fuente de carbono durante la limitacién de

nutrientes (9).

La sintesis de PHB ocurre principalmente en fase estacionaria e inicia con la
condensacion de dos moléculas de acetil-CoA por la enzima [3-cetotiolasa (phbA),
formando acetoacetil-CoA, el cual es reducido por la acetoacetil-CoA reductasa

(phbB) y finalmente polimerizado por la PHB sintasa (phbC) (fig. 2) (10).



En presencia de oxigeno, el acetil-CoA es conducido al ciclo de los acidos
tricarboxilicos (TCA) y la coenzima A producida inhibe la actividad de la B-
cetotiolasa. Mientras que en limitaciéon de oxigeno y en presencia de un exceso de
fuente de carbono, la sintesis de PHB es favorecida debido a que se acumula NADH,
el cual inhibe la actividad de la citrato sintasa, disminuyendo la entrada de acetil-
CoA al TCA. Altas concentraciones de acetil-CoA activan a la B-cetotiolasa, dando
inicio a la sintesis de PHB (11). Por otro lado, la limitacién de hierro también
favorece la sintesis del polimero; bajos niveles de hierro disminuyen la actividad de
la succinato deshidrogenasa del TCA y aumentan la expresion de los genes asociados

a la sintesis de PHB (12).
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Figura 2. Sintesis de PHB y ARs en A. vinelandii. La sintesis de PHB inicia con la
condensacion de dos moléculas de acetil-CoA, formando acetoacetil-CoA, el cual es reducido
a B-hidroxibutiril-CoAy polimerizado a PHB. La sintesis de ARs y APs inicia con la formacién
de n-behenil-CoA a partir de acetil-CoA y la condensacién de varias moléculas de malonil-
CoA para formar 5-heneicosilresorcinoles (21C) y 5-tricosilresorcinoles (23C).



1.2.1 Regulacion genética de la sintesis de PHB en A. vinelandii.

Los genes que codifican para las enzimas de la sintesis de PHB se encuentran
organizados en el operén phbBAC, el cual se transcribe a partir de dos promotores
psl y ps2. Corriente arriba del oper6on y de manera divergente se encuentra el gen
phbR que codifica para el regulador PhbR perteneciente a la familia AraC/XylS, el
cual activa de manera directa la transcripcion de phbBAC a partir del promotor psl
(10, 13, 14). La transcripcion de phbR también se da a partir de dos promotores; pr1l
y pr2, siendo pr1 dependiente de PhbR. El factor sigma de fase estacionaria RpoS, es
necesario para la transcripcién de phbBAC a partir del promotor ps2 y de phbR a
partir de pr2 (fig. 3) (13, 14).

A nivel postranscripcional, el sistema RsmA/RsmZ-Y (homoélogo a CsrA/CsrB
en E. coli) regula la expresion tanto de phbR como de phbBAC. RsmA es una proteina
pequeia que se une a la regién 5’ no traducida de los mRNAs de phbR y phbB,
bloqueando su traduccién (15). La actividad de RsmA es contrarrestada por la
accion de los RNAs pequefios (SRNAs) RsmZi-7 y RsmY, los cuales poseen varios

sitios de unién para RsmaA (fig. 3) (16).

@D

pth phbBAC

1
o — @

Pth/‘

g RsmA

Co

RsmZ, -/RsmY

Figura 3. Regulaciéon de la expresion de phbBAC y phbR en A. vinelandii. la
transcripcién de phbBAC y phbR es activada por PhbR a partir del promotor psl y prl,
respectivamente. La transcripcion de phbR y de phbBAC (ps2) es dependiente del factor
sigma RpoS. A nivel postranscripcional la proteina RsmA regula negativamente la expresion
de phbR y phbBAC uniéndose a la region lider de sus mRNAs. Los sRNAs RsmZs y RsmY
titulan a RsmA.
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1.3 Biosintesis de alquilresorcinoles en A. vinelandii.

Durante el enquistamiento, A. vinelandii sintetiza unos lipidos fendlicos
llamados alquilresorcinoles (ARs) y alquilpironas (APs), los cuales reemplazan los
fosfolipidos de la membrana plasmatica, representando el 95% de los lipidos
presentes en los quistes (17). Los principales ARs sintetizados son el 5-
heneicosilresorcinol y 5-n-tricosilresorcinol, con cadenas de 21 y 23 carbonos,
respectivamente y sus derivados galactosidados (18). Los ARs también se localizan
en la capa externa del quiste (exina) (fig. 1) y tienen una funcién estructural, debido
a que cepas incapaces de producir ARs presentan una exina desorganizada y un
fenotipo de aglutinacion, lo cual posiblemente afecte la segregaciéon de los quistes.
Sin embargo, a pesar de estos fenotipos estas cepas siguen siendo resistentes a la

desecacion (19).

La sintesis de ARs y APs estd dada por cuatro enzimas. ArsA y ArsD
constituyen una sintasa de acidos grasos; ArsD une de manera covalente un brazo
de 4-fosfopanteteina proveniente de coenzima A al dominio ACP (proteina
acarreadora de acilos) de ArsA, la cual sintetiza acidos grasos de C22-C23 a partir de
una unidad de acetil-CoA y la condensacion de varias moléculas de malonil-CoA,
formando n-behenil-CoA. ArsB y ArsD usan el n-behenil-CoA para la sintesis de 5-n-

heneicosilresorcinoles y 6-n-alquilpironas, respectivamente (fig. 2) (20).

1.3.1 Regulacion genética de la sintesis de ARs en A. vinelandii.

Los genes que codifican para la sintesis de ARs y APs se encuentran
organizados en el operén arsABCD (20). Su transcripcidn inicia a partir de un inico
promotor, el cual es activado de manera directa por la proteina ArpR, un regulador
perteneciente a la familia LysR cuyo coinductor es acetoacetil-CoA (fig. 4). La
transcripcion del gen arpR es activada por ArpR y es dependiente de RpoS (21).
Adicionalmente la proteina RsmA reprime la expresion de arpR a nivel
postranscripcional uniéndose a la regiéon 5’ no traducida de su mRNA (fig. 4)

(Romero Y., datos no publicados).
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Figura 4. Regulacion de la expresion de arsABCD y arpR en A. vinelandii. La
transcripcidn de arsABCD y arpR es activada por ArpR, el cual utiliza acetoacetil-CoA como
coinductor. La transcripcién de arpR es dependiente de RpoS. La proteina RsmA
interacciona con la region lider del mRNA de arpR inhibiendo su traduccion.

1.4 Sistema fosfoenolpiruvato: fosfotransferasa de carbohidratos (PTS).

Muchas bacterias y algunas arqueas emplean el PTS de carbohidratos para
el transporte y fosforilacion de diferentes azicares y algunos de sus derivados. De
manera general, el PTS se conforma por dos proteinas citoplasmaticas (EI y HPr) y
varios complejos tripartitos especificos para cada aztcar (EII). EIIA y EIIB también
son proteinas solubles, mientras que EIIC se encuentra unido a la membrana y
presenta un sitio de unién de substrato (22). Se han clasificado siete familias PTS de
acuerdo a las permeasas identificadas: glucosa, fructosa, lactosa, sorbitol, dulcitol,

manosa y ascorbato (23).

El fosfoenolpiruvato (PEP) es utilizado como donador de fosfato para la
fosforilacion del aziicar durante su transporte, para lo cual se forma una cascada de
fosforrelevo que inicia con la autofosforilacion de la proteina EI, la cual transfiere el
grupo fosfato a HPry esta a su vez a una de las EIIA especificas de azucar. EIIB recibe

el grupo fosfato y finalmente lo transfiere al azticar unido a EIIC (fig. 5) (22).
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Figura 5. PTS de carbohidratos y PTSNr, La proteina EI se autofosforila a partir del
fosfoenolpiruvato (PEP), sucediendo la transferencia del grupo fosfato en el orden
EI-HPr—EIIA—EIIB y finalmente al azucar. En el PTSNr también EINtr se autofosforila a
partir del PEP, fosforila a NPr y esta dltima a EIIANt, sin embargo hasta el momento no se
conoce un substrato que reciba el fosfato por parte de EIIANt. Adaptado de Pfliiger-Grau y
Gorke (24).

Ademas del transporte de carbohidratos, PTS también lleva a cabo procesos de
regulacion. En enterobacterias, la proteina EIIA de glucosa (EIIAGK) es el regulador
central del metabolismo de carbono, debido a su funcién en la represién catabdlica;
cuando EIIAGc se encuentra predominantemente fosforilada (ausencia de glucosa en
el medio) activa la sintesis de adenosin monofosfato ciclico (cAMP) por la enzima
unida a membrana adenilato ciclasa. EI cAMP interacciona con la proteina CRP
(cAMP receptor protein) para la activacion de la transcripcidn de genes y operones
para el catabolismo de aztcares (25). Adicionalmente, EIIAG en su forma no
fosforilada interacciona e inhibe la actividad de proteinas involucradas en
metabolismo de fuentes de carbono secundarias como GlpK (glicerol cinasa) y LacY

(lactosa permeasa) (22).



1.5 PTS asociado a nitréogeno (PTSNtr),

En todas las proteobacterias (con excepcion de las e-bacterias) se encuentra
altamente conservado un sistema homologo a PTS de carbohidratos llamado PTS
asociado a nitrégeno (PTSNt), el cual esta constituido por las proteinas EINT (EI),
Npr (HPr) y EIIANtT (EIIA). Hasta el momento no se han identificado homoélogos a
EIIBy EIIC, por lo que EIIANt es considerado como el aceptor final del grupo fosfato
(fig. 5). Otra diferencia interesante entre PTS de carbohidratos y PTSNtr es la
presencia de un dominio GAF (inicialmente identificado en fosfodiesterasas cGMP;
adenilato ciclasas de Anabaena y FhlA de E. coli) en el extremo N-terminal de la
proteina EINtr, el cual es un mdédulo sensorial que puede unir varios ligandos (24).
De hecho, en E. coli la fosforilacion de PTSNtr es influenciada por el estado de
nitrégeno celular mediante la interacciéon de glutamina o a-cetoglutarato con el

dominio GAF de EINT (26).

Los genes ptsO y ptsN codifican para las proteinas Npr y EIIANt,
respectivamente; se encuentran en el operén que contiene a rpoN, el gen codificante
del factor sigma 54 para la asimilacién de nitrégeno (fig. 6). Se propone que el
ancestro putativo de este locus es el que se encuentra en Desulforomonas
acetoxidans, el cual conserva los genes del complejo EIl para el transporte de
manosa y que la mayoria de las proteobacterias han perdido durante su evolucion
(incluyendo a E. coli, Pseudomonas sp y A. vinelandii) (fig. 6). El gen ptsP (EINT) se
localiza en otra region del genoma; en E. coli y A. vinelandii, ptsP se encuentra en
operén y corriente abajo del gen nudH, el cual codifica para una pirofosfohidrolasa

NUDIX (27).
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Figura 6. Organizacion de los genes PTSNtr, En A. vinelandii y E. coli, los genes ptsO'y ptsN
se encuentran en el cluster que contiene a rpoN (sigma 54), mientras que ptsP esta en otro
lugar del genoma corriente abajo del gen rppH. Adaptado de Pfliiger-Grau y Gorke (24).

PTSNtr regula una variedad de procesos celulares en diferentes géneros
bacterianos. En E. coli la sintesis del lipido A del lipopolisacarido (LPS) es reducida
mediante la interaccién entre NPr y LxpD (enzima de la sintesis del lipido A) (28).
Por otro lado, EIIANtr interacciona con la cinasa sensora PhoR, aumentando la
fosforilacidn del regulador respuesta PhoB y a su vez la expresion del regulén pho,
el cual es necesario para la respuesta a la escasez de fosfato (29). EIIAN" también
controla la homeostasis de potasio y lo hace mediante dos vias: en presencia de
niveles bajos de K*, EIIANt no fosforilada interacciona con la cinasa sensora KdpD
estimulando su actividad cinasa sobre el regulador respuesta KdpE, el cual activa la
transcripcion del operén kdpFABC que codifica para un transportador de K* de alta
afinidad (fig. 7) (30). En presencia de altos niveles de K*, EIIAN™ no fosforilada
interacciona con TrkA (una subunidad del transportador de potasio de baja afinidad
Trk) y bloquea el transporte del cation (fig. 7) (31). Adicionalmente, en ausencia de
EIIANt (en una mutante ptsN) la actividad de RpoS es favorecida debido a que los
niveles altos de K* (debido a una alta actividad de Trk) favorece la union del core de

RNA polimerasa a RpoS en vez de RpoD (32).
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Figura 7. Regulacion del transporte de K+ en E. coli por PTSNtr, En presencia de una
fuente de K, EIIANt interacciona con el transportador de baja afinidad TrkA e inhibe el
transporte del catidon, mientras que en limitaciéon de K+, EIIANt interacciona con la cinasa
sensora KdpD para la activacion transcripcional del transportador de alta afinidad KdpABC.
EITANt también interacciona con la cinasa sensora PhoR para la activacién del regulén de
PhoB en respuesta a la limitacién de fosfato. Modificado de Pfliiger-Grau y Gorke (24).

En Salmonella, EIIANt interacciona con el regulador respuesta SsrB y
modula su actividad sobre la expresion de la isla de patogenicidad II (SPIII) (33). A
diferencia de lo descrito en E. coli, en otras bacterias aun se desconoce como PTSNtr
lleva a cabo su efecto regulatorio sobre diferentes procesos celulares como

virulencia, sintesis de PHB, fijacion de nitrogeno, sintesis de melanina, etc (tabla 1).
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Tabla 1. Procesos regulados por PTSNtr

Agente
Microorganismo Proceso 8 . Mecanismo Referencia
regulatorio
EIIANt interaccion con la cinasa (30,31)
Escherichia coli Regulacién de la homeostasis de K* EIIANtr sensora KdpD y el transportador
TrkA
Modulacion respuesta a escasez de fosfato EITANtr Interaccién entre EIIANtT y la cinasa  (29)
sensora PhoR
Sintesis del lipido A (LPS) NPr NPr interacciona con LpxD (28)
Sensibilidad a estrés osmético y estrés por SDSy NPr Desconocido (34)
etanol cuando aumenta NPr no fosforilada
(mutante ptsP-)
Pseudomonas Una mutacién en ptsP aumenta la produccién de Desconocido Desconocido (35)
aeruginosa piocianina, debido a una disminuciéon de la
expresion del represor QssR
Salmonella Modulacién de la expresién de la SPI 11 EIIANtr Interaccién entre EIIANr y el (33)
regulador respuesta SsrB
Rhizobium etli Una mutacién en ptsN disminuye la sintesis de Desconocido Desconocido (36)
melanina y expresién de nifH
Legionella Una mutacién en ptsP disminuye su replicacién en Desconocido  Desconocido (37)
pneumophila macrdéfagos (cobayos)
Klebsiella Aumento en la fijacién de nitrégeno por mutacién EIIANtr Desconocido (38)
pneumoniae en ptsN (desrepresion de nifL y nifH)
Azotobacter Una mutacidén en ptsP disminuye la actividad de Desconocido Desconocido (39)
vinelandii nitrogenasa
Regulacién de la sintesis de PHB (represién de la  EIIANtr Desconocido (39,40)
expresion de phbRy phbBAC)
Una mutacion en ptsP abate la sintesis de ARs Desconocido  Desconocido Muriel-Millan

(Tesis de Maestria)
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1.6 Proteasas CIpAP y CIpXP.

La protedlisis intracelular es un proceso crucial para la regulaciéon de la
expresion génica y la remocion de proteinas mal plegadas para el mantenimiento de
la homeostasis. En bacterias Gram negativas, la proteolisis regulada es llevada a
cabo por proteasas dependientes de ATP como Lon, FtsH, HslUV y los complejos

ClpXP y CIpAP (41).

ClpP (caseinolytic protease) es una serina proteasa organizada en dos anillos
heptaméricos, conteniendo en la parte interior 14 sitios cataliticos. ClpA y ClpX son
chaperonas de ClpP pertenecientes a la superfamilia AAA* (ATPases associated with
diverse cellular activities), llevan a cabo el reconocimiento de los substratos, su
desdoblamiento y translocacién al interior de ClpP para su degradacién (42). El
reconocimiento de los substratos por parte de ClpA y ClpX depende de ciertas
secuencias (degrons) presentes en las proteinas blanco, ya sea en los extremos N- o
C-terminal, o bien en una regién interna que es expuesta debido a un estimulo
(cambio conformacional, corte endoproteolitico, etc) (43). ClpA y ClpX pueden
reconocer substratos marcados en el extremo C-terminal por el sistema de reciclaje
de ribosomas SsrA-SmpB (44) o bien reconocer substratos de manera especifica
gracias a proteinas adaptadoras. Adicionalmente, en condiciones de estrés, ambos
complejos ClpAP y ClpXP pueden degradar proteinas mal plegadas evitando la

formacion de grandes agregados(42).

El complejo CIpAP participa en la via de degradacion denominada N-end rule,
la cual también se encuentra en eucariotes y determina la estabilidad de una
proteina de acuerdo al aminoacido presente en el extremo N-terminal (si es
estabilizante o desestabilizante). En E. coli los aminoacidos Phe, Tyr, Trp y Leu son
clasificados como desestabilizantes primarios, mientras que Lys, Arg y Met son
desestabilizantes secundarios. La enzima leucil-fenilalanil tRNA transferasa (LFTR)
adiciona residuos desestabilizantes primarios (Leu o Phe) a los desestabilizantes
secundarios (fig. 8). La proteina adaptadora ClpS reconoce todos los residuos

desestabilizantes primarios en el N-terminal del substrato y lo entrega a ClpA (fig.
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8) (45). Hasta el momento no se comprende muy bien la funcién fisiolégica de la via
N-end rule en bacterias, sin embargo en E. coli, en dos estudios diferentes, se
identificaron a PATasa, Dps y PutA como blancos reconocidos por ClpS y degradados

por ClpAP (46, 47).

. oo @

Substrato

— o0 —
CIpAP
O ClpS

Substrato

2900 &

Figura 8. Representacion de la via N-end rule en E. coli. Si el N-terminal de una proteina
presenta un aminoacido desestabilizante primario (L, F, Y W), es reconocido por la proteina
ClpS, la cual interacciona con ClpAy le presenta el substrato para su degradacion. Adaptado
de Dougan DA et al (45).

Por otro lado, en E. coli se ha estudiado el mecanismo por el cual la chaperona
ClpX participa en la degradacién de RpoS. Durante la fase exponencial, la proteina
adaptadora RssB (el cual es un regulador respuesta huérfano) en su forma
fosforilada interacciona con RpoS, lo cual permite que ClpXP reconozca al factor
sigma (probablemente por un cambio conformacional de RpoS) y lo degrade.
Durante la fase estacionaria se da la activacion de varios antiadaptadores como IraP,
IraM e IraD, los cuales interaccionan con RssB, resultando en la liberacion y
estabilizacion de RpoS (fig. 9) (48). El reconocimiento de RpoS por ClpXP es
especifico, debido a que la inactivacion del gen clpA no aumenta los niveles de RpoS

como si sucede con mutaciones en clpX o clpP (49).
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Figura 9. Reconocimiento y degradacion de RpoS por ClpXP en E. coli. Durante la fase
exponencial la proteina RssB en su forma fosforilada, interacciona con RpoS, permitiendo
su reconocimiento y degradacion por el complejo ClpXP. En fase estacionaria, se activa la
sintesis de las proteinas IraP, IraM e IraD las cuales interaccionan con RssB, haciendo que
RpoS ya no sea degradado por ClpXP. Adaptado de Kirstein et al (43).
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CAPITULO 2. ANTECEDENTES.

2.1 PTSNtr controla la sintesis de PHB y ARs en A. vinelandii.

A. vinelandii carece de PTS de carbohidratos [con excepcion para fructosa,
para el cual el operdn fruBKA se encuentra en el genoma de A. vinelandii (1)], por lo
tanto el transporte de carbohidratos es mediante otros mecanismos de transporte
activo (50). No obstante, un PTSN completo se encuentra en A. vinelandii y regula
varios procesos. Inicialmente, en nuestro grupo se identific6 que una mutacién en
el gen ptsP (EINT) disminuye drasticamente la sintesis de PHB y afecta la fijaciéon de
nitrégeno (39). La inactivacion del gen ptsO (NPr) también disminuye la sintesis del
polimero, mientras que una mutaciéon en el gen ptsN (EIIANT) produce un efecto
opuesto; aumenta los niveles de PHB tanto en la cepa silvestre como en la cepa ptsP-
(cepa ptsP-ptsN-) (fig. 10A). Estos fenotipos se deben a que las mutaciones en los
genes pts afectan la expresion del operén phbBAC y de phbR; mutaciones en ptsPy
ptsO disminuyen los niveles de transcritos de phbB y de phbR, mientras que una

mutacion en ptsN los aumenta (40) (fig.10B).

De acuerdo a la cascada de fosforilacion de PTSNt, las mutaciones en ptsP y
ptsO afectarian la trasferencia del grupo fosfato hacia EIIANt, por lo que seria esta
ultima proteina en su forma no fosforilada la que ejerce el efecto negativo sobre la
sintesis del polimero. Esta hipotesis fue confirmada mediante la construccion de una
cepa que porta un gen ptsN con cambio en el codén que codifica para la histidina
fosforilable por un codén de alanina (H68A), por lo tanto expresa una EIIANT" no
fosforilable. Esta cepa (UW136::pALA8a) presentd un fenotipo negativo de sintesis
de PHB (fig. 11), lo cual confirma que EIIANT no fosforilada afecta de manera

negativa la sintesis del polimero(40).
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Figura 10. Efecto de PTSNr sobre la sintesis de PHB (A) y expresion de phbB y phbR
(B) en A. vinelandii. Las mutaciones en ptsP y ptsO disminuyen la sintesis de PHB y la
expresion de phbB y phbR, mientras que la mutacion en ptsN produce un efecto contrario.
Tomado de Noguéz et al (40).
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UW136 UW136::pALAS8a

Figura 11. Fenotipo de sintesis de PHB en las cepas de A. vinelandii UW136 y
UW136::pALA8a (EIIANT H68A no fosforilable). Cepas crecidas en medio s6lido PY a 72
horas de incubacién a 30°C. El fenotipo de sintesis de PHB produce un aspecto blanquecino
de la cepa y es mas opaca (cepa silvestre), mientras que un fenotipo negativo o de
disminucién en la acumulacién del polimero se caracteriza por una apariencia menos blanca
y transparente.

Mas adelante, se identific6 que la sintesis de ARs también es afectada por
PTSNtr, debido a que una mutacién en ptsP produce un fenotipo negativo de la
sintesis de los lipidos fendlicos en la cepa UW136 (fig. 12A) (Muriel-Millan LF, Tesis
de maestria) sugiriendo que posiblemente EIIAN" no fosforilada también reprime la

expresion de los genes asociados a la sintesis de ARs.

Debido a que la proteina EIIANT™ no presenta dominios de uniéon a DNA (40),
se asume que su efecto negativo sobre la expresion de los genes asociados a la
sintesis de PHB y ARs es de manera indirecta, involucrando al menos a un

intermediario.

2.2 El complejo CIpAP y PTSNtr en la regulacion de la sintesis de PHB y
ARs.

Con el fin de identificar posibles intermediarios entre EIIANtT no fosforilada y
la regulacion de la sintesis de PHB y ARs, se realiz6 una mutagénesis al azar (con el
transpos6n mini-Tn5) en la mutante ptsP- (EIIANT no fosforilada presente)
esperando obtener nuevas cepas capaces de sintetizar ambos compuestos. Esta

estrategia permitio identificar que una mutacion en el gen clpA (que codifica para la
19



chaperona ClpA), restaura nuevamente la sintesis de PHB y ARs en la mutante ptsP
(fig. 12). La mutacion en clpP también restaura la sintesis de PHB y ARs en la cepa
ptsP (fig. 12) (Muriel Millan LF, tesis de maestria). Estos resultados sugieren que la
proteasa CIpAP y EIIANT no fosforilada regulan la sintesis de ambos compuestos,

probablemente mediante una misma via.

(A) (B)
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Figura 12. Las mutaciones en cIpA y cIpP restauran el fenotipo de sintesis de PHB y
ARs en la cepa ptsP-. (A) Tincién de alquilresorcinoles producidos en medio sélido Burk
0.2% Butanol (BBOH) a 120 horas de incubacién a 30°C. Las células fueron crecidas en
medio BS por 48 horas, lavadas con 10 mM MgSO. y resuspendidas en la misma solucién.
10 pL de cada suspension celular fueron colocados en filtros de 0.22 pm previamente
puestos sobre la superficie del medio. Las células fueron tefiidas con el colorante Fast Blue
B. La coloracion roja indica fenotipo positivo de sintesis de ARs (B). Fenotipo de sintesis de
PHB en medio PY a 72 horas de incubacion a 30°C. La cepa silvestre presenta un aspecto
blanquecino (fenotipo positivo de PHB), mientras que la cepa ptsP- es menos blanca
(fenotipo negativo de PHB). (Muriel-Millan LF. Tesis de maestria)

De acuerdo a lo anterior en el presente trabajo se decidié caracterizar el
efecto de PTSNt sobre la sintesis de ARs y elucidar la relacion entre ClpAP y EIIANt

en la regulacion de la sintesis de PHB y ARs.
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CAPITULO 3. HIPOTESIS.

La proteina EIIANT no fosforilada, mediante la proteasa CIpAP ejerce un
efecto negativo sobre la expresién de los genes asociados a la sintesis de PHB y

alquilresorcinoles en A. vinelandii (fig. 13).
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Figura 13. Modelo hipotético de la regulacion de PTSNr sobre la expresion de los
genes asociados a la sintesis de PHB y ARs en A. vinelandii. Las lineas verdes y rojas
indican activacién y represion, respectivamente.
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CAPITULO 4. OBJETIVOS.

4.1 Objetivo General.

Caracterizar el mecanismo por el cual las proteinas EIIANT y CIpAP regulan la
sintesis de PHB y ARs en A. vinelandii.

4.2 Objetivos especificos.

1. Caracterizar el efecto regulatorio que ejerce PTSNtr sobre la sintesis de ARs
en A. vinelandii

2. Establecer una relacién entre ClpAP y EIIANtr en la regulacion de la sintesis
de PHB y ARs.

3. Caracterizar el efecto de la proteasa CIpAP sobre la expresion de los genes
asociados a PHB y ARs.

CAPITULO 5. MATERIALES Y METODOS.
5.1 Cepas bacterianas, plasmidos y oligonucledtidos utilizados.

En las tablas 2, 3 y 4 se describen las cepas bacterianas, plasmidos y

oligonucleoétidos, respectivamente, utilizados en el presente trabajo.
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Tabla 2. Cepas bacterianas utilizadas en el presente trabajo.

Cepa Descripcion Referencia
A. vinelandii
UW136 Mutacidn natural en algU, Nalr, Rifr (39)
RN4 UW136 con mutacién ptsN::Km (40)
RN6 UW136 con mutacién ptsO::Sp (40)
LSW1 UW136 con mutacién ptsP::Tc Este trabajo
LSW2 UW136 con mutacion ptsN::Sp Este trabajo
LSW3 LSW1 con mutacién ptsN::Sp Este trabajo
UW136::pALA7  UW136 con plasmido pALA7 cointegrado en el
cromosoma para expresar a EIIANw-6His (40)
fosforilable
UW136::pALABa UW136 con plasmido pALA8 cointegrado en el
cromosoma para expresar a EIIANtr-6His H68A no (40)
fosforilable
LMW3 UW136 con fusion transcripcional arsA-gusA Este trabajo
LMW4 LSW1 con fusion transcripcional arsA-gusA Este trabajo
LMW5 RN6 con fusion transcripcional arsA-gusA Este trabajo
LMW6 RN4 con fusion transcripcional arsA-gusA Este trabajo
LMW7 LSW3 con fusién transcripcional arsA-gusA Este trabajo
LMW8 UW136::pALA7 con fusion transcripcional arsA- )
gusA Este trabajo
LMW9 UW136::pALA8a con fusion transcripcional )
arsA-gusA Este trabajo
LMW10 UW136 con fusion traduccional arsA™-'gusA Este trabajo
LMW11 LSW1 con fusién traduccional arsA™-’gusA Este trabajo
LMW12 RN6 con fusién traduccional arsA”™-'gusA Este trabajo
LMW13 RN4 con fusion traduccional arsA’-‘gusA Este trabajo
LMW14 LSW3 con fusion traduccional arsA’-'gusA Este trabajo
LMW15 UW136 con fusién transcripcional arpR-gusA Este trabajo
LMW16 LSW1 con fusion transcripcional arpR-gusA Este trabajo
LMW17 RN6 con fusion transcripcional arpR-gusA Este trabajo
LMW18 RN4 con fusion transcripcional arpR-gusA Este trabajo
LMW19 LSW?3 con fusion transcripcional arpR-gusA Este trabajo
LMW20 UW136::pALA7 con fusién transcripcional Este trabajo
arpR-gusA
LMW21 UW136::pALA8a con fusién transcripcional Este trabajo
arpR-gusA
LMW22 UW136 con fusion traduccional arpR™-’gusA Este trabajo
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Continuacion tabla 2.

LMW23

LMW24

LMW25

LMW26

LMW27

LMW28

LMW29

LMW30
UW136::pALA8a
/pBpgyrA-arpR

UW136/
pBBR1MCS-5
UW136::pALA8a
/pBBR1MCS-5
JGW-S

LMW31
LMW32
LMW33
LMW34
LMW35

LMW36

LMW37
LMW38
LMW39
LMW40
LMW41
LMW42
LMW43
LMW44
LMW45

LMW46
LMW47

LSW1 con fusion traduccional arpR™-'gusA

RN6 con fusion traduccional arpR - ’gusA

RN4 con fusién traduccional arpR™-’gusA

LSW3 con fusién traduccional arpR™-'gusA

UW136 con fusidén transcripcional phbR-gusA, Gmr
LSW1 con fusion transcripcional phbR-gusA, Gmr
UW136 con fusion transcripcional phbB-gusA Gmr
LSW1 con fusion transcripcional phbB-gusA, Gmr
UW136::pALABa con pBpgyrA-arpR para la
expresion de arpR a partir de un promotor

independiente de RpoS
UW136 con plasmido vacio pBBR1MCS-5

UW136::pALA8a con plasmido vacio pPBBR1MCS-5

UW136 con mutacidon rpoS::Sp

LSW1 con mutacién clpA::mini-Tn5
LSW1 con mutacidn clpA::mini-Tn5
UW136 con mutacion clpA::Km
LSW1 con mutacidon clpA::Km
UW136 con mutacién clpP::Km

LSW1 con mutacién clpP::Km

UW136::pALA8a con mutacion clpA::Gm
UW136::pALA8a con mutacién clpP::Gm
UW136 con mutacioén clpX:: Km

LSW1 con mutacion clpX:: Km

LSW1 con mutacion clpS:: Km

LMW33 con fusién transcripcional phbB-gusA
LMW34 con fusion transcripcional phbB-gusA
LMW33 con fusién transcripcional phbR-gusA
LMW34 con fusion transcripcional phbR-gusA

LMW?33 con fusion transcripcional arsA-gusA
LMW34 con fusidn transcripcional arsA-gusA

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

(13)
Muriel-Millan LF.
Tesis de maestria
Muriel-Millan LF.
Tesis de maestria
Muriel-Millan LF.
Tesis de maestria
Muriel-Millan LF
Tesis de maestria
Muriel-Millan LF.
Tesis de maestria
Muriel-Millan LF.
Tesis de maestria
Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
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Continuacion tabla 2.

LMW48
LMW49
LMW50
LMW51
LMW52
LMW53
LMW54
LMW55
LMW56
LMW57
LMW58
LMW59
LMW60
LMW61
LMW62
LMW63
LMW64
LMW65
LMW66
LMWe67

E. coli

DH5a

BTH101
BL21(DE3)

HB101

LMW33 con fusion transcripcional arpR-gusA
LMW34 con fusion transcripcional arpR-gusA
LMW35 con fusidn transcripcional phbB-gusA
LMW36 con fusidn transcripcional phbB-gusA
LMW35 con fusidn transcripcional phbR-gusA
LMW36 con fusion transcripcional phbR-gusA
LMW?35 con fusion transcripcional arsA-gusA
LMW36 con fusion transcripcional arsA-gusA
LMW35 con fusién transcripcional arpR-gusA
LMW36 con fusién transcripcional arpR-gusA
UW136 con fusion traduccional phbB-gusA, Gmr
LSW1 con fusién traduccional phbB-gusA, Gmr
LMW33 con fusion traduccional phbB-gusA
LMW34 con fusion traduccional phbB-gusA
LMW35 con fusidn traduccional phbB-gusA
LMW36 con fusidn traduccional phbB-gusA
LMW33 con fusidn traduccional arsA-gusA
LMW34 con fusion traduccional arsA-gusA
LMW?35 con fusion traduccional arsA-gusA
LMW36 con fusion traduccional arsA-gusA

SupE44, AlacU169, hsdR17, recAl, endAl, gyrA96,
relA

F-, cya-99, araD139, galE15, galK16, rpsL1 (Str),
hsdR2, mcrA1l, mcrB1

F-ompT hsdSg (rs ms) gal decm

supE44, hsdS20, recAl3, ara-14, proA2, lacY1,
galK2, rpsL20, xyl-5, mtl-1

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

(51

Euromedex

Invitrogen

(1
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Tabla 3. Plasmidos utilizados en el presente trabajo.

Plasmidos

Descripcion

Referencia

pJET1.2-Blunt

pET22b(+)
pUC18C

pKT25

pU18-zip
PKT25-zip

pBBR1MCS-5
pBSL98

pBSL97

pUMATcgusAPT

pUMATcgusAT

pAHFUTs-R
pAHFUTs-B
pAHFUTd-B
pJETpgyrA
pLM2
pLM3
pLM4
pLM5
pLMé6
pLM7

pLM8

pLM9

pLM10
pLM11
pLM12

Vector de clonacién

Vector de expresion

Vector para sistema de dos hibridos, fusién de
proteinas en su N-terminal con los aminodacidos
del 225 al 399 (T18) de CyaA de Bordetella
pertussis, ori ColE1, Ampr

Vector para sistema de dos hibridos, Fusion de

proteinas en su N-terminal con los primeros 224

aminoacidos (T25) de CyaA de B. pertussis, ori
pl5, Kmr

Derivado de pUC18C, fusion de zipper de leucina

de GCN4 con T18

Derivado de pKT25, fusion de zipper de leucina
de GCN4 con T25

Vector de clonacién, Gmr

Vector usado para obtener el gen de resistencia a

gentamicina

Vector usado para obtener el gen de resistencia a

kanamicina

Vector con el gen gusA para fusiones
traduccionales

Vector con el gen gusA para fusiones
transcripcionales

Vector con fusion transcripcional phbR-gusA, Tcr
Vector con fusién transcripcional phbB-gusA, Tcr

Vector con fusion traduccional phbB-gusA, Tcr
pJET1.2 con regidon promotora de gyrA
pUMATcgusAT Gmr

pUMATcgusAPT Gmr

pLM?2 con fusion transcripcional arsA-gusA
pLM3 con fusién traduccional arsA™-gusA
pLM?2 con fusion transcripcional arpR-gusA
pLM3 con fusién traduccional arpR"™-‘gusA
pBBR1MCS-5 con fusién de promotor gyrd y
arpR

pAHFUTs-R Gmr

pAHFUTs-R Gmr

pET22b(+) con fusion rpoS -6His

pJETpgyrA con fusiéon de promotor gyrA y clpP

Thermo Scientific

Novagen

Euromedex

Euromedex

Euromedex

Euromedex
(52)
(53)

(53)
(54)

Miguel Castafieda

(15)
(15)
(15)
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo
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Continuacion tabla 3.

pLM13 pJET con clpA silvestre, Gmr Este trabajo

pLM14 pJET con clpA::Gmr Este trabajo

pLM15 pJET con clpP::Gmr Este trabajo

pLM16 pJET con clpX::Kmr Este trabajo

pLM17 pJET con clpS::Kmr Este trabajo

pLM18 Derivado de pUC18, fusién de T18 con ptsN Este trabajo

H68A
pLM19 Derivado de pKT25, fusion de T25 con ptsN Este trabajo
H68A
pLM20 Derivado de pUC18, fusién de T218 con rpoS Este trabajo
pLM21 Derivado de pKT25, fusiéon de T25 con ptsN Este trabajo
Tabla 4. Oligonucledtidos utilizados en el presente trabajo

Nombre Secuencia Referencia

FwarsA CATTCTAGAGTCTGTGCTGATCCATTGAT Este trabajo

RvarsAtrans CATCTGCAGACATGCTTGGTTTTCACACT Este trabajo

RvarsAtrad CATCTGCAGAATATGACTAGCCATTTGATC Este trabajo

FwarpR CATTCTAGAGATAGACGAAGCATCAGCAT Este trabajo

RvarpRtrans CATCTGCAGGCTGTTGGTTCCACGTCT Este trabajo

RvarpRtrad CATCTGCAGGTTCAGGGTATCCATATGG Este trabajo

arpRFw2 GATGGATGATCGCTTTTTG Este trabajo

arpRRv2 AAGTTTTCCTGGAACACTGC Este trabajo

pgyrAupSacl CGGAGCTCCCCATCGAAGAGCGTGAC Este trabajo

pgyrAdwBamHI CCGGATCCGTCAGCAGTGTCCTG Este trabajo

arsA-RT-F CACCCTCGTCAATCTGCTC (19)

arsA-RT-R GATCCTGGTCGAAGACCTTG (19)

arpR-RT-F CTTCCCCTGCTGGCACTC (22)

arpR-RT-R CGTTCCTGGAGTTCTTCGAG (22)

Fw-gyrA CCAGCAAGGGCAAGGTCTA (40)

Rv-gyrA TCGTCCAGCGGCAACAGGT (40)

clpAFw CGAACTGACCCCTTACGAC Muriel-Millan LF
(Tesis Maestria)

clpARv TGCGGAATGTTTACTCGTG Muriel-Millan LF
(Tesis Maestria)

clpPFw CACGCTGGGGTTGATTG Muriel-Millan LF

(Tesis Maestria)
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Continuacion tabla 4.

clpPRv CGGTAGGCTTGCAACAC Muriel-Millan LF
(Tesis Maestria)
clpXFw GCCAACTGGTGAGTTGATCTC Este trabajo
clpXRv CGCGGTGGAAATGCAAAGG Este trabajo
clpSFw GTCTTGTAGCCATCCATCTG Este trabajo
clpSRv GTCTCACGCTCTTCATCGTG Este trabajo
invclpSFw GGTGGTAATGTTCAACGACGAC Este trabajo
invclpSRv CAGTGCTTGCGAACATGCTG Este trabajo
rpoSFwExp ATCCATATGGCTCTCAATATAAAAGCA Este trabajo
rpoSRvexp ATCGCGGCCGCCTGGAACAGCGCATCGCTG Este trabajo
THFwRpoSXbal ACTTCTAGAGGCTCTCAATATAAAAGCAAAAG Este trabajo
THRvrpoSKpnl ATCGGTACCTCACTGGAACAGCGCATC Este trabajo
THFwptsNXbal ACTTCTAGAGATCAGACTCGAAGACATTCTGATC  Este trabajo
THRvptsNKpnl ATCGGTACCTTACAGGCTCTTCTGTGCG Este trabajo

5.2 Condiciones de crecimiento.

Para el crecimiento vegetativo, las cepas de A. vinelandii fueron sembradas
en medio minimo de Burk (BS) (55), constituido por: 0.79 mM MgCl2.6H20, 0.00083
mM NaMo04.2H20, 0.018 mM FeS04.7H20, 0.5 mM CaCl2.2H20, 1.3 mM Na2S04, 4.6
mM K2HPO4, 1.5mM KH2PO4y 2% Sacarosa; o en medio peptona (5 g/L) y extracto

de levadura (3 g/L) y 2% sacarosa (PY). Los cultivos fueron incubados a 30°C.

Para la condicion de enquistamiento (produccion de alquilresorcinoles),
inicialmente los cultivos de A. vinelandii fueron crecidos en medio BS por 48 horas.
Las células fueron lavadas tres veces con 10 mM MgS04 estéril e inoculadas en medio

Burk sin sacarosa adicionado con 0.2% Butanol (BBOH).

Las cepas de E. coli fueron crecidas en medio Luria Bertani (LB) a 37°C. Para

el ensayo de dos hibridos en E. coli, se adicion6 IPTG 0.5 mM y X-gal 40 mg/mL.

Para las conjugaciones bacterianas se utilizé medio BS-LB (78% BS- 22% LB)
adicionado con 15 mM NH4C202H3 (acetato de amonio) y 0.2% glucosa, libre de

antibiotico. Los cultivos fueron incubados a 30°C durante 24-48 horas.
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5.3. Procedimientos con acidos nucleicos.

La manipulacion de DNA se realiz6 siguiendo los protocolos estandar
descritos por Sambrook et al (51). La purificacién de RNA total se realiz6 segtn lo
reportado por Barry et al (56). Los oligonucleétidos utilizados en el presente trabajo
se encuentran descritos en la tabla 4. Para las amplificaciones de los genes de interés
por PCR, se utiliz6 como templado DNA cromosomal de la cepa UW136 de A.

vinelandii.

5.4 Construccion de fusiones transcripcionales y traduccionales de arsA

y arpR.

Los plasmidos pUMATcgusAT y pUMATcgusAPT (tabla 3) fueron digeridos
con las enzimas Sacl y Kpnl para remover el gen de resistencia a tetraciclina. Los
extremos de los vectores fueron rellenados mediante el tratamiento con el
fragmento Klenow de la DNA polimerasa para la posterior clonacién del gen de
resistencia a gentamicina obtenido del plasmido pBSL98 (53) mediante la digestiéon
con Mlul. Los nuevos plasmidos pLM2 y pLM3 fueron usados para la construcciéon

de las fusiones transcripcionales y traduccionales, respectivamente.

Para la construccion de las fusiones transcripcionales de arsA y arpR con gusA
se amplificaron fragmentos de ADN de 1.0 y 0.99 kb, que contenian la regién
promotora de arsA y arpR, respectivamente. Los fragmentos fueron purificados de
gel de agarosa, digeridos con Xbal y Pstl y clonados en el vector pLM2 (previamente
digerido con las mismas enzimas) para obtener los pladsmidos pLM4 (arsA-gusA) y
pLM6 (arpR-gusA). Estos plasmidos fueron linealizados con Ndel y Scal,
respectivamente y usados para transformar las cepas de A. vinelandii, con el fin de
obtener transformantes que portaran las fusiones transcripcionales de arsA-gusA o
arpR-gusA integradas en el cromosoma en el gen melA por evento de doble
recombinacién. Los plasmidos fueron digeridos para evitar la seleccién de

transformantes con plasmidos integrados en el cromosoma, debido a eventos de
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recombinacion sencilla. El gen melA ha sido previamente usado como regién neutral

del cromosoma de A. vinelandii para introducir fusiones génicas (54).

Para las fusiones traduccionales arsA”™-'gusA y arpR’-'gusA, fragmentos de
DNA de 1.3y 1.1 kb (que contienen la region promotora, la regién 5’ no traducida y
los primeros 5 codones de cada gen) fueron amplificados para arsA y arpR,
respectivamente. Los productos de PCR fueron purificados, digeridos con Xbal y Pstl
y ligados al vector pLM3, resultando en los plasmidos pLM5 (arsA™-'gusA) y pLM7
(arpR"™-’gusA), los cuales fueron digeridos con Ndel y Scal, respectivamente y usados

para transformar las cepas de A. vinelandii.

5.5 Construccion del plasmido pBpgyrA-arpR para la expresion de arpR

independiente de RpoS.

Inicialmente se construyo el plasmido pJET-pgyrA, clonando un fragmento de
DNA de 0.3 kb que contiene la regiéon promotora del gen gyrA (pgyrA) en el vector
pJET1.2/blunt (Thermo Scientific). Por PCR, se amplificé un fragmento de DNA de
1.0 kb que contiene la region codificante de arpRy se clon6 en el vector pJET-pgyrA
(previamente digerido con BamHI), corriente abajo y en la misma direcciéon de
pgyrA. Lafusion pgyrA-arpR fue escindida mediante la digestion con Bglll, purificada
por gel, rellenada en los extremos y clonada en el plasmido pBBR1MCS-5 digerido
con Smal. El plasmido construido pBpgyrA-arpR fue transferido por conjugacién a la

cepa UW136::pALA8a.

5.6 Medicion de los niveles de transcritos de arsA y arpR por PCR en

tiempo real.
Se extrajo RNA total a partir de cultivos de cepas de A. vinelandii crecidas en

medio liquido BBOH por 30 horas. 5 ug de RNA de cada muestra fueron tratados con

DNAsa para eliminar el DNA cromosomal remanente.
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Se obtuvo DNA complementario (cDNA) de los transcritos de los genes
blanco y del gen gyrA (usado como control interno) preparando la siguiente
reacciéon: 5 pg de RNA, 2 pL de oligonucleétidos reverso (tabla 3) a una
concentracion final de 20 picomol y 6 pL de H20 estéril; esta mezcla fue incubada a
65°C por 5 minutos e inmediatamente después colocada en hielo por 2 minutos.
Posteriormente se le adicionaron 4 pL de buffer de reaccion (5X), 1 pL de inhibidor
de ribonucleasa (20 u/pL), 2 pL. de dNTPs (10 mM) y 1 pL de reverso transcriptasa
Thermo Scientific ® (200 U/uL). La mezcla se incub6 por 1 hora a 42°C. Terminado
el tiempo de incubacion, la reacciéon se detuvo con un choque de calor a 70 °C por 10

minutos.

Mediante PCR en tiempo real, empleando el equipo Light Cycler 480 II de
Roche®), se realiz6 la cuantificacion indirecta de transcritos preparando la siguiente
mezcla para cada muestra: 10 pL. de SYBRGREEN (Thermo Scientific®), 1 pL de
cDNA (5 ng), 1 uL de oligonucledtido iniciador (Fw) (250 nM), 1 pL de
oligonucleotido reverso (250 nM) y 7 pL de H20 estéril. Las condiciones de reaccién
fueron: 1 ciclo a 95 °C por 10 min, 1 ciclo a 95 °C por 15 segundos y 1 ciclo a 60 °C
por 1 min; los dos ultimos ciclos se repitieron 40 veces. Se emplearon controles
negativos los cuales consistieron en la misma reaccién anterior sin adicionar cDNA.
Todas las reacciones fueron realizadas por triplicado. El nivel de transcritos de gyrA
fue usado como control interno para normalizar los niveles de los transcritos de los
genes a evaluar. Los datos fueron analizados mediante el método 2-2ACT reportado

por Livak y Schmittgen (57).

5.7 Complementacion de la mutacion en clpP.

El gen clpP se amplificé usando los oligonucleo6tidos clpPFw y clpPRv (tabla
4). Los fragmentos de DNA fueron clonados en el vector pJET-pgyrA, corriente abajo
y el mismo sentido del promotor de gyrd. La fusion pgyrA-clpP fue escindida
mediante la digestion con la enzima Bgll], rellenada en los extremos, purificada de

gel y clonada en el vector pPBBR1MCs-5 en el sitio Smal. El nuevo vector pLM12
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(pBpgyrA-clpP) fue transferido mediante conjugacion a las cepas de A. vinelandii

clpP-y ptsP-clpP-.

5.8 Construccion de mutantes en clpXy clpS.

Los oligonucledtidos clpXFw y clpXRv (tabla 4) fueron utilizados para
amplificar un fragmento de DNA de 1439 pb, que contenia al gen clpX, el cual fue
clonado en el vector pJET 1.2. El gen de resistencia a kanamicina obtenido del
plasmido pBSL97 (53), fue insertado en un sitio Unico Sall dentro de clpX en el
mismo sentido de la transcripcion del gen. Para la mutacién en clpS, se utilizaron
los oligonucleotidos clpSFw y clpSRv (tabla 4) para amplificar un fragmento de 976
pb y fue clonado en el plasmido pJET1.2. El plasmido resultante (pJET-clpS) fue
utilizado como templado para realizar un PCR inverso utilizando los
oligonucleo6tidos invclpSFw e invclpSRv (tabla 4), con el fin de eliminar un
fragmento de 109 pb de la region codificante de clpS e insertar el gen de resistencia
a kanamicina. Los dos plasmidos construidos pLM16 y pLM17 fueron linealizados
mediante digestion con Scal y utilizados para transformar las cepas de A. vinelandii

UW136 y ptsP-.

5.9 Expresion y purificacion de RpoS de A. vinelandii.

Los oligonucleétidos rpoSFwexp y rpoSRvexp (tabla 4) fueron usados para
amplificar un fragmento de DNA de 1.0 kb, que contiene la region codificante de
rpoS. El producto de PCR fue digerido con las enzimas Ndel y Notl para ser ligado
en el vector pET22b (Novagen), previamente digerido con las mismas enzimas,

dando como resultado el plasmido pET22b-rpoS (tabla 3).

La cepa de E. coli BL21(DE3) fue utilizada para expresar la proteina RpoS-
6His. La cepa fue crecida a 37°C toda la noche en medio liquido LB adicionado con
200 pg/mL ampicilina. Al dia siguiente, 50 mL de LB fueron inoculados con 500 pL
del preindculo e incubados a 37°C con agitacion. Cuando el cultivo alcanz6 una DOsoo

0.4-0.6, se adicion6 IPTG a una concentracion final en el medio de 0.3 mM y se incubé
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nuevamente a 37°C durante 3 horas mas. La proteina RpoS-6His fue purificada

empleando agarosa-Ni-acido nitrilotriacético (Ni-NTA) (Qiagen), concentrada y

dializada contra buffer fosfato salino (PBS) pH 7.4 estéril, usando un Amicon® de

10 kDa (Millipore).

5.10 Produccion de antisuero anti-RpoS en conejo.

La proteina RpoS-6His en PBS estéril fue utilizada para producir anticuerpos

en conejo. Con previa autorizacién por parte del comité de bioética del Instituto de

Biotecnologia de la UNAM, se empled el siguiente protocolo de inmunizacién:

Dia

Intervalo

Procedimiento

1

16

32

42

48

56

15 dias

16 dias

8 dias

9 dias

8 dias

Toma de muestra suero preinmune (1 mL).

Primera inoculacién via subcutianea de mezcla 1:1 de proteina
purificada con adyuvante completo de freund a un volumen final de
1 mL. Este volumen se distribuyé en tres regiones diferentes del
dorso del animal.

Segunda inoculacién via subcutianea de mezcla 1:1 de proteina
purificada con adyuvante incompleto de freund a un volumen final de
1 mL. Este volumen se distribuyé en tres regiones diferentes del
dorso del animal.

Tercera inoculacién via subcutanea de mezcla 1:1 de proteina
purificada con adyuvante incompleto de freund a un volumen final de
1 mL Este volumen se distribuyé en tres regiones diferentes del dorso
del animal.

Primera coleccion de muestra sanguinea para determinacidon de
titulos anti-RpoS y Western-blot de RpoS de A. vinelandii.

Cuarta inoculaciéon via subcutdnea de mezcla 1:1 de proteina
purificada con adyuvante incompleto de freund a un volumen final de
1 mL. Este volumen se distribuyd en tres regiones diferentes del
dorso del animal.

Segunda coleccion de muestra sanguinea para determinacién de
titulos anti-RpoS y evaluacion de sangrado final.

Sacrificio del conejo mediante sobredosis de anestesia para coleccion
final de muestra.

33



5.11 Determinacion de niveles y estabilidad de RpoS por Western-blot.

A partir de cultivos crecidos en medio liquido de PY o BBOH, 20 pg de
proteina total fueron mezclados con el buffer de carga para SDS-PAGE y calentados
a 95°C por 10 minutos. Las proteinas fueron separadas en geles SDS-PAGE al 12% y
transferidas a membranas de nitrocelulosa (Amersham). La proteina RpoS fue
detectada usando el antisuero policlonal RpoS-6His a una dilucién 1:2000 en Buffer
Salino Tris (TBS) pH 7.5, adicionado con 0.1% Tween 20 (TBST), seguido por un
anticuerpo anti-conejo IgG conjugado a fosfatasa alcalina (Abcam) a una dilucién
1:10000 en TBST. Las membranas fueron reveladas mediante el kit BCIP/NBT

(Invitrogen).

Para la determinacién de la estabilidad in vivo de RpoS, las cepas fueron
crecidas en medio liquido PY durante 48 horas. La sintesis de proteinas fue
bloqueada mediante la adiciéon de espectinomicina a una concentracion final de 1
mg/mL, o gentamicina 0.5 mg/mL en el caso de la cepa ptsO- (Spr). Se tomaron
muestras a 0, 15, 30, 60 y 120 minutos luego de la adicién del antibiético y se
trataron como se describié anteriormente. Los niveles relativos de RpoS fueron

calculados mediante densitometria usando el programa Image] (58).

5.12 Ensayo de dos hibridos en Escherichia coli parala determinacion de

interaccion entre EIIANT y RpoS.

Se empleo el sistema de dos hibridos en E. coli basado en la reconstituciéon
de la actividad de la adenilato ciclasa (CyaA) de Bordetella pertussis (BACTH) (59).
El dominio catalitico de CyaA estd conformado por dos fragmentos
complementarios T25 y T18 (fig. 14A), los cuales al estar separados no son
funcionales (fig. 14B). Cuando estos fragmentos son fusionados a proteinas que
interaccionan entre si (X y Y), la heterodimerizacion de las proteinas hibridas
permite que T25 y T18 se encuentren lo suficientemente cerca reconstituyendo su

actividad de sintetizar cAMP (fig. 14C), el cual junto con la proteina CAP activan la
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transcripcion del gen reportero lacZ (fig. 14D). La cepa utilizada para este ensayo

fue la E. coli BTH101 (Tabla 2).
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Promotor Gen reportero

CAMP-CAP lacZ

Figura 14. Principio del sistema de dos hibridos basado en la reconstitucién de la
actividad de adenilato ciclasa de B. pertussis (Euromedex).

Los oligonucleétidos THFwRpoSXbal, THRvrpoSKpnl, THFwptsNXbal y
THRvptsNKpnl (tabla 4) fueron utilizados para amplificar fragmentos de DNA con la
secuencia codificante de rpoS, ptsN y ptsN H68A. Los productos de PCR fueron
digeridos con las enzimas Xbal y Kpnl para su clonacion en los vectores pUC18C y
pKT25 (tabla 3). Los plasmidos resultantes fueron secuenciados para confirmar que
la fusidn de los fragmentos T18 y T25 con los genes de interés estuviera en fase de
traduccion y fueron introducidos a células de E. coli BTH101 quimiocompetentes.
Las células transformantes fueron seleccionadas en medio LB adicionado con 40

ug/mL de X-gal y, kanamicina y ampicilina, 30 y 200 pg/mL, respectivamente.
5.13 Cuantificacion de poli-B-hidroxibutirato y alquilresorcinoles.

La cuantificaciéon de PHB se realiz6 mediante el método espectrofotométrico
de Law y Slepecky (60), basado en la conversién de PHB a acido croténico en acido
sulfurico concentrado. Las células fueron cosechadas de medio solido PY a las 72
horas de incubacion y resuspendidas en 10 mM MgS04. 50 pL de cada suspension

fueron mezclados con 1 mL de hipoclorito al 30% e incubados a 37°C durante una
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hora. Las muestras fueron centrifugadas a 13000 rpm por 15 minutos, lavadas con
1 mL de agua y centrifugadas nuevamente. Se hicieron dos lavados posteriores con
etanol absoluto y acetona. Una vez secas las pastillas de PHB, fueron resuspendidas
en 1 mL de acido sulfturico concentrado y calentadas durante 10 minutos a 95°C. La

densidad 6ptica de las muestras fue determinada a una longitud de onda de 235 nm.

El fenotipo de sintesis de ARs fue determinado en células crecidas en filtros
de 0.22 pm previamente colocados sobre la superficie del medio s6lido BBOH. Las
células fueron tefiidas con una solucion del colorante Fast Blue B (0.5% Fast Blue B
y 5% de acido acético) (61). El colorante Fast Blue B, por ser una sal de diazonio,
forma un acoplamiento diazoico (N=N) con el anillo fendlico de los ARs, por lo tanto

las células que producen ARs retienen el colorante (tincién roja).

Los ARs fueron cuantificados de acuerdo a lo reportado por Segura et al (19).
Los ARs fueron extraidos con acetona por 1 hora a temperatura ambiente. Las
muestras fueron centrifugadas y la acetona fue removida y se realiz6 una segunda
extraccion por 12 horas a temperatura ambiente. Los extractos fueron mezclados y
usados para la determinacién espectrofotométrica usando el colorante Fast Blue B.
Se realizé una curva estandar de orcinol para determinar la concentracion de ARs
(10). Para todos los experimentos, la proteina fue cuantificada por el método de

Lowry et al (62).
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CAPITULO 6. RESULTADOS.

6.1 Caracterizacion del efecto de PTSNtr sobre la sintesis de ARs en A.
vinelandii.

6.1.1 Efecto de las mutaciones en los genes pts sobre la sintesis de ARs.

Con el fin de caracterizar el efecto de PTSNtr sobre la sintesis de ARs, se
decidié determinar su produccién en cada una de las mutantes pts. Como se observa
en la figura 15, las mutaciones en los genes ptsP y ptsO abatieron la sintesis de ARs,
mientras que una mutacion en ptsN aumento6 los niveles de los lipidos fendélicos en
comparacién con la cepa silvestre. De acuerdo a la cascada de fosforilaciéon
propuesta para PTSNT, las mutaciones en ptsP y ptsO interrumpen la transferencia
del grupo fosfato hacia EIIANT (40), por lo tanto la forma no fosforilada de EIIANT
podria estar implicada en el efecto negativo observado sobre la sintesis de ARs. De
acuerdo a lo anterior la inactivacidon del gen ptsN en la cepa ptsP (doble mutante

ptsP-ptsN) restauro los niveles de ARs (fig. 15).

6.1.2 Efecto de las mutaciones en los genes pts sobre la expresion de arsA.

Con el objetivo de identificar si PTSNt afecta la sintesis de ARs a través de un
efecto sobre la expresion del oper6n arsABCD, se emplearon fusiones
transcripcionales y traduccionales de arsA con el gen reportero gusA, las cuales
fueron integradas en el cromosoma de las respectivas cepas. Como se observa en la
figura 16, las mutaciones en ptsPy ptsO disminuyeron de manera similar la actividad
B-glucuronidasa de ambas fusiones, mientras que la mutacién en ptsN incrementd
la actividad de las fusiones transcripcional y traduccional aproximadamente en un
27 y 60%, respectivamente, en comparacion con lo exhibido por la cepa silvestre. En
la doble mutante ptsP-ptsN, la actividad B-glucuronidasa de la fusion transcripcional
arsA-gusA se restaurd parcialmente, mientras que la actividad de la fusién

traduccional fue similar a la presentada por la cepa silvestre (fig. 16).
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Figura 15. Fenotipo y cuantificacion de sintesis de ARs en la cepa silvestre UW136 y
mutantes pts. Las células fueron crecidas en BBOH por 120 horas a 30°. En la parte de
arriba se observan células de cada cepa tefiidas con el colorante Fast Blue B, en filtros de
0.22 pm previamente puestos sobre la superficie del medio s6lido. Los datos corresponden
al promedio de tres experimentos independientes. Barras de error; Desviacion Estandar
(DE).
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Figura 16. Actividad f-glucuronidasa de las fusiones transcripcional (A) y
traduccional (B) de arsA-gusA en la cepa silvestre UW136 y mutantes pts. Las células

fueron crecidas en liquido BBOH por 72 horas. Los datos corresponden al promedio de tres
experimentos independientes. Barras de error; (DE).

38



El nivel de transcritos de arsA en las mutantes pts también se evalué
mediante qPCR. En la tabla 5 se muestra que las mutaciones en ptsP y ptsO
disminuyeron drasticamente los niveles de mRNA de arsA, mientras que la mutacién
en ptsN los aumento en las cepas UW136 y ptsP-. Estos resultados sugieren que la
proteina EIIANt no fosforilada reprime la expresion de arsA principalmente a nivel

transcripcional.

Tabla 5. Niveles relativos de transcritos de arsA
y arpR en las cepas UW136 y mutantes pts.

Niveles relativos de mRNA

Cepa arsA arpR

UWI136 1.0£0. 1.0+0.

ptsP 0.043 £0.007 0.021 £0.003
ptsO 0.099 + 0.003 0.005 £0.003
ptsN 2.07 £0.24 2.7+0.2
ptsP-ptsN 1.62 +0.10 13+0.1

Los niveles de mRNAs de arsA y arpR en las mutantes pts
son relativos a los mostrados por la cepa UW136, los
cuales son asumidos para ser 1.0. Los valores
corresponden al promedio de dos experimentos
independientes.

6.1.3 Efecto de las mutaciones en los genes pts sobre la expresion de arpR.

Recientemente en nuestro grupo se identific6 que la transcripcién de
arsABCD es directamente activada por el regulador ArpR (21). Por lo tanto se quiso
identificar si PTSNtr afecta la transcripcion de arsABCD mediante la regulacion de la

expresion de arpR.

La figura 17A presenta que las mutaciones en ptsP y ptsO disminuyeron
alrededor del 40% la actividad B-glucuronidasa de la fusién transcripcional arpR-

gusA, mientras que la mutacién en ptsN no afect6 la transcripcién de arpR en las
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cepas UW136 y ptsP-. En contraste, las mutantes ptsN- y ptsP--ptsN- presentaron un
aumento significativo en la actividad B-glucuronidasa de la fusiéon traduccional
arpR-gusA, con respecto a lo presentado por la cepa silvestre y la mutante ptsP,
respectivamente (fig. 17B). Mediante qPCR se determin6 que las mutaciones en ptsP
y ptsO disminuyeron el nivel de transcritos de arpR, mientras que la inactivacion de
ptsN lo aumenté en la cepa silvestre y la mutante ptsP- (tabla 5). Estos resultados
sugieren que EIIANT no fosforilada regula negativamente la expresion de arpR a

niveles transcripcional y post-transcripcional.
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Figura 17. Actividad fB-glucuronidasa de las fusiones transcripcional (A) y
traduccional (B) de arpR-gusA en la cepa silvestre UW136 y mutantes pts. Las células
fueron crecidas en liquido BBOH por 72 horas. Los datos corresponden al promedio de tres
experimentos independientes. Barras de error; (DE).

6.1.4 La mutacion H68A en el sitio de fosforilacion de EIIANT disminuye la

transcripcion de arpR.

Los resultados anteriores sugieren que EIIANT en su estado no fosforilado
ejerce el efecto negativo sobre la sintesis de ARs. Para confirmar lo anterior, se
determind la capacidad de produccién de ARs de la cepa UW136::pALA8a, la cual
contiene integrado en el cromosoma el gen ptsN con la mutacién puntual H68A,

expresando una proteina EIIANT no fosforilable (40).
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Como se observa en la figura 18A, la cepa UW136::pALA8a presentd un
fenotipo negativo de sintesis de ARs, contrario a la cepa que contiene a EIIANt
silvestre (UW136::pALA7)(40). Este fenotipo fue debido a que la proteina EIIANt
H68A disminuy6é drasticamente la transcripcion de arsA y parcialmente la

transcripcion de arpR (fig. 18B).
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Figura 18. Fenotipo de sintesis de alquilresorcinoles (A) y actividad -glucuronidasa
de las fusiones transcripcionales arsA-gusA 'y arpR-gusA (B) en las cepas
UW136::pALA7 (barras negras) y UW136::pALA8a (barras blancas), las cuales
contienen a EIIANtry EIIANtr H68A, respectivamente. Las células fueron crecidas en medio
liquido BBOH por 72 horas. Los datos corresponden al promedio de tres experimentos
independientes. Barras de error; (DE).

6.1.5 La poza de acetoacetil-CoA en A. vinelandii no es afectada por EIIAN™ no

fosforilada.

Como se menciono anteriormente, acetoacetil-CoA es coinductor de ArpR, su
adicion al medio de crecimiento vegetativo induce la expresion tanto de arsABCD
como de arpR y por lo tanto la sintesis de ARs (21). De acuerdo a lo anterior, EIIANT
no fosforilada podria afectar la expresién de arpR y la sintesis de ARs mediante un
efecto sobre la poza de acetoacetil-CoA en A. vinelandii. Esta hipotesis fue descartada
debido a que la presencia de 5 y 50 pM de acetoacetil-CoA en medio BBOH s6lido no
restaur6 el fenotipo de sintesis de ARs en las cepas ptsP, ptsO y UW136::pALA8a
(EIIANt no fosforilable) (fig. 19). Al contrario, en las cepas UW136, ptsN y en menor
medida en la ptsP-ptsN, se observé un aumento en el fenotipo de sintesis de ARs

dependiente de la concentracion de acetoacetil-CoA (fig. 19). Estos resultados
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indican que EIIANT no fosforilada no afecta la expresiéon de arpR mediante una

disminucién de la poza de acetoacetil-CoA.

Acetoacetil-CoA UW136::
UW136 tsP tsO tsN -
adicionado al medio pEs P P ptsP-ptsN pALAS8a
BBOH (uM)

: * L JL

-
50 ‘
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Figura 19. Efecto de la adicion de acetoacetil-CoA al medio BBOH sobre el fenotipo de
sintesis de ARs en la cepa silvestre UW136 y las mutantes pts de A. vinelandii. Las
células fueron tefiidas con una soluciéon del colorante Fast Blue B a las 72 horas de
incubacion.

6.1.6 El efecto negativo de EIIAN™ H68A sobre la transcripcion de arpR es
dependiente de RpoS.

Una mutacion en rpoS abate la sintesis de ARs debido a que la transcripciéon
de arpR disminuye drasticamente. La expresion de arpR a partir de un promotor
independiente de RpoS es suficiente para restaurar la sintesis de ARs en una
mutante rpoS- (21). De acuerdo a lo anterior se decidié determinar si EIIANtT no
fosforilada afecta la expresion de arpR mediante un efecto sobre el factor sigma.
Para esto se determind la capacidad de sintesis de ARs de la cepa UW136::pALA8a
portando un plasmido (pBpgyrA-arpR) el cual expresa el gen arpR a partir de un
promotor independiente de RpoS (promotor de gyrA). Como se observa en la figura
20A, esta cepa fue capaz de producir ARs en medio BBOH soélido. Al contrario,
cuando la cepa UW136::pALA8a fue transformada con el plasmido vacio pBBR1MCs-
5, presenté un fenotipo negativo de sintesis de ARs. En medio liquido, se presento
un efecto similar; la expresiéon de arpR independiente de RpoS aument6 los niveles

de ARs en la cepa que contiene a EIIAN™ H68A no fosforilable (fig. 20B).
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Figura 20. Efecto la expresion de arpR a partir de un promotor independiente de RpoS
en el fenotipo de sintesis (A) y niveles (B) de ARs en la cepa que contiene la proteina
EIIANt H68A no fosforilable. Las células fueron crecidas en medio sélido (A) o liquido (B)
BBOH por 120 horas. Los datos corresponden al promedio de tres experimentos
independientes. Barras de error; (DE).

6.2 Estudio de la relacion entre EIIANt y ClpAP en la regulacion de la

sintesis de PHB y ARs.

6.2.1 Las mutaciones en cIpA y cIpP restauran parcialmente la sintesis de PHB

y ARs en la cepa ptsP.

Como se mencion6 anteriormente, las mutaciones en los genes clpA y clpP
(que codifican para el complejo ClpAP) restauran la sintesis de PHB y ARs en la cepa
ptsP- (fig. 12). Este efecto fue de manera parcial; la mutante ptsP-clpA- acumuld
alrededor del 35% de PHB y ARs con respecto a lo producido por la cepa silvestre y
la cepa ptsP-cIpP lo hizo en un 30% de PHB y 55% de ARs. (fig. 21). La mutante
clpA- present6 un aumento de PHB cerca del 37% y una disminuciéon de ARs del 25%,
mientras que la mutacién en clpP disminuy0 los niveles de PHB y ARs en la cepa

UW136 (fig. 21).
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Figura 21. Efecto de las mutaciones en cIpA y cIpP sobre los niveles de PHB (A) y ARs
(B) en A. vinelandii. Las células fueron crecidas en medio sélido PY por 72 horas (A) y en
medio sdélido BBOH por 120 horas (B). Los datos representan el promedio de tres
experimentos independientes, barras de error; DE.
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6.2.2 Complementacion de la mutacion en cilpP

Para confirmar el efecto negativo que ejerce ClpP sobre la sintesis de PHB y
ARs en la mutante ptsP;, se complementaron las cepas clpP- y ptsP-clpP- con el
plasmido pLM12 (tabla 3), el cual se replica en A. vinelandii y contiene el gen clpP
que se transcribe a partir de un promotor constitutivo (promotor de gyrA). La
complementacion en trans con clpP, redujo los niveles de PHB y ARs en la cepa ptsP-
clpP, similares a los mostrados por la mutante ptsP, mientras que Ila
complementacién de la cepa clpP-, redujo ain mas los niveles de ambos compuestos
(fig. 21). Estos resultados confirman que el complejo ClpAP esta asociado al efecto
negativo que produce la mutacioén en ptsP sobre la produccién de PHB y ARs en A.

vinelandii.

6.2.3 La mutacion en cIpS no restaura la sintesis de PHB y ARs en la cepa
ptsP.

El complejo ClpAP participa en la via N-end rule, la cual relaciona la
estabilidad de una proteina de acuerdo al aminoacido presente en su extremo N-
terminal. ClpS es una proteina adaptadora de ClpA, la cual reconoce los substratos
de degradacion (que presentan aminoacidos desestabilizantes) y se los presenta a
la chaperona (45). De acuerdo a lo anterior, se determiné si ClpS también esta
asociado al efecto negativo sobre la sintesis de PHB y ARs en la cepa ptsP-. Como se
observa en la figura 22, la mutacién en clpS no restauro el fenotipo de sintesis de
PHB y ARs en la cepa ptsP-. Estos resultados sugirieren que el efecto negativo que
ejerce la proteasa CIpAP sobre la sintesis de PHB y ARs, en la mutante ptsP-, es

independiente de la proteina ClpS.
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Figura 22. La mutacion en ciIpS no restaura la sintesis de PHB (A) y ARs (B) en la cepa
ptsP- de A. vinelandii. Las células fueron crecidas en medio sélido PY (A) o BBOH (B) por
72 horas a 30°C.

6.2.4 PTSNt afecta los niveles de proteina de RpoS en A. vinelandii.

Debido a que la mutacion en el gen ptsP disminuye la expresion de los genes
asociados a la sintesis de PHB y ARs (figs. 16 y 17) (39), un mecanismo por el cual la
proteasa CIpAP podria afectar la produccion de ambos compuestos es la
degradacion de un activador transcripcional de los genes de PHB y ARs. Previamente
en nuestro grupo se identifico que la transcripcion de phbR, phbB y arpR es
dependiente del factor sigma RpoS (13, 14, 21). Adicionalmente, en E. coli RpoS es
reconocido y degradado por ClpP, principalmente durante la fase exponencial
mediante previo reconocimiento por la chaperona ClpX (pero no por ClpA) (49). Por
lo tanto se decidio investigar si la mutacion en ptsP afecta los niveles de proteina de

RpoS.

Mediante ensayos de Western-blot se determin6 que en la mutante ptsP, el
nivel de RpoS esta reducido aproximadamente en un 50%, comparado con el nivel
observado en la cepa silvestre UW136, en condiciones de sintesis de PHB y ARs (fig.
23). Como se esperaba, la mutacién en clpP aument6 los niveles del factor sigma en
las cepas UW136 y ptsP, sugiriendo que al igual como sucede en otras bacterias, en

A. vinelandii RpoS es un sustrato de la proteasa ClpP. Inesperadamente, la mutacién
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en cIpA también restauro6 los niveles de RpoS en la mutante ptsP, mientras que en la

cepa UW136 no tuvo algun efecto (fig. 23).
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Figura 23. Deteccion de RpoS en cepas de A vinelandii crecidas en medio liquido PY o
BBOH por 48 horas. Los nimeros indican el porcentaje relativo de RpoS con respecto a la
cepasilvestre los cuales son asumidos como 100%. Los valores son el promedio de al menos
3 experimentos independientes con su desviacion estandar (numeros en paréntesis). *
Control de carga (interaccién inespecifica del suero anti-RpoS).

Adicionalmente se determiné la estabilidad in vivo de RpoS en fase
estacionaria. Después de la inhibicion de la sintesis de proteinas (adicion de
espectinomicina), en la cepa UW136, RpoS presentd una vida media mayor a 120
minutos, mientras que en la mutante ptsP, esta disminuy6 considerablemente a <30
mins (fig. 24). En la cepa silvestre no se logr6 determinar si las mutaciones en cIpP
y clpA aumentan la estabilidad de RpoS, sin embargo en la mutante ptsP-, la
inactivacién de cIpA o clpP restauré la vida media del factor sigma a valores

silvestres (fig. 24).
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Figura 24. La mutacion en ptsP disminuye la estabilidad de RpoS en A. vinelandii. (A)
Las células fueron crecidas en medio PY liquido por 48 horas. La sintesis de proteinas fue
bloqueada con la adicién de espectinomicina (1mg/mL), RpoS fue detectado por Western-
blot. (B) Analisis por densitometria del experimento del panel A. La densidad del tiempo

cero fue asumida para ser 100%. Los datos representan el promedio de tres experimentos
independientes.
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Adicionalmente, se investig6 si los otros componentes de PTSN* también
afectan los niveles de RpoS. Similar a la mutacién en ptsP, la inactivaciéon de ptsO
redujo los niveles de proteina y su estabilidad (fig. 25). Este resultado correlaciona
con el fenotipo negativo de sintesis de PHB y ARs exhibido por la cepa ptsO (ref. 41,
fig. 15). La mutacion en ptsN (EIIANT) restaurd los niveles y vida media de RpoS en
la mutante ptsP-, mientras que en la cepa UW136 no afect6 la cantidad de proteina
(figs. 25). Debido a que las mutaciones en ptsP o ptsO interrumpen la transferencia
del grupo fosfato a EIIANT, estos resultados sugieren que EIIANT en su forma no

fosforilada induce la degradacién de RpoS por la proteasa ClpAP.
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Figura 25. Deteccion de RpoS en las cepas ptsO-, ptsN- y ptsP-ptsN- crecidas en
medio liquido PY o BBOH por 48 horas. Los niimeros indican el porcentaje relativo de
RpoS con respecto a la cepa silvestre los cuales son asumidos como 100%. Los valores son
el promedio de al menos 3 experimentos independientes con su desviacion estandar
(nimeros en paréntesis). * Control de carga (interaccién inespecifica del suero anti-RpoS).
Para la cepa ptsO- (Spr) la sintesis de proteinas fue bloqueada con gentamicina (0.5 mg/mL).
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6.2.5 La proteina no fosforilable EIIANt H68A reduce los niveles y estabilidad
de RpoS.

Para confirmar el efecto de la proteina EIIANt no fosforilada sobre la
degradacién de RpoS por el complejo ClpAP, se determinaron los niveles de RpoS en
la cepa UW136:pALA8a, la cual contiene el gen ptsN con la mutacién puntual H68A,
produciendo una EIIANtT no fosforilable (40). Como se muestra en la figura 264, esta
cepa presentéd menores niveles de RpoS que la cepa UW136, tanto en condiciones de
sintesis de PHB como de ARs. Similar a la mutante ptsP, la estabilidad de RpoS
disminuy6 (<60 mins) en la cepa que expresa a EIIANT H68A (fig. 26B). La
inactivacién de los genes cIpA o clpP en esta cepa, restauro los niveles y estabilidad
del factor sigma y a su vez los fenotipos de sintesis de PHB y ARs (fig. 26). Por lo
tanto, estos resultados confirman que la proteina EIIANT™ no fosforilada reduce los

niveles de RpoS mediante la proteélisis mediada por CIpAP.
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Figura 26. Efecto de las mutaciones en cIpA y cIpP sobre los niveles (A) y estabilidad
(B) de RpoS y fenotipos de sintesis de PHB (C) y ARs (D) en la cepa UW136::pALA8a
que expresa a EIIAN H68A (no fosforilable). En (A) los nimeros indican el porcentaje
relativo de RpoS con respecto a la cepa silvestre los cuales son asumidos como 100%. Los
valores son el promedio de 3 experimentos independientes con su desviacién estandar
(nimeros en paréntesis). * Control de carga (interaccién inespecifica del suero anti-RpoS).
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6.2.6 El complejo ClpXP degrada a RpoS en condiciones silvestres.

En E. coli, ClpX es la chaperona responsable del reconocimiento y
translocacion de RpoS a la proteasa ClpP (49). Como se mostré anteriormente, la
mutacidn en clpA aumento los niveles de RpoS en la mutante ptsP- pero no en la cepa
silvestre UW136 (en fase estacionaria). Por lo tanto se decididé investigar si la
chaperona ClpX también esta involucrada en la degradacion de RpoS por ClpP en A.

vinelandii.

En fase exponencial (8 horas) RpoS fue apenas detectable en las cepas
UW136, ptsN-, ptsP:, clpA- y ptsP-clpA-. La inactivacién de clpX o clpP aumenté
considerablemente los niveles de RpoS en la cepa silvestre UW136 y ptsP-, lo cual
sugiere que al igual que sucede en otras bacterias, en A. vinelandii, el complejo ClpXP
degrada a RpoS durante la fase exponencial (fig. 27). En fase estacionaria (24 horas)
RpoS fue detectable en la todas las cepas (excepto en la mutante rpoS-). En menor
medida a lo observado en fase exponencial, las mutaciones en clpX y cIpP
incrementaron los niveles de RpoS tanto en la cepa silvestre como en la cepa ptsP-
en fase estacionaria (fig. 27). Estos resultados indican que en condiciones silvestres,
el complejo ClpXP lleva a cabo la degradacion de RpoS, mientras que en presencia
de EIIANT no fosforilada y en fase estacionaria, RpoS es reconocido y degradado por

ClpAP y ClpXP.

ptsP ptsP pisP-
pisN-. UW136 rpoS  clpA  clpX clpP ptsP cpA  clpX clpP

8 horas RN v— e ww «— RpoS
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Figura 27. Deteccion de RpoS en fase exponencial (8 horas) y estacionaria (24 horas).
Las cepas ptsN, clpA, clpXy clpP fueron comparadas contra la cepa silvestre y las cepas ptsP-
clpA, ptsP-clpX'y ptsP-clpP contra la cepa ptsP. Los numeros indican el porcentaje relativo de
RpoS con respecto a la cepa silvestre o ptsP, los cuales son asumidos como 100%. Los
valores son el promedio de 2 experimentos independientes con su desviaciéon estandar
(niimeros en paréntesis). * Control de carga (interaccion inespecifica del suero anti-RpoS).
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6.2.7 RpoS y EIIANT de A. vinelandii no interaccionan in vivo mediante el

sistema de dos hibridos en E. coli.

Un mecanismo por el cual EIIANt no fosforilada podria inducir la degradacion
de RpoS por CIpAP, es mediante una interaccién proteina-proteina como sucede
entre RssB y RpoS en E. coli. Debido a que en el genoma de A. vinelandii no hay un
homologo a RssB (63), se decidi6 determinar si RpoS y EIIANt interaccionan
mediante el sistema de dos hibridos en E. coli basado en la reconstitucion de la
actividad de la adenilato ciclasa (BACTH) (59). Como se observa en la figura 28,
cuando la cepa BTH101 de E. coli fue cotransformada con los plasmidos vacios
(pUC18 + pKT25) o el plasmido pUC18 con el pKT25-rpoS, presenté un fenotipo
blanco en medio LB IPTG-X-Gal, indicando que la actividad de adenilato ciclasa no
fue reconstituida (controles negativos). Al contrario, el control positivo (zipper de
leucina) present6 un fenotipo azul entre las 24 y 48 horas de incubacion, al igual que
la combinacién de T18-EIIANtr H68A y T25-EIIANT H68A (fig. 28), indicando que la
proteina EIIANT de A. vinelandii forma dimeros como ha sido reportado previamente
para EIIANt de Burkholderia pseudomallei en estudios de cristalizacion (64). Las
combinaciones de los hibridos T18-RpoS + T25-EIIAN" y T18-RpoS + T25-EIIANT
H68A presentaron un fenotipo negativo de interaccion (fig. 28), lo cual sugiere que
probablemente EIIANty RpoS de A. vinelandii no interaccionan.

T18-Zip
_T25-Zip

Figura 28. Analisis de sistema de dos hibridos para determinacion de interaccion
entre EIIANt'y RpoS. Cotransformantes de E. coli BTH101 que expresan fusiones de T18 o
T25 con RpoS, EIIANr o EIIAN H68A crecidas en medio LB adicionado con IPTG-X-gal. La
coloracién azul indica interaccidn entre las proteinas fusionadas a T18 y T25.
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6.2.8 Las mutaciones en cIpP y cIpA restauran la transcripcion de los genes

asociados a la sintesis de PHB y ARs en la cepa ptsP-.

La inestabilidad de RpoS causada por EIIANT no fosforilada correlaciona con
el efecto negativo que produce la mutacion en ptsP sobre la expresion de los genes
regulatorios y biosintéticos de PHB y ARs. Por lo tanto, es de esperarse que las
mutaciones en cIpA y clpP afecten la transcripcion de dichos genes. Para confirmar
dicho efecto, se emplearon fusiones transcripcionales de phbB-gusA, phbR-gusA,
arsA-gusA y arpR-gusA. Como se esperaba, la mutaciéon en ptsP disminuy6 la
actividad B-glucuronidasa de las fusiones transcripcionales de phbR, phbB, arpR 'y
arsA y la inactivacion de clpA o clpP restauré de manera completa la actividad de
todas las fusiones (fig. 29). En la cepa UW136, las mutaciones en clpP y clpA no
afectaron la actividad de las fusiones de phbR, phbB 'y arpR, mientras que la de arsA
aumentd aproximadamente en un 45% (fig. 29). Estos resultados confirman que
EIIANtr no fosforilada disminuye la transcripcion de los genes asociados a PHB y ARs

a través de inducir la degradacion de RpoS por la proteasa ClpAP.
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Figura 29. Actividad B-glucuronidasa de las fusiones transcripcionales de phbB-gusA
(A), phbR-gusA (B), arsA-gusA (C) y arpR-gusA (D) en las cepas UW136, ptsP,, ptsP-
clpA-, ptsP-clpP:, clpA-y clIpP-. Para Ay B las células fueron crecidas en medio PY sélido por
48 horas y para Cy D en medio sélido BBOH por 72 horas.

6.2.9 Represion postranscripcional de phbBy arsA por EIIANT no fosforilada.

La inactivacion de clpA o cIpP en la cepa ptsP- restaurd la transcripcion de los
genes phbB y arsA a valores silvestres (figs. 29A y 29C), sin embargo la sintesis de
PHB y ARs no fue restaurada a niveles similares a los producidos por la cepa UW136
(fig. 21), lo cual sugiere un efecto negativo adicional de EIIAN" sobre la sintesis de
ambos compuestos a nivel postranscripcional. Utilizando fusiones traduccionales de
phbB’-"gusAy arsA’-'gusA se identificé que las mutaciones en clpA y clpP restauraron
parcialmente su actividad B-glucuronidasa en la cepa ptsP- (fig. 30), lo cual

correlaciona con la restauracion parcial de los niveles de PHB y ARs y confirma que
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EIIANT no fosforilada regula la expresién de phbB y arsA a nivel transcripcional y

postranscripcional.

(A) (B)

Actividad f-glucuronidasa
L (=
1
Actividad B-glucuronidasa

Figura 30. Actividad B-glucuronidasa de la fusiones traduccionales de phbB"-'gusA
(A) y arsA™-’gusA (B) en las cepas UW136, ptsP;, ptsP-clpA-, ptsP-cIpP:, clpA-y clpP-. Las
células fueron crecidas en medio PY sélido por 48 horas (A) o medio liquido BBOH por 72
horas (B). Los datos corresponden al promedio de tres experimentos independientes,
barras de error; DE.
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CAPITULO 7. DISCUSION.

En el presente trabajo se demostr6 que la proteina EIIANT™ en su estado no
fosforilado reprime la sintesis de alquilresorcinoles en A. vinelandii. Esto se
confirmd mediante dos enfoques: 1) la inactivacion del gen ptsN (EIIANT) fue
suficiente para restaurar la sintesis de ARs en la cepa ptsP- (EIIANt no fosforilada
presente) y 2) la cepa que expresa a EIIANt H68A no fosforilable presentd un

fenotipo negativo de sintesis de ARs.

De manera inesperada, en la doble mutante ptsP-ptsN los niveles de ARs
fueron mas bajos que en la mutante ptsN- (fig. 15). Adicionalmente, la mutacién en
ptsP produjo una mayor disminucién en los niveles de los lipidos fenélicos que la
mutacion puntual H68A en el gen ptsN (Comparar figuras 15 y 20) lo cual sugiere la
posibilidad de un segundo efecto regulatorio de las proteinas EINt y/o NPr sobre la
sintesis de ARs, independiente de su funcién de transferencia del grupo fosfato a
EIIANt, Para confirmar lo anterior es necesario realizar experimentos adicionales
como determinar si las mutaciones en ptsP y ptsO disminuyen ain mas los niveles
de ARs en la cepa UW136::pALA8a (EIIANT™ H68A). Otra hipotesis que podria
explicar la diferencia de los niveles de ARs entre las cepas ptsN-y ptsP-ptsN- seria la
presencia de un paralogo de EIIANtr que complemente de manera parcial la mutacién
en ptsN. Sin embargo solo se ha encontrado un gen ptsN en el genoma de A.

vinelandii.

EIIANT no fosforilada disminuy¢ la transcripcion del operon biosintético de
ARs, debido a que la expresion del gen que codifica para su activador transcripcional
ArpR, también fue reducida. EIIANT controla la expresion de varios genes de manera
indirecta. Por ejemplo en E. coli, su interaccion con las cinasas sensoras KdpD y
PhoR, aumentan la fosforilacion de los reguladores respuesta KdpE y PhoB,
resultando en un aumento en la expresion de kdpKABC y el regulon pho,
respectivamente (29, 30). Adicionalmente, EIIANtr afecta la actividad de RpoS y RpoD
indirectamente debido a un efecto sobre los niveles de potasio en E. coli; en ausencia
de EIIANT(en una mutante ptsN) los niveles de potasio aumentan (por una

desrepresion de la actividad del transportador de K* Trk), resultando en una unién
58



preferencial de la RNA polimerasa a RpoS sobre RpoD, y por lo tanto afectando la
transcripcién de los regulones de ambos factores sigma (32). En este trabajo se
demostré que en A. vinelandii EIIANT no fosforilada afecta la transcripcion de arpR a
través de RpoS, debido a que la expresion de arpR a partir de un promotor
independiente de RpoS fue suficiente para restaurar la sintesis de ARs en presencia
de EIIANT no fosforilada (fig. 20) al igual a lo observado en una mutante rpoS-,

previamente reportado (21).

Adicionalmente EIIANT ejerce una represion de la expresion de arpR a nivel
postranscripcional, debido a que la mutacién en ptsN aumenté la actividad de la
fusion traduccional arpR-gusA tanto en la cepa silvestre como en la mutante ptsP-.
Ademas las mutaciones en ptsP y ptsO disminuyeron alrededor del 50% la actividad
de la fusion transcripcional arpR-gusA, mientras que los niveles de mRNA de arpR,
medidos por qPCR fueron atin mas bajos en las mutantes ptsP y ptsO (tabla 5). Un
efecto similar sucede con la expresion de ilvBN en E. coli, donde la mutacion en ptsN
redujo aproximadamente en un 50% la actividad de la fusién transcripcional ilvB-
lacZ, mientras que los niveles de mRNA ilvB (detectados por RT-PCR) disminuyeron
de manera mas drastica (65). El mecanismo por el cual EIIANt no fosforilada afecta
la expresion de arpR a nivel postranscripcional aun se desconoce, sin embargo,
debido a que la fusidn traduccional de arpR contiene la region 5’ no traducida de su
mRNA (incluyendo la secuencia de Shine-Dalgarno), este mecanismo podria estar
relacionado con la reduccién de la estabilidad del mRNA y/o al bloqueo de su

traduccion.

En la segunda parte de este trabajo se logro identificar que PTSNt afecta la
transcripcion de los genes asociados a la sintesis de PHB y ARs mediante la
regulacion de los niveles de proteina de RpoS. La inactivacién mutacional de cada
componente de PTSNt afecta los niveles del factor sigma; mutaciones en ptsP o ptsO,
disminuyen los niveles y vida media de RpoS, mientras que la mutacién en ptsN
aumenta los niveles y estabilidad de la proteina Unicamente en el fondo de la
mutante ptsP- (no en la cepa silvestre) (figs. 23, 24 y 25). Estos resultados, junto con
la evidencia que la cepa que porta a EIIAN™ H68A no fosforilable presenta niveles

reducidos de RpoS (fig. 26A), notablemente indican que EIIANtr no fosforilada es la
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sefial regulatoria de PTSN* que reduce los niveles del factor sigma. De manera
interesante, este efecto involucra a la proteasa CIpAP, debido a que mutaciones en
sus genes codificantes restauran los niveles y estabilidad de RpoS en la cepas ptsP
y UW136::pALA8a (EIIANT H68A) y por lo tanto la sintesis de PHB y ARs (figs. 21,
23,24y 26).Debido a que la mutacion en el gen clpS (el cual codifica para la proteina
adaptadora de ClpA) no restauro la sintesis de PHB y ARs en la cepa ptsP- (fig. 22),
probablemente el reconocimiento de RpoS por ClpAP es independiente de la

actividad de ClpS.

En condiciones silvestres en A. vinelandii, el complejo ClpXP degrada a RpoS
principalmente en fase exponencial (fig. 27), similar a lo reportado en otras
bacterias como E. coli y P. aeruginosa (49, 66). De manera interesante, Unicamente
en presencia de EIIANT no fosforilada (en las cepas ptsP- y UW136::pALA8a), el
complejo ClpAP también degrada a RpoS en fase estacionaria. Debido a que en la
cepa silvestre la mutacién en clpA no afect6 los niveles de RpoS (figs. 23 y 26), estos
resultados sugieren que EIIANT" no fosforilada induce de manera especifica el

reconocimiento y degradacion de RpoS por ClpAP.

En E. coli, 1a proteina RssB en su forma fosforilada se une a RpoS permitiendo
su reconocimiento y degradacién por ClpXP (67). En el genoma de A. vinelandii no
se ha encontrado un homoélogo a rssB, sugiriendo que otros factores pueden estar
involucrados en la regulacion de la proteélisis de RpoS (63). Mediante el sistema de
dos hibridos BACTH, no se identific6 interaccion entre EIIANt no fosforilada y RpoS
(fig. 28), lo cual sugiere que probablemente el reconocimiento de RpoS por CIpAP y

ClpXP involucra a otras moléculas desconocidas hasta el momento.

Otra posibilidad es que la degradacion de RpoS sea una consecuencia de un
rol regulatorio adicional de EIIANT™ en A. vinelandii. De acuerdo a evidencia
experimental reportada en otras bacterias, podrian darse dos situaciones en las
cuales EIIANtr induciria la degradaciéon de RpoS: 1) En Ralstonia eutropha H16 (una
B-proteobacteria productora de PHB) EIIAN" no fosforilada interacciona con SpoT1,

una enzima hidrolasa/sintasa de ppGpp de la respuesta restrictiva (stringent
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response) (68). Por otro lado, en E. coli, se ha reportado que la alarmona ppGpp
estabiliza a RpoS durante la escasez de fosfato mediante la activacion de la expresién
de IraP, un anti-adaptador de RssB (69). Por lo tanto es posible que la degradacién
de RpoS mediada por ClpAP en A. vinelandii sea una consecuencia de la reduccion de
los niveles de ppGpp por la interaccion entre SpoT y EIIANT, 2) En E. coli, EIIANT no
fosforilada reduce los niveles de K* por inhibicién del transportador Trk, lo cual
afecta la union de RpoS al core de la RNA polimerasa (31, 32). La variacion en la
homeostasis de potasio altera la osmolaridad y el pH citoplasmatico y se conoce que
ambas condiciones afectan la estabilidad de RpoS en E. coli (70). Por consiguiente,
en A. vinelandii, 1a degradacion de RpoS podria ser un efecto de los niveles alterados
de K* debido a una interaccién entre EIIANty TrkA. De acuerdo a lo anterior es
necesario identificar si SpoT y TrkA estan relacionados con EIIANtr en la degradacién

de RpoS en A. vinelandii.

Aunque la inactivacion de los genes cIpA o clpP restauré de manera completa
la transcripcion de phbB y arsA en la cepa ptsP- (figs. 29A y 29C), no fue suficiente
para restaurar la sintesis de PHB y ARs a niveles silvestres (fig. 21). Esto se debe a
que EIIANT ejerce una represion adicional de la expresion de phbB'y arsA a nivel
postranscripcional e independiente de ClpAP (fig. 30). El mecanismo de este nivel
de regulacion por EIIANT es desconocido hasta el momento, sin embargo podria
estar relacionado con la proteina RsmA, de la cual se sabe que reprime a nivel
postranscripcional la expresién tanto de phbB como de arsA (ref. 13, Romero Y. tesis

de doctorado).

Desde el punto de vista fisioldgico, la regulacion de los niveles de RpoS por
EIIANt podria estar asociada al metabolismo de carbono, especificamente a la
sintesis de acetil-CoA, el cual es precursor de la sintesis de PHB y ARs. En P. putida,
EIIANT no fosforilada interacciona con la subunidad E1 del complejo de piruvato
deshidrogenasa (PDH) y reduce su actividad (produccion de acetil-CoA) (71). Algo
similar ocurre en E. coli; una mutacion en ptsN (EIIANT™) aumenta el flujo de piruvato
a acetil-CoA (actividad de PDH) (72). Por otro lado, recientemente se reporto en E.
coli, que una mutacién en aceE (subunidad EI de PDH), aumenta la estabilidad de

RpoS mediante la activacion de los antiadaptadores de RssB, IraP e IraD (73). Por lo
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tanto, es posible que en A. vinelandii, en una condicién donde EIIAN" se encuentre
principalmente en su forma no fosforilada, los niveles de acetil-CoA disminuyen
debido a una reduccion de la actividad de PDH, lo cual seria una sefial de induccién

de degradacidn de RpoS por ClpAP.

Finalmente, los resultados obtenidos en este trabajo permiten proponer un
nuevo modelo de regulacidn el cual explica como PTSNT regula la sintesis de PHB y
ARs (fig. 31). Mediante un mecanismo desconocido, la proteina EIIANT induce el
reconocimiento y degradacion de RpoS por ClpAP, lo cual afecta la transcripcion de
los genes dependientes del factor sigma relacionados con la sintesis de PHB y ARs.
Adicionalmente EIIAN" también reprime la expresion de phbB y arsA a nivel

postranscripcional mediante una via desconocida e independiente de CIpAP.

P —EP piruvato

| N o
T | A~ mRNApHBBAC
|
! !

e e - - — | A mRNA ars4BCD

Figura 31. Modelo propuesto para la regulacion de la sintesis de PHB y ARs por PTSNtr
en A. vinelandii.
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CAPITULO 8. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo permiten concluir que:

e La proteina EIIANT en su forma no fosforilada reprime la sintesis de

alquilresorcinoles en A. vinelandii.

e Un mecanismo por el cual PTSN" regula de manera global la expresion génica
en A. vinelandii, es mediante la proteina EIIANt en su forma no fosforilada, la

cual induce la degradacién del factor sigma RpoS por la proteasa ClpAP.

e Laregulacién de la expresién de los operones phbBAC y arsABCD por PTSNtr
es compleja, debido a que sucede a nivel transcripcional y postranscripcional

e involucra a diferentes intermediarios.

CAPITULO 9. PERSPECTIVAS

e (aracterizar el mecanismo por el cual EIIANtT no fosforilada induce el

reconocimiento y degradacién de RpoS por la proteasa CIpAP.

e Caracterizar la via de represion postranscripcional de la expresién de

phbBACy arsABCD ejercida por EIIANt,
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Abstract

Upon encystment induction, Azotobacter vinelandii produces the phenolic lipids alkylresor-
cinols (ARs) that are structural components of the cysts. The enzymes responsible for the
ARs synthesis are encoded in the arsABCD operon, whose expression is activated by
ArpR. The transcription of arpR is initiated from an RpoS dependent promoter. The
nitrogen-related phosphotransferase system (PTS"") is a global regulatory system present
in Gram negative bacteria. It comprises the EIN", NPr and EIIAN proteins encoded by ptsP,
ptsO and ptsN genes respectively. These proteins participate in a phosphoryl-group trans-
fer from phosphoenolpyruvate to protein EIIAN via the phosphotransferases EIN" and NPr.
In A. vinelandii, the non-phosphorylated form of EIIAN" was previously shown to repress the
synthesis of poly-B-hydroxybutyrate. In this work, we show that PTSN" also regulates the
synthesis of ARs. In a strain that carries unphosphorylated EIIANY, the expression of arpR
was reduced, while synthesis of ARs and transcription of arsA were almost abrogated. The
expression of arpR from an RpoS-independent promoter in this strain restored the ARs syn-
thesis. Taken together these results indicate that unphosphorylated EIIAN" negatively af-
fects activation of arpR transcription by RpoS.

Introduction

Azotobacter vinelandii is a soil bacterium that undergoes a differentiation process resulting in
the formation of a desiccation resistant cyst. A mature cyst consists of a contracted cell, known
as the central body, which is surrounded by a capsule made up of a laminated outer layer called
the exine and an inner layer called the intine [1]. The polysaccharide alginate is a major com-
ponent of the capsule layers. Other components of the cysts are the reserve polyester poly-3-
hydroxybutyrate (PHB), that is present in the central body forming large granules, and the phe-
nolic lipids alkylresorcinols (ARs), which replace the membrane phospholipids in the cyst and
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are also components of the exine [2]. Encystment can be induced by transferring log-phase
vegetative cells to Burk’s minimal medium with either n-butanol or $3-hydroxybutyrate as the
sole carbon source [3].

ARs play a structural role in the cyst, and strains carrying mutations in ARs biosynthetic
genes produce cysts with a defective exine [4]. The arsABCD gene cluster encodes the enzymes
that synthesize these lipids [5]. These genes are specifically expressed in encystment induction
medium [4]. The transcriptional activator ArpR positively regulates transcription of the
arsABCD operon, by direct binding to the arsA promoter region [6]. The mutational inactiva-
tion of rpoS impairs ARs synthesis [7] because this sigma factor is needed for the transcription
of arpR [6].

The ptsP, ptsO and ptsN genes encode EI™", NPr and EITAN" proteins, respectively, that are
components of the nitrogen-related phosphotransferase system (PTSN"), which is homologous
to the carbohydrate transport PTS. The PTSN" proteins participate in a phosphoryl transfer
chain from phosphoenolpyruvate, where EITAN" appears to be the terminal phosphoryl accep-
tor [8]. The PTS™" regulates a wide variety of processes in bacteria; in Legionella pneumophila,
a ptsP mutation, negatively affected its virulence in guinea pigs [9]; in Rhizobium species, the
PTS"" is associated to melanin synthesis, nitrogen fixation and regulation of ABC transport
activation [10,11]. In Escherichia coli, the EITAN" protein controls the potassium transport by
interacting with the Trk transporter subunit TrkA and the sensor kinase KdpD (that controls
the expression of high affinity potassium transporter system KdpFABC) [12,13]. The response
of E. coli to phosphate starvation is also activated by EITAN" due to an interaction with the sen-
sor kinase PhoR [14].

In the A. vinelandii UW136, the non-phosphorylated form of EITAN" was shown to impair
PHB production, by exerting a negative effect on expression of phbR, the gene encoding the
transcriptional activator of the PHB biosynthetic operon phbBAC [15].

In this work we report the effect of mutations in the genes coding for the proteins of the
PTS™" on alkylresorcinol synthesis and show that the non-phosphorylated EITAN" protein has
a negative effect on the transcriptional activation of arpR by RpoS.

Materials and Methods
Bacterial strains, plasmids and growth conditions

Bacterial strains and plasmids used are listed in S1 Table. A. vinelandii was cultured at 30°C
in BurK’s nitrogen-free salts medium [16] supplemented with 2% sucrose (BS) for vegetative growth
or 0.2% n-butanol (BBOH) for encystment induction. For determination of B-glucuronidase activi-
ty of transcriptional phbR-gusA and phbB-gusA fusions, the cells were grown in peptone yeast me-
dium supplemented with 2% sucrose (PY). Liquid cultures were carried out in 250-mL or 125-ml
flasks containing 50 or 25 ml of medium, respectively, in a rotatory shaker at 200 rpm and 30°C.
Inocula for all experiments were grown on BS, washed three times with sterile 10mM MgSO,, and
transferred to BBOH medium.

E. coli strain DH50 was grown in Luria-Bertani medium (LB) at 37°C. Transformation of
A. vinelandii were carried out as previously described [16].

Nucleic acid procedures

DNA purification and cloning procedures were carried out as previously described [17]. Total
RNA extraction was performed as reported by Barry et al. [18]. DNA sequencing was done
with a Perkin Elmer/Applied Biosystems DNA Sequencer. The sequences of oligonucleotides
used in this work are described in the S2 Table.
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Constructions of transcriptional and translational fusions of arpR and
arsA with gusA reporter

The pUMATc plasmid [19] was digested with EcoRI and HindIII to clone the gusA reporter
gene obtained from pAHFUTSs-Tc [20], resulting in the plasmid pUMATcgusAT.

The plasmids pUMATcgusAT and pUMATcgusAPT [19], unable to replicate in A. vinelan-
dii and used for transcriptional and translational fusions, respectively, were digested with Sacl
and KpnlI restriction enzymes to remove the tetracycline cassette. The ends of the plasmids
were made blunt by treatment with Klenow fragment and used for cloning a blunted MiuI gen-
tamicin cassette obtained from pBSL98 [21]. The new plasmids pLM2 and pLM3 (S1 Table)
were used to construct the transcriptional and translational fusions, respectively.

For the construction of transcriptional arsA-gusA and arpR-gusA fusions, DNA fragments
of 1.0 and 0.99 Kb, containing the promoter region of arsA and arpR, respectively, were ampli-
fied using the primers FwarsA and RvarsAtrans and FwarpR and RvarpRtrans (S2 Table). The
fragments were gel-purified, digested with Xbal and PstI and ligated to Xbal-PstI pLM2 vector
to construct the plasmids pLM4 (arsA-gusA) and pLM6 (arpR-gusA). These plasmids were di-
gested with Ndel and Scal, respectively, and used to transform A. vinelandii strains for the se-
lection of transformants carrying transcriptional arsA-gusA or arpR-gusA fusions integrated
into the melA gene by a double recombination event. Digestion of the plasmids was carried out
in order to avoid the selection of strains with plasmids integrated into the chromosome gener-
ated by single recombination events. The melA gene has been previously used as a neutral site
to introduce gene fusions [19]. These strains are described in S1 Table.

For the construction of translational arsA - ‘gusA and arpR - ‘gusA fusions, DNA fragments
of 1.3 and 1.1 Kb (containing the promoter region, the 5" untranslated region and the first five
codons of each gene) were amplified with FwarsA and RvarsAtrad and FwarpR and RvarpR-
trad primers for arsA and arpR, respectively. The PCR products were purified, digested with
Xbal and Pst] enzymes and ligated to Xbal-Pst] pLM3 resulting in the plasmids pLM5 (arsA
"-"gusA) and pLM7 (arpR’- ‘gusA). The plasmids pLM5 and pLM7 were digested with Ndel
and Scal, respectively, and used to transform A. vinelandii strains for the selection of the trans-
formants carrying translational arsA - "gusA or arpR’- ‘gusA fusions described in S1 Table. The
presence of all fusions in the strains was confirmed by PCR analysis (data not shown).

Construction of plasmid pBpgyrA-arpR to express arpR from RpoS-
independent promoter

First, we constructed the plasmid pJET-pgyrA cloning a 0.3 Kb DNA fragment containing the
promoter region of gyrA gene (pgyrA) into vector pJET1.2/blunt (Thermo Scientific). A DNA
fragment of 1.0 Kb containing the encoding region of arpR was amplified using the oligonucleo-
tides arpRFw2 and arpRRv2 (S2 Table) and cloned into pJET-pgyrA downstream and the same
direction of pgyrA. The fusion pgyrA-arpR was excised by digestion with BglIT enzyme, gel puri-
fied, made blunt and cloned into Smal-digested plasmid pBBRIMCs-5 [22], resulting in the plas-
mid pBpgyrA-arpR, which was transferred by conjugation into strain UW136::pALA8a.

Quantitative Real Time PCR (9-RT-PCR)

Expression levels of arsA and arpR was measured by qRT-PCR as previously reported [15].
The primers used for the assays (S2 Table) were as follows: arsA-RT-F and arsA-RT-R for
arsA, arpR-RT-F and arpR-RT-R for arpR, and fw-gyrA and rev-gyrA for gyrA. The level of
gyrA was used as internal control to normalize the results. All assays were performed in tripli-
cate. The data was analyzed by the 2" method reported by Livak and Shmittgen [23].
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Determination of alkylresorcinol production

The production of ARs was measured as previously described [24]. Briefly, the lipids were ex-
tracted with acetone for 1h at room temperature. The acetone extract was removed, and a sec-
ond extraction was done for 12 h at room temperature. The resulting extracts were mixed and
used for spectrophotometric determination of alkylresorcinols by the use of Fast Blue B as pre-
viously described [24]. Orcinol was used as a standard. The protein content of the cells used for
AR determination was measured by the method of Lowry et al [25].

Quantification of B-glucuronidase activity

The B-glucuronidase activity was measured as described previously [26] from encystment-
induced cells in BBOH medium harvested to 72 hours of incubation. 1 U corresponds to
1 nmol of p-nitrophenyl-B-D-glucuronide hydrolyzed per minute per mg of protein.

Results
Effect of ptsP, ptsO and ptsN mutations on ARs synthesis

Strain UW136 is unable to produce alginate due to an insertion within the algU gene [27]
therefore this strain is unable to produce genuine mature cysts, but under encystment induc-
tion medium produces ARs [4].

To determine if PTS™" is involved in the regulation of the ARs synthesis, we analyzed ARs
production in encystment-induced cells of pts mutants, by staining these lipids with dye Fast Blue
B [4]. The ptsN mutant and the UW136 wild type strain developed a red color indicative of ARs
synthesis, while the ptsP and ptsO mutants remained white (Fig. 1A). The quantification of ARs
production in these strains confirmed the observed phenotype in plates; no ARs were detected in
the ptsP and ptsO mutants, while the ptsN mutant presented a significant increase in ARs produc-
tion relative to the UW136 strain (Fig. 1B). According to the phosphorylation cascade proposed
for the PTS™™ [15] the ptsP and ptsO inactivations are expected to impair the phosphorylation of
EITAN", therefore, the unphosphorylated form of EIIAN" could be involved in the negative effect
observed on ARs synthesis. In agreement with this hypothesis, inactivation of ptsN, in the ptsP
mutant background (ptsP-ptsN double mutant) restored the ARs synthesis (Fig. 1B).

Effects of PTSN" mutations on arsA expression

In order to determine if PTS™'" affected ARs synthesis through an effect on arsABCD expres-
sion, transcriptional arsA-gusA and translational arsA - ’gusA gene fusions were used. The
transcription and translation levels of arsA were determined by measuring B-glucuronidase
activity in derivatives of the wild type UW136 strain and the ptsP, ptsO, pstN and ptsP-ptsN
mutants carrying the gene fusions (S1 Table). We observed that ptsP and ptsO inactivations
caused a similar decrease in the B-glucuronidase activity of both fusions (Fig. 2A and 2B),
while in the ptsN mutant the activity increased in the transcriptional and translational fusions
by 27% and 60% respectively. In the double mutant ptsP-ptsN, the p-glucuronidase activity of
transcriptional fusion was partially restored, while the translational fusion showed a similar
level to that observed in the wild type strain (Fig. 2A and 2B).

The level of arsA transcripts in the pts mutants was also evaluated by qRT-PCR. Table 1
shows that the arsA mRNA levels in ptsP and ptsO mutants were very low when compared to
those observed in the wild type strain. In contrast, the arsA mRNA level was higher in the ptsN
mutant and the double mutant ptsP-ptsN than in the UW136 strain. These results support the
hypothesis that the non-phosphorylated form EITAN" negatively affects arsA expression at the
transcriptional level.
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Fig 1. PTS"" controls the ARs synthesis. Staining (A) and quantification (B) of alkylresorcinols produced
by strains of A. vinelandii in BBOH medium to 120 hours of incubation. These data are mean of three
independent experiments, error bars, SD.

doi:10.1371/journal.pone.0117184.9001

Effects of PTSN" mutations on arpR expression

The results shown above suggest that PTS™" controls the ARs synthesis trough the regulation
of expression of arsABCD. We recently reported that ArpR, a LysR-type regulator, directly ac-
tives the transcription of arsABCD [6]. Therefore, the question of whether the PTS™" affected
the transcription of arsA through an effect on the arpR expression was raised.

To study the effects of pts mutations on arpR expression, we used the UW136, ptsP, ptsO, ptsN
and ptsP-ptsN strains carrying transcriptional and translational fusions of arpR (S1 Table). Fig. 3A
shows that transcription of arpR, measured as -glucuronidase activity, decreased about 40% in
the ptsP and ptsO mutants relative to the wild type strain, while the ptsN inactivation had no affect
on arpR transcription in the UW136, nor in the ptsP strains (Fig. 3A). The -glucuronidase
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Fig 2. Effect of PTS"'" on arsA expression. B-glucuronidase activity in UW136 wild type strain and pts
mutants carrying transcriptional arsA-gusA (A), or translational arsA - gusA (B) gene fusions. The cells were
grown for 72 h in BBOH medium at 30°C. The data represent the mean of three independent experiments.
Error bars, SD.

doi:10.1371/journal.pone.0117184.9002

activity in the wild type and pts mutants carrying the translational arpR - ‘gusA fusion (Fig. 3B),
showed that the ptsP and ptsO mutations reduced about 50% the translation of arpR, as compared
to the UW136 strain. In contrast, in the ptsN and ptsP-ptsN mutants a significant increase in the
B-glucuronidase activity, relative to UW136 and ptsP strains respectively, was observed (Fig. 3B).

Using qRT-PCR, we found that the ptsP and ptsO mutations diminished the arpR mRNA
level, while the ptsN inactivation increased it, in both the wild type UW136 and ptsP strains
(Table 1). These results suggest that the non-phosphorylated EITAN" of the PTSN" negatively
controls arpR expression at the transcriptional and posttranscriptional levels.
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Table 1. Relative mRNA levels of arsA and arpR in UW136 and pts mutants strains.

Relative mRNA levels*

Strain arsA arpR

Uw136 1.0£0.0 1.0+ 0.0
PtsP 0.043 £ 0.007 0.021 +0.003
PtsO 0.099 + 0.003 0.005 + 0.003
PtsN 2.07£0.24 2.7+0.16
ptsP-ptsN 1.62 +0.10 1.3+0.11

*The mRNA levels of arsA and arpR in pts mutants are relative to showed by UW136 strain, which are
assumed to be 1.0. The values are the mean of two independent experiments.

doi:10.1371/journal.pone.0117184.t001

HB8A mutation in the phosphorylation site of EIIAN" impairs the
transcription of arpR

The results presented above imply that the unphosphorylated form of EITAN negatively con-
trols the expression of arpR, affecting the transcription of arsA and, in turn, the synthesis of
ARs. Thus, we tested the effect of a point mutation in ptsN (H68A), which produces a non-
phosphorylatable EITAN", on ARs production and on transcription of arpR and arsA. For this
experiment we used the strain UW136::pALA8a, which carries the ptsN-H68A mutation [15].
As shown in Fig. 4A, this strain showed a negative ARs production, similar to that observed in
the ptsP and ptsO mutants (compare Figs. 1A and 4A). In contrast, the strain UW136:pALA?7,
which carries a wild type ptsN gene [15] presented a phenotype of ARs production, similar to
UW136 wild type strain. As shown in Fig. 4B, the ptsN-H68A mutation almost abrogated the
B-glucuronidase activity in the strain carrying the transcriptional arsA-gusA fusion, and re-
duced by 60% the activity of the arpR-gusA fusion relative to the strain UW136:pALA7. These
results indicate that the unphosphorylated EITAN" protein represses the transcription of arpR.

The negative effect of unphosphorylated EIIAN" H68A on arpR
transcription is through RpoS

The data presented above indicate that transcription of arpR is negatively regulated by the
unphosphorylated EITAN" protein. Since arpR transcription is dependent on RpoS [6], we
wanted to determine if the unphosphorylated EITAN" affects arpR expression through this
sigma factor. For this, we determined the capacity of AR synthesis in the strain UW136::
pALAS8a (expressing the unphosphorylatable EITAN") carrying the plasmid pBpgyrA-arpR,
which expresses the arpR gene from an RpoS-independent promoter (gyrA promoter). As
shown in the Fig. 5A, this strain was able to synthesize ARs in BBOH plates. In contrast, a neg-
ative phenotype of ARs production was shown by the strain UW136::pALA8a when was trans-
formed with the empty plasmid pBBRIMCS-5. A similar effect was observed in BBOH liquid
medium; the RpoS-independent expression of arpR increased the AR levels in the strain
UW136:pALA8a (Fig. 5B). These results suggest that negative effect of unphosphorylated
EIIAN" on arpR expression is due to a negative effect on its transcriptional activation by RpoS.

Discussion

The alkylresorcinols are exclusively synthesized during the encystment in A. vinelandii, since
the expression of arsABCD operon is specifically activated in this condition [4]. Here, we
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grown for 72 h in BBOH medium at 30°C. The data represent the mean of three independent experiments.
Error bars, SD.

doi:10.1371/journal.pone.0117184.9003

identified that PTS™" regulates the expression of ARs biosynthetic operon, through regulation
of its transcriptional activator ArpR.

The PTS™" is present in many bacterial genus and controls diverse physiological processes
through the phosphorylation state of EITAN" [8]. Since mutations on ptsP or ptsO impair the
phosphoryl-group transfer to EITAN", we hypothesized that absence of ARs synthesis in ptsP
and ptsO mutants was mainly due to the presence of the unphosphorylated EITAN", This was
confirmed by two approaches. First, the inactivation of ptsN was sufficient to restore the ARs
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@'PLOS ‘ ONE

PTSN" and Alkylresorcinol Synthesis

UW136:: UW136::
pALA7 pALAS8a

= 12004

t

800+

400

B-glucuronidase activ

0 <
arsA-gusA arpR-gusA

Fig 4. The unphosphorylated EIIAN" negatively affects the ARs synthesis. Effect of HS8A mutation on
EIIAN" on ARs production (A), and activity of transcriptional arsA-gusA and arpR-gusA fusions (B). The
strains UW136::pALA7 (black bars) and UW136::pALA8a (white bars) carry an EIIAN" and H68A EIIANT,
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represent the mean of three independent experiments. Error bars, SD.

doi:10.1371/journal.pone.0117184.9004

levels in the ptsP mutant (Fig. 1B), and second, the strain that harbors an unphosphorylatable
EITAN" H68A (which presents a replacement on the phosphorylation site histidine by an ala-
nine) showed a negative ARs production phenotype (Fig. 4A).

Unexpectedly, in the ptsP-ptsN double mutant the ARs levels were lower than in the ptsN
mutant (Fig. 1B). Additionally, the ptsP mutation produced a stronger negative effect on ARs
production than the mutation producing an unphosphorylatable EITAN" H68A protein (com-
pare Figs. 1B and 5B), suggesting a secondary regulatory role of EI™"" and/or NPr proteins on
ARs synthesis independent of its role in the phosphorylation of EITAN". Additional experi-
ments are necessary to validate this hypothesis.
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doi:10.1371/journal.pone.0117184.9005

The difference in ARs production between the ptsN and the ptsP-ptsN mutants could also be
explained by the presence of an EITAN" paralog that partially complements the ptsN mutation.
However a single ptsN gene was found in the A. vinelandii genome.

The transcription of arsA was reduced when EITA™" was present in its unphosphorylated
form (Fig. 4B). Recently, we reported that both arsABCD and arpR transcription are directly
activated by ArpR and acetoacetyl Coenzyme A (acetoacetyl-CoA) as coinducer [6]. Because
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the unphosphorylated EITAN" also reduced the arpR transcription (Fig. 4B), we concluded
that the negative effect on arsABCD expression was due to a reduction of arpR expression.
The negative effect of the EITAN" on expression of arpR could be explained by a reduction
of the acetoacetyl-CoA pool. However this does not seems to be the case, since the presence
of 5 and 50 uM of acetoacetyl-CoA did not restore the AR synthesis in ptsP, ptsO and

ptsN H68A mutants (S1 Fig.). In contrast, an increase of ARs production phenotype
dependent of acetoacetyl-CoA concentration was observed in the strains UW136, ptsN and
ptsP-ptsN (S1 Fig.).

EITAN" has been shown to indirectly regulate the expression of several genes. For example,
in E. coli, the interactions between EITAN" and kinase sensors KdpD and PhoR, increase the
phosphorylation of response regulators KdpE and PhoB, resulting in increased expression of
kdpFABC and the pho regulon, respectively [13,14]. Another interesting example is present in
Salmonella, where EITAN" interacts with the SsrB response regulator, reducing the expression
of Salmonella pathogenicity island 2 (SPI-2) [28]. Additionally, a relationship between EITAN"
and the activity of sigma factors RpoS and RpoD has been previously described in E. coli [29].
In the absence of EITAN" (in a ptsN mutant), the potassium levels increase (by derepression of
activity of K™ Trk transporter) resulting in preferential binding of the core RNA polymerase to
RpoS instead of RpoD, and therefore, affecting the transcription of sigma regulons [29]. Here,
we found that in A. vinelandii the negative effect of the unphosphorylated EITAN" on arpR
transcription is through RpoS, since the expression of arpR from an RpoS-independent pro-
moter was sufficient to restore ARs synthesis in the presence of unphosphorylated EITAN"
(Figs. 5A and 5B). Further evidence supporting the participation of RpoS in the regulation ex-
erted by EITAN" includes previous results showing that transcription of phbR, the gene encod-
ing the transcriptional activator of PHB, and transcription of promoter pB, of phbBAC are also
RpoS dependent [30,31] and repressed by unphosphorylated EITAN" [15]. We carried out addi-
tional experiments to confirm the negative effect of unphosphorylated EITAN" protein on the
phbB and phbR RpoS-dependent promoters (S2A and S2B Fig.). Indeed, the B-glucuronidase
activity of transcriptional phbR-gusA and phbB-gusA fusions is reduced in the ptsP mutant
(S2A and S2B Fig.). The mechanism by which the nonphosphorylated EITAN" affects the RpoS
activity in A. vinelandii remains to be elucidated.

Nonphosphorylated EITAN" also seems to control the expression of arpR at a posttranscrip-
tional level since the ptsN mutation increased the activity of the translational arpR-gusA fusion
in the wild type and ptsP strains (Fig. 3B). Additionally, mutations of ptsP and ptsO diminished
about twofold the activity of the transcriptional arpR-gusA fusion (Fig. 3A), while the arpR
mRNA levels, measured by qRT-PCR, were even lower in the ptsP and ptsO mutants (Table 1).
A similar effect was shown on the expression of ilvBN in E. coli, where a ptsN mutation reduced
about 50% the activity of a transcriptional ilvB-lacZ fusion, while the ilvB mRNA levels (de-
tected by RT-PCR) were more drastically reduced [32]. The mechanism by which nonpho-
sphorylated EITAN" negatively affects the arpR expression at posttranscriptional level remains
to be determined. However, as the translational arpR fusion contains the 5" untranslated region
of arpR mRNA (including the Shine-Dalgarno sequence), this mechanism could be related to
a reduction of mRNA stability and/or to a blockage of translation.

In summary, a regulatory model for the control of ARs synthesis by PTS™" is proposed
(Fig. 6). The EITAN" protein in its nonphosphorylated state inhibits the activation of the tran-
scription of arpR by RpoS. The repression of arpR expression impairs the transcriptional acti-
vation of biosynthetic arsABCD operon. Additionally, EITAN" negatively affects the arpR
mRNA levels by an unknown mechanism. The elucidation of the molecular mechanisms that
link PTSN" with RpoS and posttranscriptional regulation of arpR will allow us understand the
role of PTSN" in A. vinelandii.
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Supporting Information

S1 Fig. Effect of acetoacetyl-CoA on ARs synthesis in pts mutant strains of A. vinelandii.
The strains were grown in BBOH medium in absence or presence of 5 and 50 uM acetoacetyl-
CoA (coinducer) for 72 h at 30°C.

(TIF)

S2 Fig. Effect of the ptsP mutation on transcription of RpoS-dependent phbR and phbB
genes. B-glucuronidase activity of transcriptional phbR-gusA (A) and phbB-gusA (B) fusions in
UW136 and ptsP strains. The cells were grown in PY solid medium for 48 h at 30°C. The data
represent the mean of two independent experiments. Error bars, SD.

(TIF)

S1 Table. Strains and plasmids used in this work.
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$2 Table. Oligonucleotides used in this work.
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