(BT VO IO 7 7

=
s, 5
ko&ﬁ&&

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
Programa de Maestria y Doctorado en Ciencias Bioquimicas
Instituto de Biotecnologia

TESIS

Regulacién postranscripcional de la expresion de rsmA/csrA por
la RNA pirofosfohidrolasa RppH en Azotobacter vinelandii y en
Escherichia coli

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE
Doctora en Ciencias

PRESENTA
M. en C. LEIDY PATRICIA BEDOYA PEREZ

TUTORA PRINCIPAL
Dra. ELDA GUADALUPE ESPIN OCAMPO
Instituto de Biotecnologia

COMITE TUTORAL
Dr. DAVID RENE ROMERO CAMARENA
Centro de Ciencias Genémicas
Dr. JUAN MIRANDA RIOS

Instituto de Fisiologia Celular

Cuernavaca, Morelos. Junio 2018



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



L7 .. —, ) ~ .. / .
ST mis /écycw, /éo/ CNSCILAIINEG X VL) /y der 6/9
@ miés hermands, /émﬂ (/:m/ﬁ;émmr«me en el camine,

CY . _
a sz/, por estar slempre para m,
&
a o%/éﬁa%) o st amaor incendicional

7,
a- /@Nf/y %ﬂ por Uenarme de /”67
C ¢ &



AGRADECIMIENTOS

Mi mas sincero agradecimiento a la Dra. Espin, por recibirme en su grupo y ser una

guia en la ciencia.

A los Dres. David Romero y Juan Miranda de mi comité tutoral, por su disposicion y

sus valiosos aportes en el desarrollo de este proyecto.

A mi jurado, conformado por los Dres. José Luis Puente, Alfredo Martinez y Adrian
Ochoay las Dras Isabel Lopez y Claudia Martinez, por la revision y discusion critica

de este trabajo.
A CONACYyT por la beca otorgada durante mis estudios de posgrado.

A Mary, Sol, Jose y Cinthia, porque ademas de apoyarme en este trabajo siempre

tuvieron un consejo y una palabra de aliento para mi.
A Daniel por aportarme mucho de su experiencia.

A mis compafieros y amigos del laboratorio Espin-Merino, los que ya no estan y los

que continuan, por hacer mas divertido el trabajo dia a dia.

A mis amigas de Colombia y México por estar siempre presentes.
A mis cuates por ayudarme a conservar mi salud mental.

A mis amigas mamas, por apoyarme en este doble reto.

A toda mi familia de nacimiento y a mi familia Muriel Millan, por siempre confiar en

mi y darme su apoyo y cariio.



iNDICE

N 1Y = PP PPPPPPPPPPPPPPPPPPPPRt 5
A B S T R A T .. e e e e e e e e e e e e e e aeaaeaens 6
INTRODUCCION ...ceuereniiietisieese sttt bbb nans 7
Generalidades de Azotobacter VINeIaN i ..............coc.coeueeiueeieiieiniiiieieese et 7
Biosintesis y regulacion de la produccién de poli-B-hidroxibutirato (PHB) en A. vinelandii........... 8
Biosintesis y regulacion de la produccién de alquilresolcinoles (AR) en A. vinelandii.................. 11
Escherichia coliy sumecanismo de motilidad .........ccoocuiiiieciiii e 13
Sistema BarA/UVIY/CSr Y GacS/GaCA/RSM......ecccueieeieeeiieeeieeeeteeeeteeeteeeeteeesteeeeteeesareeeeteeesareeennes 14
Sistema de fosfotransferasas asociado a NitrGZeno, PTSN . ...c.vvviviieeee it 15
Recambio de RNA Y RNGSAE .....ccuiiiiiciiiie ettt ettt sttt e st e e e sbte e e s sbae e e e sbeaeessnnnaaesenns 17
NUdiX hidrolasa, RPPH ...ceii ittt ettt e e st e e e sbte e e e sbeeeeesataeessneaeeeanns 20
ANTECEDENTES <.ttt ettt ettt e e et et e e e e e et et e e e e e e s anbbe et e e e eeesnnsnbeeeeeeeeesannreneeeas 22
RsmA regula negativamente la biosintesis de PHB y AR en A. vinelandii ...............ccccooeeeecveneenns 23
CsrA regula positivamente la expresion de fINDC ............coovcuiiiiciieeiccieee et 24
Contexto ENOMICO dE IPPH Y PSPttt ettt e e e e st e e e e sabbe e e snssaeee s 25
HIPOTESIS ..ottt 28
OBUETIVOS ..ttt ettt ettt e e e e ettt e e e e e s e bttt teeeee e e unsbeeteeaee e s nnsreeeeeeeeesannnsreeeeaeenans 28
LCT=T o 1=Y o | T O TPO U ROURRUSTU U PPTUPRRRUSRIO 28
| o T=T o ole PSRRI 28
MATERIALES Y METODOS. ......couvuurertireeritisessesetisessesessaessesissisessessssisessessssine s ssesesssnessessnsens 29
Alineamiento de secuencias y modelaje de la estructura de RppH......ccccveviicieiiicciee e, 29
Procedimientos MiCrobiolOZICOS ......cccuuiii ittt e e bt e e e e e baeeaeeans 29
Construccion de una cepa mutante rppH de A. vinelandii.................cccoveeeeccueieeciiieeeeciieeeecceeennn 33
Complementacion de 1a MULANTE FPPH....ooo e e e e saaee s 35
Construccion de la doble mutante cSrA-rppH €N E. COli....uuuuueiiiivieiieiiiieeeciee et 36
ANALISIS AE OPEION ...ttt e e e et e e e e et e e e e e be e e e e e abaeeeeeabeeeeeeataeeeennseeeeenres 37
Construccion de fusiones transcripcionales y traduccionales rsmA-gusA ...........ccoceeeecveeeeccnnennn. 37
Analisis cuantitativo de PCR de transcripcion inversa (QRT-PCR) .......ccooccieeieciieeeceieee e 38



Estabilidad de [0S transCritos A& FSMA Y CSIA. ... ittt e s s enan e e eans 39

Complementacién heteréloga de la mutante de E. COli rPPH..........ooeeceveeeeciieeeeiiieeeeciee e 39
ENsSayos de MOtilidad .......ccuuiiiiciiii et e e e s et e e e e eraeeeeaans 40
MELOAOS ANATITICOS ....uveeeiieeiie ettt e sab e st e s bt e e s esbe e s saee e sbeeesaneenas 40
ANALISIS ESTAAISTICO 1.uuveeiiiieiiee ettt et et e e s bt e e s b e e sb e e s bee e s reeennneens 41
RESULTADOS ...ttt ettt ettt ettt sbe e sat e st et e b e sb e e sheesae e st e e bt e bt e e beesaeesae e et e ebeenbeenneesnnesane 41
Las proteinas RppH de E. coli (EcRppH) y RppH de A. vinelandii (AvRppH) son homdlogas......... 41
Los genes rppH, ptsP y Avin48220 son transcritos COMO UN OPEroON......ccccueeeeecvveeeeecrveeeeeirneeennns 43
La mutacién en rppH disminuye la produccion de PHB Y ARS .........ovvvieeeieiiiiiiieeeee e ecciirereee e 45
RppH es necesaria para la expresidn de phbR a nivel postranscripcional .........ccccccoveveeeiiiiieenns 48
La inactivacién del gen rsmA restaura la sintesis de PHB y AR en la mutante rppH..................... 50
Una mutacion en rppH afecta la eXpresion de rSMA ... eeceee et 51
La mutaciéon en rppH aumenta la expresion de cSrA €N E. COli.....uuuuuveeeecciiiieeciiee e, 53

La mutante EcrppH tiene un fenotipo de hipermotilidad que es suprimido por la mutacion en

CSFA ettt e s e e e s e e s e e e e s e e e e s eares 55
Complementacion de ECrppH CON AVIPDPH .....ooooueeee ettt e et e st eeaae e e et e e e e naaee s 56
Otros blancos de RppH involucrados en la biosintesis de PHB y AR en A. vinelandii ................... 58
DISCUSION ... eieteieieie it seee ettt s et s e st s sttt s sttt nnes 60
CONCLUSIONES ... e 66
PERSPECTIVAS ..ttt ettt et ettt et e e e e e e bbbttt e e e e e e e anb b bt e e ee e e e e s nnbebeeeeeeeeaannraneeaaessaannnnns 66
REFERENCIAS ...ttt ettt ettt ettt et e e e e e ettt et e e e e e s e anb b bt e e e e e e e e e nnbebeeeeeeeeaannreeeeeaessaannnnn 67



RESUMEN

La enzima RppH pertenece a la familia NUDIX hidrolasa y se encuentra
ampliamente distribuida tanto en eucariotas como en procariotas. En la mayoria de
las gammaproteobacterias, el gen que codifica para RppH se organiza formando un
operén junto con el gen ptsP, que codifica para la proteina EIN' del Sistema de
Fosfotransferasa asociado a Nitrogeno, PTSN'. En Escherichia coli, Bacillus subtilis,
Bdellovibrio bacteriovorus y Helicobacter pylori se ha descrito que la RNA-
pirofosfohidrolasa RppH esta involucrada en la degradacion dependiente del 5'-
terminal de RNAs mensajeros. Nuestro modelo de estudio es Azotobacter vinelandii
una bacteria del suelo, capaz de sintetizar diferentes compuestos de interés
industrial, como alquilresolcionles (AR), alginato y poli-B-hidroxibutirato (PHB). El
operon phbBAC codifica para las enzimas involucradas en la sintesis de PHB y su
transcripcion es activada por el regulador PhbR. Previamente se identificd que una
mutacion en el gen ptsP reduce la expresion de phbR y de phbBAC, y por lo tanto
la sintesis de PHB. De acuerdo a lo anterior, en este trabajo se determin¢ si el gen
rppH esta asociado a la acumulacion de PHB en A. vinelandii. La inactivaciéon del
gen rppH redujo la produccién de PHB debido a un aumento en la expresion de
RsmA, un represor de la expresibn de phbR a nivel postranscripcional.
Interesantemente, al igual que en A. vinelandii, una mutacion en rppH en E. coli
también afecto la expresion de csrA (homdlogo de rsmA), aumentando la motilidad
en esta bacteria. La inactivacion del gen rsmA/csrA en las mutantes rppH restaurd
los fenotipos de PHB y motilidad a niveles silvestres en A. vinelandii y E. coli,

respectivamente. Los resultados obtenidos en este trabajo nos llevan a concluir que
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la pirofosfohidrolasa RppH controla la expresion de rsmA/csrA a nivel

postranscripcional.

ABSTRACT

In bacteria, the 5°-end-dependent RNA degradation is triggered by the RNA
pyrophosphohydrolase RppH converting tri/diphosphate to monophosphate
transcripts. This study shows that in the soil bacterium Azotobacter vinelandii,
inactivation of rppH gene negatively affected the production of bioplastic poly-B-
hydroxybutyrate (PHB) by reducing the expression at the translational level of PhbR,
the specific transcriptional activator of the phbBAC biosynthetic operon. The effect
of RppH on the translation of phbR seemed to be exerted through the translational
repressor RsmA, as the inactivation of rsmA in the ropH mutant restored the phbR
expression. Interestingly, in Escherichia coli inactivation of rppH also affected the
expression of CsrA, the RsmA homolog. The level of the csrA transcript was higher
and more stable in the E. coli rppH mutant than in the wild type strain. Additionally,
and in contrast to the csrA mutants that are known to have a defective swimming
phenotype, the E. coli rppH mutant showed a hyper-swimming phenotype that was
suppressed by a csrA mutation, and the AvRppH restored to wild type level the
swimming phenotype to the E. coli roppH mutant. We propose that in both A.
vinelandii and E. coli, RppH activity plays a role in the expression of the translational

repressor protein RsmA/CsrA.



INTRODUCCION

Generalidades de Azotobacter vinelandii

Azotobacter vinelandii es una y-proteobacteria que pertenece a la familia
Pseudomonadaceae, vive en el suelo y es capaz de fijar nitrégeno en presencia de
oxigeno. Sus células son pleomorficas y pueden presentarse aisladas o en
agregados irregulares. Es una bacteria poliploide, que contiene hasta 80 copias del
cromosoma, lo cual se asocia con su gran tamafio 2 x 5 ym. Puede tener un volumen

hasta de 16 veces mas que Escherichia coli (Noar and Bruno-Barcena, 2018).

En la fase vegetativa de crecimiento, A. vinelandii, en condiciones de exceso de una
fuente de carbono y limitacién de oxigeno, sintetiza poli-B-hidroxibutirato (PHB), un
polimero de interés industrial para la produccion de plastico biodegradable. Por otro
lado, en condiciones adversas A. vinelandii sufre un proceso de diferenciacion
celular a quiste. En este proceso sintetiza alquilresorcinoles (AR), lipidos fendlicos
que reemplazan los fosfolipidos de la membrana citoplasmatica y constituyen el
componente principal de la exina de los quistes (Figura 1). A. vinelandii también
produce un exopolimero de interés industrial y farmacoldgico, el alginato, el cual

esta compuesto por acido malurénico y glucurénico (Segura et al., 2003b).



Figura 1. Célula vegetativa y quiste de Azotobacter vinelandii. En fase vegetativa, las células
producen PHB. Pueden sufrir un proceso de diferenciacion a quiste, que esta compuesto por un
cuerpo basal y capas de intina y exina, rodeado por alquilresorcinoles. En condiciones de crecimiento
favorables los quistes pueden germinar y dar inicio a un nuevo ciclo de vida.

Biosintesis y regulacion de la produccion de poli-B-hidroxibutirato (PHB) en

A. vinelandii.

El poli-B-hidroxibutirato o PHB tiene ciertas ventajas sobre los polimeros derivados
del petrédleo. Es una forma renovable de bioplasticos, biodegradables y puede
usarse para elaborar dispositivos médicos biocompatibles o como soporte para
cultivos celulares. Sin embargo, a la fecha su produccion no tiene un costo
competitivo con los termoplasticos derivados del petrdleo. Es por esto que es
necesaria mayor investigacion para obtener un producto viable (Noar and Bruno-

Barcena, 2018).



El PHB es producido por aproximadamente 40 géneros bacterianos y se almacena
en forma de granulos intracelulares. En las células bacterianas puede representar

hasta el 90% de su peso seco (Noar and Bruno-Barcena, 2018).

En A. vinelandii, este polimero es producido principalmente durante la fase
estacionaria de crecimiento y al iniciar el proceso de enquistamiento, aunque
posteriormente, en los quistes maduros disminuye su concentracion (Segura et al.,

2003a).

La sintesis de PHB inicia con la condensacion de dos moléculas de acetil-CoA,
proveniente del piruvato, por la [(-cetotiolasa para producir acetoacetil-CoA,
posteriormente este compuesto es reducido a B-hidroxibutiril-CoA por la acetoacetil-
CoA reductasa, para que finalmente la PHB sintasa polimerice varias unidades
formando el PHB (Figura 2) (Hernandez-Eligio et al., 2011). Existen otras dos rutas
por las cuales se pueden producir intermediarios para la sintesis de PHB, el ciclo
del acido tricarboxilico (TCA, por sus siglas en inglés) y la B-oxidacion de acidos

grasos.
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NADP . . ..
: NADPHJ D-B-hidroxibutiril-Co
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i CoA reductasa
X
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Oxalo- NADH NAD
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Figura 2. Sintesis de PHB. La sintesis de PHB inicia con la condensacién de dos moléculas de
acetil-CoA por la B-cetotiolasa para producir acetoacetil-CoA, el cual es reducido a B-hidroxibutiril-
CoA por la acetoacetil-CoA reductasa y posteriormente es polimerizado a PHB gracias a la PHB
sintasa. Este polimero puede ser degradado tanto por las bacterias productoras como por
organismos no productores que contienen las enzimas depolimerasas e hidroxibutirato
deshidrogenasas.

En A. vinelandii, los genes que codifican para las enzimas [-cetotiolasa (phbA),
acetoacetil-CoA reductasa (phbB) y PHB sintasa (phbC) se encuentran organizados
en el operén phbBAC (Segura et al., 2003a).

Corriente arriba y de manera divergente al operon phbBAC esta el gen phbR, el cual
codifica para una proteina de igual nombre que es un regulador positivo de la
transcripcion del operén a partir de uno de sus dos promotores pB1 (Peralta-Gil et
al., 2002). El otro promotor pB2 es reconocido por el factor sigma de fase

estacionaria RpoS (Hernandez-Eligio et al., 2011).
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Los sistemas globales Gac/Rsm y PTSN' estan involucrados en la regulacion de la

sintesis de PHB (Segura and Espin, 1998; Hernandez-Eligio et al., 2012).

Biosintesis y regulacion de la producciéon de alquilresolcinoles (AR) en A.

vinelandii

Durante el enquistamiento, una considerable porciéon de los fosfolipidos de
membrana son reemplazadas por lipidos fendlicos, alquilresolcinoles vy
alquilpironas, los cuales se constituyen de un anillo aromatico polar y una cadena

hidrofobica de alquilo (Miyanaga et al., 2007).

El operon arsABCD contiene los genes que codifican para las policetido sintasas
tipo lll (lll PKSs), arsA 'y arsD y para las acido graso sintasas tipo | (FASs), arsB'y
arsC. Su expresion es muy baja en la fase de crecimiento exponencial de la célula
vegetativa y aumenta aproximadamente 14 veces durante la fase estacionaria. Sin
embargo, durante el proceso de diferenciacion a quiste, la expresion de este operdn
aumenta 200 veces y es en esta fase cuando se produce el pico mas alto de sintesis

de ARs (Romero et al., 2013).

La expresion de este operdn depende del regulador transcripcional tipo LysR, ArpR,
que se expresa exclusivamente durante la fase de enquistamiento y del factor sigma

de fase estacionaria RpoS, necesario para la transcripcion de arpR. La activacion

11



del operdén también depende de la presencia de acetoacetil coenzima A, que actua

como coinductor junto con ArpR (Romero et al., 2013).

Los sistemas globales Gac/Rsm y PTSNtr estan involucrados en la regulacion de la

sintesis de ARs (Muriel-Millan et al., 2015; Romero et al., 2016).

Para la sintesis de estos compuestos, los productos de acidos grasos estan
covalentemente unidos a ArsA y posteriormente son liberados por ArsB o ArsC en
presencia de malonil-CoA. Entonces, los acidos grasos son transferidos
directamente desde ArsA a una PKS tipo Il como su sustrato inicial, lo que resulta
en la sintesis de lipidos fendlicos por parte de ArsB y ArsC, para sintetizar
alquilresorcinoles y alquilpironas respectivamente en A. vinelandii, en ausencia de

intermediarios de Acil-CoA (Figura 3) (Miyanaga et al., 2007, Segura et al., 2003b).

malonyl-CoA

CO» 4 ArsA

i
/kS-ArsA
10xor11x
ArsAD l/ malonyl-CoA
o
)K R =C21Ha43
R S-ArsA Ca3Har

Arsy VSC
(o)

()
R)kS-ArsB -ArsC
2 x malonyl-CoA
3x
ArsB |/ malonyl-CoA ArsC

RQ/OH R

OH

malonyl-CoA

25
O
\

Figura 3. Sintesis de lipidos fendlicos (ARs y APs) en A. vinelandii. los acidos grasos son
transferidos directamente desde ArsA a una PKS tipo Ill como su sustrato inicial, en presencia de
malonil-CoA, lo que resulta en la sintesis de lipido fendlico por parte de ArsB y ArsC, para sintetizar
alquilresorcinoles y alquilpironas respectivamente (Miyanaga et al., 2007).
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Escherichia coli y su mecanismo de motilidad

Las bacterias E. coli son un amplio grupo de bacilos gram-negativos de la familia de
las enterobacterias que se encuentra en el medio ambiente, alimentos y es la
bacteria anaerobia facultativa mas abundante de la microbiota intestinal de
humanos y animales. Aunque la mayoria de las cepas de E. coli son inocuas,
algunas causan infecciones gastrointestinales y otras infecciones del tracto urinario

y enfermedades respiratorias en humanos.

Una caracteristica fundamental en este tipo de bacterias, es su capacidad de
moverse. La motilidad permite a las células alejarse de microentornos estresantes
y dirigirse hacia nutrientes, oxigeno, luz u otros estimulos. La motilidad también es
requerida para la formacion de biopeliculas, bajo ciertas condiciones de crecimiento

(Wei et al., 2001).

El flagelo es usado para desplazarse y es una de las estructuras mas complejas en
las bacterias. Se requiere aproximadamente el 2% de la energia celular total para

su biosintesis y rotacion (Fitzgerald et al., 2015).

La sintesis y motilidad flagelar es un proceso estrictamente regulado en todos los
niveles. Este complejo sistema regulador permite la produccién secuencial de
componentes flagelares en el orden en que se requieren para el ensamblaje. FIhDC,
un factor transcripcional atipico, es el regulador flagelar maestro en E. coliy en otras

enterobacterias y es responsable de la activacion directa o indirecta de la
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transcripcion de los componentes regulatorios y estructurales de la maquinaria
flagelar. Ademas, sirve como un integrador de sefiales ambientales, nutricionales y

de fase de crecimiento para la motilidad.

Al contrario de lo que ocurre en A. vinelandii, en donde RsmA regula negativamente
la sintesis de PHB y AR, en E. coli, su homodlogo, CsrA regula positivamente la

motilidad (Yakhnin et al., 2011).

Sistema BarA/UvrY/Csr y GacS/GacA/Rsm

CsrA (Carbon storage regulator) y su homélogo RsmA (regulator of secondary
metabolism) con el cual conserva un 74% de identidad de secuencia. Son proteinas
pequefias que reconocen sitios GGA en la region 5° no traducida o en los primeros
codones de la region codificante de sus RNA mensajeros (RNAm) blanco.
Generalmente, la unién de estas proteinas (CsrA/RsmA) a los RNAm afecta positiva
0 negativamente la traduccidén y la estabilidad de los mismos, ejerciendo un control

postranscripcional (Suzuki et al., 2002).

Un gran numero de procesos fisioldgicos complejos son regulados por CsrA/RsmA,
dentro de estos se incluyen motilidad, metabolismo de carbono y virulencia.
Ademas, activa procesos que apoyan el crecimiento exponencial. Mientras que
reprime algunos de la fase estacionaria y las respuestas al estrés, como la

formacion de biopeliculas y respuesta estricta, dada por ppGpp en escazes de

14



aminoacidos. La regulacion de la actividad de CsrA/RsmA es controlada por RNAs
pequefios denominados csrBy csrC, en E. coliy RsmZ, RsmY y RsmX en bacterias
de la familia Pseudomonadaceae (a la cual pertenece A. vinelandii). Estos RNAs se
unen a las proteinas CsrA/RsmA secuestrandola y evitando asi su unién a los RNA

mensajeros blanco (Potts et al., 2017).

Los sistemas de dos componentes BarA/UvrY de E. coli y GacS/GacA en las
Pseudomonadaceae participan en la regulacién postranscripcional ejercida por la
proteina CsrA/RsmA, ya que en su forma fosforilada la proteina UvrY/GacA activa
la transcripcion de los RNAs pequefios CsrBC/RsmZYX (Suzuki et al.,, 2002;
Babitzke and Romeo, 2007). En A. vinelandii el sistema Gac-Rsm controla la sintesis
de PHB y AR ya que la proteina RsmA inhibe la traduccion de los RNAm phbR 'y
arpR (Hernandez-Eligio et al., 2012). En E. coli CsrA contribuye en la expresion del

regulador flagelar FIhDC (Yakhnin et al., 2013).

Sistema de fosfotransferasas asociado a Nitrégeno, PTSNtr

El sistema de fosfotransferasas asociado a nitrégeno PTSN' (por sus siglas en
inglés), es homadlogo al sistema PTS de carbohidratos presente en otras bacterias,
en el cual se transfiere un grupo fosfato a partir del fosfoenolpiruvato mediante
varias proteinas, formando una cadena de fosforilacién donde el ultimo aceptor es

un azucar para que pueda ser internalizado a la célula (Segura and Espin, 1998).
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El sistema PTSN'" comprende las proteinas EIN', Npr y EIIAN" que son codificadas
por los genes ptsP, ptsO y ptsN respectivamente y forman una cascada de
fosforilacidn. Sin embargo, no se ha identificado un substrato como aceptor final del
grupo fosfato, por lo tanto este sistema se ha asociado estrictamente a procesos de

regulacion (Segura and Espin, 1998; Noguez et al., 2008).

Este sistema regula la sintesis de PHB y AR en A. vinelandii por disminucién de la
expresion de los genes biosintéticos. Las mutaciones en ptsP y ptsO afectan
negativamente la transcripcion del operdon biosintético phbBAC y del gen que
codifica para el activador transcripcional del mismo, phbR. Asi como sobre el operdn
biosintetico arsABCD y su regulador arpR. Mientras que una mutacion en ptsN
aumenta la expresion de los genes asociados a la sintesis de PHB y AR (Noguez et
al., 2008; Muriel-Millan et al., 2017).

Esta regulacion se da a través del factor sigma de fase estacionaria, RpoS, el cual
es llevado a degradacion por la proteasa CIpAP cuando la enzima EIAN" se
encuentra no fosforilada (Figura 4) (Segura et al., 2003b; Muriel-Millan et al., 2015),

(Muriel-Millan et al., 2017).
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Figura 4. Modelo propuesto para el control de la sintesis de PHB y ARs por el sistema PTSNtr.
las proteinas EIN', Npr y EIIANT forman una casacada de fosforilacion, que inicia desde el
fosfoenolpiruvato (PEP). En condiciones donde la EIIANT no esta fosforilada induce la degradacion
de RpoS a través del complejo CIpAP, con lo que se reduce la transcripcion de los operones
biosintéticos y los reguladores de los mismos para la sintesis de PHB y ARs. Adicionalmente, EIIANT
no fosforilada, también reprime a nivel postranscripcional la expresion de phbBAC 'y arsABCD por
una via que aun no se conoce (Muriel-Millan et al., 2017).

Recambio de RNA y RNasaE

En la célula hay una serie de factores que afectan la vida media del RNA mensajero
(RNAm). Entre ellos se destacan la tasa de crecimiento celular y la estructura y el
estado de fosforilacion del transcrito. Estos ultimos determinan la tasa de
degradacion del RNAm, que limita la traduccién a proteina y por lo tanto, regula su
expresion (Bernstein et al., 2002; Celesnik et al., 2007).

La RNasa E es la endoribonucleasa mas importante en E. coli. Su region N-terminal

posee un dominio catalitico, mientras que la C-terminal permite el ensamble del
17



complejo multienzimatico que en conjunto se conoce como degradosoma. Este
complejo esta compuesto por las proteinas RNasa E, RhIB, enolasa y PNPasa

(Figura 5) (Ait-Bara et al., 2015).

A

Figura 5. Estructura primaria de la RNasa E e interacciones candnicas. A. en la region N-
terminal esta el sitio catalitico (residuos 1-529) y en la C-terminal la regién no catalitica (residuos
530-1061). La regidn catalitica esta compuesta por un dominio grande, que contiene un motivo de
union de RNA S1 (Pfam00575 azul) y un sitio catalitico de uniéon a metal (Pfam10150 morado), un
enlace de Zinc que tienen un papel estructural en la formacién del dimero y un dominio pequefio con
un papel estructural en las interacciones dimero y dimero-dimero. La regiéon no catalitica contiene
microdominios responsables de la interaccion entre la RNasa E y la membrana plasmatica interna
(MTS), RNA (AR1 y AR2) y proteinas para formar el degradosoma de RNA candénico (HBS, sitio de
union a helicasa, EBS, sitio de union a enolasa, PBS (Pfam12111), sitio de union a PNPasa). B.
Animacién de la holoenzima RNasa E tetramerica unida a la membrana citoplasmica interna y la
organizacion del degradosoma de RNA. Nucleo catalitico (morado), region ID (gris) MTS (amarillo)
sitios de union de RNA (rojo); sitios de union a proteinas verdes y proteinas asociadas (Ait-Bara et
al., 2015).
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Por mucho tiempo no se habia identificado el mecanismo por el cual se eliminaba
el pirofosfato del 5’-terminal de los RNAm, lo que permitia su degradacién por la
RNAsa E. Fue hasta el 2007 cuando el Dr. Belasco y colaboradores purificaron y
probaron 12 enzimas Nudix hidrolasas de E. coli, identificando a NudH como una
pirofosfohidrolasa de RNA. Esta enzima fue renombrada como RppH por sus siglas
en inglés RNA pyrophosphohydrolase, la cual elimina el pirofosfato del extremo 5’-
terminal permitiendo el acceso de la RNasa E para que actue como
endoribonucleasa (Celesnik et al., 2007; Deana et al., 2008). En reportes recientes,
se ha descrito que el sustrato mayoritario de la enzima RppH son los transcritos
difosfatados (sobre los trifosfatados) en el 5’-terminal y que existe otra enzima, aun
no caracterizada, que elimina el primer fosfato del transcrito (Figura 6) (Luciano et

al., 2017).
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Figura 6. Mecanismo de degradacion del RNA trifosfatado dependiente del extremo 5’ en E.
coli. Los fosfatos gamma y beta de los transcritos primarios trifosfatados, son removidos
secuencialmente por una enzima no identificada y por RppH respectivamente. El transcrito
monofosfatado es vulnerable a un rapido corte endonucleolitico por la RNAsaE. Lo que lleva a
fragmentos de RNA que son rapidamente degradados. EcRppH tiene preferencia sobre transcritos
difosfatados, sin embargo, también puede actuar sobre los trifosfatos con menos afinidad (Luciano
etal., 2017).

Nudix hidrolasa, RppH

La super familia de Nudix hidrolasa esta presente tanto en eucariotas como en
procariotas. Son comunmente pirofosfohidrolasas activas en sustratos con la
estructura NDP-X, nucléosido difosfato unido a un motivo X, (de donde deriva su
nombre NUDIX) y contienen el motivo GXsEX7REUXEEXGU, donde X es cualquier
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aminoacido y U es aminoacido alifatico. Tras la reaccion enzimatica de
pirofosfohidrolasa, RppH deja como producto nucléosido monofosfato (NMP) y un
producto X. Ademas tienen actividad de fosfohidrolasa de nucleétido comprobada
en diferentes géneros bacterianos (Tabla 1) y actividad con sustratos no
nucleotidos, como inositol pirofosfato, tiamina pirofosfato y dihidroneopterina

trifosfato (McLennan, 2013).

Inicialmente las pirofosfohidrolasas fueron descritas por Bessman en 1996 como
enzimas “housecleaning” cuya funcion principal es eliminar el exceso de nucleotidos
téxicos y sus metabolitos, por ejemplo dNTPs mutagénicos oxidados. Sin embargo,
no es claro si su funcién directa se extiende a aspectos de regulacién metabdlica

(Richards et al., 2012).

En un estudio reciente acerca de la especificidad y conservacion evolutiva de la
RppH en E. coli, Foley y colaboradores realizaron un tamizaje de ortdlogos por
comparacion filogenética. Se encontré que las enzimas RppH estan ampliamente
distribuidas en alrededor de 1367 secuencias de especies representadas en todas
las clases de proteobacterias, excepto en deltaproteobacterias, en este estudio,

también describen todos los residuos del sitio activo (Foley et al., 2015).
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Tabla 1. RppH en diferentes géneros bacterianos

ESPECIE

ENZIMA

SUSTRATO

REFERENCIA

Escherichia coli

Bacillus subtilis

Bdelllovibrio

bacteriovorus

Neisseria gonorrhoeae

Helicobacter pylori

Pseudomonas

syringae/aeruginosa

NudH (YgdP, RppH)

YtkD (RppH)

Bd0174 (RppH)

RppH

HP1228/HpRppH

PA0336/Psyr_4843

(d)NTPs, 5-ppp-mRNA

(d)NTPs, 5-ppp-mRNA

(d)NTPs, 5-ppp-mRNA

sRNAs

(d)NTPs, 5-ppp-mRNA

(d)NTPs, 5-ppp-mRNA

(Deana et al., 2008)

(Hsieh et al., 2013)

(Lee et al., 2014)

(Wachter and Hill,

2015)

(Bischler et al., 2017)

(Hockett et al., 2014;

Kujawa et al., 2017)
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ANTECEDENTES

RsmA regula negativamente la biosintesis de PHB y AR en A. vinelandii

En A. vinelandii, el regulador de respuesta GacA del sistema de dos componentes
GacS/GacA, es requerido para activar la transcripcion de los genes que codifican
para siete RNAs pequefios RsmZ1-7 y un RsmY, los cuales se unen a RsmA,
contrarrestando su actividad reguladora sobre sus blancos (Hernandez-Eligio et al.,

2012).

Una mutante en el gen gacA, que codifica para la proteina del mismo nombre en A.
vinelandii, disminuye la sintesis de PHB y ARs, debido a que se disminuye la

transcripcion de los RNAs pequefios que titulan a RsmA (Manzo et al., 2011).

Por estudios previos, se sabe que la proteina RsmA reconoce los sitios GGA
presentes en el transcrito del operon biosintético phbBAC y su regulador
transcripcional phbR, asi como el transcrito del regulador arpR, lo que afecta de
manera negativa la sintesis de PHB y ARs, respectivamente (Figura 7). Asi mismo,
se demostrd, que una mutante en el gen rsmA, presenta un aumento en la sintesis
de ambos compuestos (Hernandez-Eligio et al., 2012; Romero et al., 2016). Ademas
de que el transcrito de phbR es mas estable en la mutante rsmA, lo que confirma
gue RsmA esta involucrada de manera directa en su degradacion (Hernandez-Eligio

etal., 2012).
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Figura 7. Modelo de regulacion postranscripcional de la sintesis de PHB y ARs por el sistema
Gac/Rsm. GacS fosforila a GacA y ésta proteina se une y activa la transcripcién de los RNAs
pequeios rsmY/Z, los cuales tienen sitios GGA para el reconocimiento e interaccionan con la
proteina RsmA (derecha). Lo que evita la union de RsmA a sus blancos, phbR,y arpR (entre otros)
y en consecuencia permite su traduccién. Cuando RsmA esta presente, se une al sitio de unién a
ribosomas (RBS) de sus blancos y se lleva a cabo la degradacién de los transcritos de phbR y arpR
(izquierda).

CsrA regula positivamente la expresion de flhDC

CsrA actua principalmente como represor de la traduccidén en varios cientos de
genes en E. coli, ya que se une a sus RNAm blancos y bloquea el acceso de la
subunidad 30S del ribosoma a los transcritos. Sin embargo, se ha visto que actua
como regulador positivo de la biosintesis del flagelo y la motilidad, a través de la
regulacion de la expresion del operén fIhDC, su principal regulador (Wei et al.,

2001).

CsrA reconoce las secuencias GGA y se une a dos sitios separados por 31

nucledtidos en el extremo 5° del transcrito de flhDC lo que permite proteger,
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estabilizar y prevenir la degradacion de este RNAm por la RNAsa E, llevando a cabo

la activacion de la sintesis del flagelo y motilidad celular (Yakhnin et al., 2013).

Una mutante de csrA en E. coli crecida en agar semisdlido, muestra una nula
motilidad, debido a la pérdida de flagelo. Ademas, se ha comprobado
experimentalmente que, en esta mutante, la expresion y estabilidad del transcrito

de flhDC esta disminuida, lo que correlaciona con su fenotipo (Wei et al., 2001).

Contexto genémico de rppH y ptsP

En A. vinelandii, al igual que en otras proteobacterias, el gen rppH se encuentra
corriente arriba y en el mismo sentido del gen ptsP, que codifica para la proteina
EINdel Sistema PTSN"y controla la sintesis de PHB y ARs. Ademas, corriente abajo
de ptsP, esta el gen Avin48220, que codifica para una proteina de traduccién de
senales de c-di-GMP. Por estudios previos, se comprobd6 que el gen Avin48220 no
esta relacionado, al menos, con la sintesis de PHB (Figura 8) (Segura and Espin,

1998).
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Figura 8. Contexto genémico de rppH(nudH)-ptsP-Avin48220 en A. vinelandii. Se muestra la
ubicacion y orientacion del posible operén rppH(nudH)-ptsP-Avin48220 y los genes que se
encuentran corriente arriba y abajo, con sus respectivos nombres.

En A. vinelandii se predijo que los genes rppH, ptsP y Avin48220 constituyen un

operon (http:/operons.ibt.unam.mx/gctNG/). Este arreglo de tres genes en una solo unidad

transcripcional también se conserva en Pseudomonas aeruginosa y Pseudomonas
resinovorans. En E. coliy otras especies de las proteobacterias, solo los genes ropH

y ptsP forman un operoén (Figura 9).

Los genes que se organizan en operones, generalmente se encuentran participando
en las mismas funciones celurales y vias metabdlicas. Teniendo en cuenta el papel
de la proteina EIN', (codificada por ptsP) en la regulacién de la sintesis de PHB y
ARs, es importante estudiar el gen rppH con el objetivo de investigar su papel en la

sintesis de PHB y ARs.
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Figura 9. Prediccion del operén de rppH en la familia Pseudomonadaceae y E. coli. Usando el
software Gene Context Tool se predijo que los genes rppH-ptsP-Av48220 forman un operén en A.
vinelandii. Este mismo arreglo de tres genes en operdn se conserva en Pseudomonas aeruginosa y
Pseudomonas resinovorans. Para E. coli y otras especies de la familia Pseudomonadaceae se
observan sélo dos genes, rppH(nudH)-ptsP, formando un operdn.

27



HIPOTESIS

El gen rppH constituye un operdn con ptsP y Avin48220 y codifica para una enzima

que afecta la sintesis de PHB en A. vinelandii.

OBJETIVOS

General
Determinar el papel de la enzima RppH sobre la sintesis de PHB en Azotobacter

vinelandiii.

Especificos

» Determinar si los genes rppH y ptsP constituyen un operdn en A. vinelandii.

» Caracterizar el efecto de la mutacion en el gen rppH sobre la biosintesis de

PHB vy la expresion de phbR 'y phbBAC.

» Identificar los RNAm blancos de RppH asociados a la sintesis de PHB.

» Determinar si AvRppH cumple la misma funciéon que EcRppH.
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MATERIALES Y METODOS

Alineamiento de secuencias y modelaje de la estructura de RppH

El analisis de secuencia de la proteina RppH de A. vinelandii (AvRppH) fue realizada
por BLAST (Basic Local Alignment Search Tool -https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/-) y
para el alineamiento de secuencias multiples se usd el programa Mafft (Katoh et

al., 2002) y fue visualizado con Geneious® 10.1.3 trial.

Un modelo para la estructura tridimensional de AvRppH fue generado con las 10
estructuras depositadas en el PDB (https://www.rcsb.org/pdb/home/home.do)
usando el programa |- TASSER (lterative Threading ASSEmbly Refinement). mejor
modelo generado fue basado en la estructura de RppH de E. coli (EcRppH) (PDB
4s2X) y tiene un C-score de 1.22, con un TM-score estimado de 0.88+£0.07 y un

RMSD de 2.5+1.9 A (Vasilyev and Serganov, 2015).

Procedimientos microbiolégicos

Las cepas y plasmidos usados en este estudio se detallan en la tabla 2. Las cepas
de A. vinelandii fueron crecidas en medio peptona (5 g/L) y extracto de levadura (3
g/L) con 2% de sacarosa (PY) o en Burk con 2% sacarosa (BS) a 30°C (Kennedy et

al., 1986). Las cepas de E. coli DH5a y K12 fueron crecidas en medio Luria Bertani
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(LB) a 37 °C (Triptona 10 g/L, Extracto de levadura 5g/L, NaCl 10 g/L). Las
concentraciones de antibiéticos (ug/mL) usados para A. vinelandii y E. coli,
respectivamente, fueron como se describe a continuacion: espectinomicina (Sp) 100
y 50; tetraciclina (Tc), 30 y 15; kanamicina (Km), 1 y 30; rifampicina (Rif) 10 y O;
ampicilina (Ap), 0 y 200; acido nalidixico (Nal), 20 y 0; y gentamicina (Gm), 1.5y 10.
La transformacién y conjugacion en A. vinelandii se realiz6 como se describid

previamente (Bali et al., 1992).
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Tabla 2. Cepas y plasmidos usados en este trabajo

Cepas de A. vinelandii Descripcion Referencia o fuente
OoP Silvestre, sensible a  (Bush and Wilson, 1959)
rifampicina
OPrppH OP con una mutacién en  Este trabajo
rppH::Sp
Uw136 Derivada de OP resistente a  (Kennedy et al., 1986)
rifampicina
UWrppH UW136 con una mutacion en  Este trabajo
rppH::Sp

UWrppH-rppH+

UWrppH-rsmA
LSwW1

AHW13

RppHphbR-T
AHW17
RppHphbR-PT
AHW21
RppHphbB-T
AHW25
RppHphbB-PT
UWrsmA-T
RppHrsmA-T
UWrsmA-PT

RppHrsmA-PT

UWrppH con el plasmido
pSMrppH-Km integrado en el
cromosoma

UW136 con mutacion en
rppH::Sp y rsmA::Km
UW136 con mutacion en
ptsP::Tc

UW136 con una fusion
transcripcional de phbR-gusA
in

UWrppH con una fusion
transcripcional de phbR-gusA
UW136 con una fusién
traduccional de phbR’-"gusA
UWrppH con una fusion
traduccional de phbR’-"'gusA
UW136 con una fusion
transcripcional phbB-gusA
UWrppH con una fusion
transcripcional phbB-gusA
UW136 con wuna fusion
traduccional de phbB-'gusA
UWrppH con una fusion
traduccional phbB’-’gusA
UW136 con una fusién
transcripcional de rsmA-gusA
UWrppH con una fusion
transcripcional rsmA -gusA
UW136 con wuna fusion
traduccional rsmA’-’gusA
UWrppH con una fusion

)

traduccional rsmA’-’gusA

Este trabajo

Este trabajo
(Muriel-Millan et al., 2015)

(Hernandez-Eligio et al., 2012)

Este trabajo
(Hernandez-Eligio et al., 2012)
Este trabajo
(Hernandez-Eligio et al., 2012)

Este trabajo

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo
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Tabla 2 (continuacién). Cepas y plasmidos usados en este trabajo

Cepas de E. coli

Descripcion

Referencia o fuente

K12 BW25113
JW2798-1

IFC5010
K12csrA-rppH
K12-pET22
K12-pAvrppH
K12rppH-pET22
K12rppH-pAvrppH
Plasmidos

pJET 1.2/blunt
pLBrppH
pPLFMrppH::Sp
pPSMrppH::Km
PUMATcgusAT
pPUMATcgusAPT
PrsmA-gusAT
prsmA-gusAPT
pPET22b

pLB-AvrppH
pKD3

pkD46

pCP20

Silvestre

K12 BW25113 con una
mutacion en rppH::Km
KSB837 con una mutacién en
cSrA:Km

IFC 5010 con una mutacion
por delecion en rppH

K12 BW25113 con el
plasmido pET22b

K12 BW25113 con el
plasmido pET22b-AvrppH
JW2798-1 con el plasmido
pET22b

JW2798-1 con el plasmido
pET22b:AvrppH

Vector de clonacién

pJET 1.2 con un fragment de
0.8 kb que corresponde al gen
rppH

Derivado de pLBrppH con
mutacién en rppH::Sp
Derivado de pLBrppH con un
casete de resistencia a Km
Plasmido para fusiones
transcripcionales con gusA
Plasmido para  fusiones
traduccionales con gusA

Plasmido con fusién
transcripcional de rsmA-gusA
Plasmid con fusion

)

traduccional rsmA’-’gusA
Vector de expresion

pET22b con AvrppH
Contiene un gen de
resistencia a cloranfenicol
(cat) flanqueado por FRT
Recombinante (para hacer
deleciones cromosdémicas de
genes con sitios FRT)
Plasmido Red helper. AmpR
Expresa la actividad de
recombinasa de FLP. AmpR y
CmR. Con replicacion
sensible a la temperatura

Coleccion KEIO
Coleccion KEIO

(Camacho et al., 2015)

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Thermo Scientific

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

(Muriel-Millan et al., 2015)
(Cocotl-Yariez et al., 2014)
Este trabajo

Este trabajo

Novagen

Este trabajo

(Datsenko and  Wanner,
2000)

(Datsenko and  Wanner,

2000)

(Datsenko and  Wanner,
2000)
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Construccion de una cepa mutante rppH de A. vinelandii

Un fragmento de DNA que contiene el gen rppH fue amplificado usando Phusion
DNA polymerase enzyme (Thermo Scientific) y los oligonucleotidos AvNuxF vy
AvNuxR (Tabla 3). El producto de PCR de 800 pb fue clonado en el vector pJET1.2
(Thermo Scientific) para producir el plasmido pLBrppH. El casete de resistencia a
espectinomicina fue obtenido del vector pHP45Q (Fellay et al., 1987) y se insertd en
el sitio de restriccion BamH| presente dentro del pLBrppH con el objetivo de
interrumpir el gen rppH. Este nuevo plasmido es pLFMrppH::Sp. A través de un
anadlisis de PCR y de un mapa de restriccion, se confirmé que el casete de
resistencia a espectinomicina estaba clonado en la misma direcciéon de la
transcripcion de rppH (orientacién no polar). En A. vinelandii, la insercion de los
casetes de resistencia en la misma orientacion de la transcripcion de un gen que
esta en operdn, permite la transcripcidn de los genes que estan corriente abajo en
el mismo operdn (Nunez et al., 2000). El plasmido pLFMrppH::Sp fue digerido con
Scal e introducido en la cepa A. vinelandii (Kennedy et al., 1986). Se escogieron 10
colonias resistentes a Sp, fueron aisladas y se confirmé por PCR que llevaban la

mutaciéon rppH::Sp.
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Tabla 3. Oligonucledtidos usados en este trabajo

Oligonucleétidos

Secuencia (5'->3')

Referencia o fuente

rppHFw
rppHRev
rppHexpFw

rppHExpRev

Ig-nHPtFw
Ig-nHPtRev

Interg. ptsP/48220Fw
Interg. ptsP/48220Rev

Avin16SFw
Avin16SRev
rsmAFw
rsmARev

rrsBHK-Forw
rrsBHK-Rev
CsrAFw
CsrARev
FIhDFwEc
FIhDRVEc
prsmA F Sacl:
pPRsmA R2 EcoR1
pPRsmA-R Pstl
FwEcrppH731
RvEcrppH731
ErppH-DtskFw1

ErppH-DtskRv1

ErppH-DtskFw2

ErppH-DtskRv2

AGA CGC ACGCTAGAACCTC
AGA TAG ACC GAG CAC ACC TG
ATC CAT ATG ATC GAC CCC GAT
GGATITC

ATC CTC GAG ATC CCG TGC CAG
CAG GC

CCA GAA GCA GAAGTG GTT TCT
CGG CGA AGT AAC GGT AGC

CAA CCT GCC CAA GGT CAA AT
AGA CGC TGT CGC TAACCT TG
GAA CAATAT GAATGATAACTT G

GCC ACT GGT GTT CCT TCC TA

ATC CAT ATG ATC GAC CCC GAT
GGATITC

ATC CTC GAG ATC CCG TGC CAG
CAG GC

TGC AAG TCG AAC GGT AAC AG
AGT TAT CCC CCT CCATCA GG
GATGCCTCCTCTCGACAAAC
CTGCCTGGCACAGCAATTG

CTC CGA GTT GCT GAA ACA CA
GCT TAACCATTT GCG GAA GA
GAGCTCGTTTCCGTGGTCATCGAG
GAATTCGGAAGTCAACAGGACAAC
CTGCAGATCACCCACCATGAGGGT
GCC CTG CAGAGAGTG GTT TA
AAC CAG AAT ATT TAACGC CTCA
GTG ATT GAT GAC GAT GGC TAC
CGC CCA AAC TGT AGG CTG GAG
CTGCTT

TTA ACC TCT TTT ACG TCG ATA
AGC AGA TGC GCA TAT GAA TAT
CCT CCTTAGTTT CCT AT

TTC GTATAT AAAGCT TTATTT TGA
GGT AGT CCG GTG ATT GAT GAC
GAT GGC

CAG GCG AGT GAG CAT AAT TGG
CGT GAC TTA ACC TCT TTT ACG
TCG ATAAGC

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Hernandez-Eligio
al. 2012
Hernandez-Eligio
al. 2012
Quiroz-Rocha et
2017
Quiroz-Rocha et
2017

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

et

et

al.

al.
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Complementacion de la mutante rppH

El casete de kanamicina obtenido del plasmido pBSL97 (Alexeyev et al., 1995) fue
clonado en el sitio de restriccion Scal del plasmido pLBrppH para obtener el
plasmido pSMrppH-Km, el cual contiene una copia silvestre del gen rppH,
incluyendo su secuencia promotora y es incapaz de replicarse en A. vinelandii. El
vector pSMrppH-Km fue introducido en la cepa mutante UWrppH para cointegrarse
en el cromosoma. La cepa complementada UWrppH-rppH+, fue una transformante
resistente a kanamicina que mostré un fenotipo de produccion de PHB igual que la
cepa silvestre. La cointegracion fue confirmada por PCR y mapa de restriccion y
sucedid corriente abajo del casete de resistencia a espectinomicina, permitiendo

que el gen silvestre se transcriba desde su propio promotor (Fig. 10).

— " UWrppH chromosome
41 -SD »— —
rppH ptsP

rep pSMrppH:km’

pN B

Km
_5_-‘ UWrppH:rppH+
P | chromosome
rppH rppH otsP

Figura 10. Cointegracién del plasmido pSMrppH-Km en el cromosoma de la cepa UWrppH. La
cointegracién ocurre por un unico evento de recombinacion entre el gen silvestre rppH presente en
el plasmido pSMrppH-Km y la region corriente abajo de el casete de resistencia a espectinomicina
en el gen mutado a rppH::Sp, presente en el cromosoma de la cepa UWrppH. La integracion del
plasmido fue confirmada por PCR.
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Construccion de la doble mutante csrA-rppH en E. coli

La delecion del gen rppH en el fondo de la mutante csrA fue realizada mediante el
meétodo reportado previamente (Datsenko & Wanner, 2000). El plasmido pKD3 se
us6 como templado para amplificar el fragmento de DNA que contiene el gen para
la resistencia a cloranfenicol (cat) con los oligonucleétidos ErppHDtskFw1 vy
ErppHDtskRv1 (Tabla 3) y este gen esta delimitado por los sitios RFT (RFLP
recognition target). El producto de la PCR (PCR1) fue purificado y usado como
templado para una segunda PCR (PCR2) usando los oligonucleétidos ErppH-
DtskFw2 and ErppH-DtskRv2. El producto de PCR2 fue purificado, digerido con
Dpnl y usado para transformar por electroporacion la cepa de E. coli K12 IFC5010
—csrA— (Camacho et al., 2015) que contenia el plasmido ayudador pKD46. Las
células transformantes resistentes a cloramfenicol fueron aisladas en agar LB
adicionadas con cloranfenicol. Posteriormente, el plasmido pKD46 fue eliminado de
la cepa incubando las transformantes en placas de LB sin antibiético a 42°C. El gen
cat fue eliminado del cromosoma de la mutante K12csrA-rppH usando el plasmido

pCP20 que codifica la recombinasa FLP (Datsenko and Wanner, 2000).
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Analisis de operén

Se extrajo RNA total de la cepa silvestre de A. vinelandii UW136, con Total RNA
Purification Kit Cat#PP210L (Jena Bioscience) y se us6 como templado para la
sintesis de cDNA con RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit #1632
(Thermo Scientific). EI cDNA se us6 como templado para amplificar las regiones
integénicas rppH-ptsP y ptsP-Avin08220 con los oligonucledétidos Ig-nHPtFw vy Ig-
NHPtRv vy Interg.ptsP/48220Fw vy Interg.ptsP/48220Fw respectivamente. Un
templado de DNA cromosomal de UW136 fue usado como control positivo y como
control negativo se incluyd un templado de mezcla para cDNA sin transcriptasa

reversa.

Construccion de fusiones transcripcionales y traduccionales rsmA-gusA

El plasmido con la fusion transcripcional de los genes rsmA-gusA, fue generado a
partir de un fragmento de 274 pb, que contiene al promotor de rsmA amplificado por
PCR usando los oligonucledtidos prsmA-FSacl y prsmA-R2EcoR1 (Tabla 3). Este
fragmento fue clonado en el vector pUMATcgusAT (Muriel-Millan et al., 2015),

previamente digerido con Sacl y EcoRl, lo que genero el plasmido prsmA-gusAT.

Para la construccion de la cepa que lleva la fusion traduccional rsmA’-"gusA, se

generé el plasmido prsmA-gusAPT. Un fragmento de DNA de 338 bp (contiene el
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promotor, la regidon 5 no traducida y los primeros 16 codones de rsmA) fue
amplificado usando los oligonucleétidos prsmA-FSacl y pRsmA-RPstl y clonado
entre los sitios correspondientes en el plasmido pUMATcgusAPT (Cocotl-Yafez et

al., 2014).

Los plasmidos resultantes fueron linearizados con la enzima Ndel, y usados para
transformar las cepas UW136 y rppH. Diez colonias recombinantes, resistentes a
tetraciclina (Tc") fueron seleccionadas y se verifico por PCR que contenian las
fusiones transcripcionales rsmA-gusA o traduccionales rsmA’-'gusA integradas en

el cromosoma.

Analisis cuantitativo de PCR de transcripcion inversa (QRT-PCR)

Los experimentos de qRT-PCR fueron realizado como se reporté previamente
(Noguez et al., 2008). EI RNA total fue extraido de las cepas UW136 y rppH crecidas
en medio BS liquido por 18 horas. Las cepas de E. coli fueron crecidas en medio
liquido LB por 4 horas. Los niveles relativos de rsmA y csrA fueron detectados
usando los oligonucledétidos rsmAFw/Rev y csrAFw/Rev respectivamente (Tabla 3).
Los niveles de 16s rRNA y rrsB fueron usados como control interno para normalizar
los resultados en los analisis de A. vinelandii y E. coli, respectivamente. Todos los
analisis fueron hechos por triplicado. Los datos fueron analizados por el método 2-

AACT (Livak and Schmittgen, 2001).
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Estabilidad de los transcritos de rsmA y csrA

Para el analisis de estabilidad del transcrito de rsmA, la cepa OP de A. vinelandii
(silvestre sensible a rifampicina) (Bush and Wilson, 1959) y su derivada isogénica
OPrppH (mutada en rppH) fueron crecidas en medio liquido BS 18 horas (precultivo
de 12 horas). Se tomaron muestras en varios tiempos después de la adicion de
rifampicina (500 pg/mL concentracion final) y el RNA total fue extraido. El analisis
de qRT-PCR fue realizado como se describié previamente para los niveles del

transcrito de rsmA. Los niveles de gyrA fueron usados como control interno.

Para determinar la estabilidad del transcrito de csrA en E. coli, las cepas fueron
crecidas en medio LB liquido por 4 horas (precultivo de 12 horas). Se tomaron
muestras en varios tiempos después de la adicién de rifampicina (500 pg/mL
concentracion final) las cuales fueron usadas para determinar los niveles de
transcrito de csrA, siguiendo el mismo protocolo descrito anteriormente. El gen rrsB

fue usado como control de expresion constitutiva.

Complementacion heteréloga de la mutante de E. coli rppH

En gen AvrppH fue amplificado por PCR usando como templado DNA comosomal
de la cepa UW136 y los oligonucleétidos rppHFwexp y rppHRevexp. El producto de

PCR de 480 pb fue digerido con las enzimas Xhol y Ndel y ligado en el vector
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pET22b para generar el plasmido pLB-AvrppH. Las cepas de E. coli K12 y K12rppH
fueron transformadas con este plasmido y con el plasmido pET22b vacio.
Posteriormente se usaron para ensayos de motilidad en placas de agar suave (1%

de triptona, 0.5% NaCl y 0.3% de agar) adicionadas con IPTG 0.1 mM.

Ensayos de motilidad

Las placas de agar suave preparadas con 1% de triptona, 0.5% NaCl y 0.3% de
agar fueron utilizadas para los ensayos de motilidad en E. coli (Takekawa et al.,
2015). Un pL de muestra de un cultivo de 12 horas, crecido en agar liquido LB fue
inoculado en las placas de agar suave. El halo de nado fue medido a las 6 horas de

incubacién a 37°C.

Métodos analiticos

Los niveles de produccion de PHB se determinaron en células crecidas en placas
de agar PY por 72 horas a 30°C (Slepecky and Law, 1961). El analisis de ARs fue
hecho en células crecidas en placas de agar Burk Butanol (BBOH) por 120 horas,
tal y como se describe previamente (Segura et al., 2003b). La actividad de [3-
glucuronidasa fue medida como se describié previamente (Wilson et al., 1995). Una

unidad (U) corresponde a 1 nmol de p-nitrophenyl-B-D-glucuronida hidrolizado en

40



un minuto por mg de proteina. La concentracién de proteina se determiné por el

método de Lowry (Lowry et al., 1951).

Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizé usando el programa GraphPad Prism (version 7.0)
(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). La significancia estadistica fue
determinada considerando significativo un p-value <0.05, usando una prueba de t

de Student .

RESULTADOS

Las proteinas RppH de E. coli (EcRppH) y RppH de A. vinelandii (AvRppH) son

homélogas

La actividad de la enzima RppH ha sido estudiada en diferentes géneros bacterianos
y en todos se ha demostrado su papel como RNA pirofosfohidrolasa. Se realizé un
analisis de BLAST con las RppH descritas en los diferentes géneros y la de A.
vinelandii, que arrojo una identidad de secuencia entre AvRppH y EcRppH de 64%,

y ademas identificé que la identidad de secuencia del motivo Nudix es 100% (Figura
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11AC). Los aminoacidos que corresponden al sitio activo estan conservados,
excepto por Ser32 que en AvRppH corresponde a Ala32 (Figura 11A).
Interesantemente, cuando en E. coli Ser32 es reemplazada por Ala, se observa una
reducciéon en el numero de substratos de RNAm, es decir, su especificidad aumenta

(Foley et al., 2015).

La estructura tridimensional de AvRppH fue modelada usando la estructura
cristalografia de EcRppH como templado y mostré una cobertura del 98 % (Figura
11B) (Vasilyev and Serganov, 2015). La similitud de secuencia y de estructura
tridimensional (segun el modelo) sugieren que AvRppH, al igual que EcRppH, es

una RNA pirofosfohidrolasa.
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Figura 11. Alineamiento y estructura de RppH de A. vinelandii (AvRppH). A. Alineamiento de la
secuencia de aminoacidos de AvRppH con la secuencia de RppH de E. coli (Ec), Pseudomonas
aeruginosa (Ps), Helicobacter pylori (Hp) y Bacillus subtilis (Bs). El motivo nudix,
(GX5EX7REUXEEXGU) esta enmarcado en un rectangulo, los residuos cataliticos se indican con
un asterisco (*). El cambio del residuo catalitico S por A es mostrado con un ovalo rojo. B. Prediccion
de estructura 3D de AvRppH (verde) sobrelapada con la estructura cristalizada de EcRppH (azul)
(C) Prediccion de estructura 3D de AvRppH con residuos cataliticos (azul) y caja Nudix (rojo).

Los genes rppH, ptsP y Avin48220 son transcritos como un operén

En las familias Pseudomonadaceae y Enterobacteriaceae, el gen rppH (nudH) esta
localizado corriente arriba de ptsP, que codifica para la proteina EIN' del sistema
PTSN (Pfliger-Grau and Gorke, 2010). En A. vinelandii se predijo que los genes

rppH, ptsP 'y Avin48220 forman un operdn. El arreglo genético rppH-ptsP-Av48220
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también se conserva en Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas resinovorans y

en algunas especies de Enterobacterias.

Con el propdsito de confirmar la prediccion del operdn rppH-ptsP-Av48220 en A.
vinelandii, se realizdé un ensayo de retrotranscripcion a partir de RNA total obtenido
de la cepa silvestre UW136. EI cDNA sintetizado fue usado como templado para
amplificar las regiones intergénicas rppH y ptsP y parte de las secuencias
codificantes adentro de cada uno de los genes (500 pb). Y de igual forma entre ptsP
y Avin48220 (300 pb) (Figura 12A). Como control positivo se utilizo DNA
cromosomal de la cepa UW136. En la figura 12B se muestra una electroforesis en
gel de agarosa al 1% de los productos de PCR obtenidos de las regiones
intergénicas, donde se usé como templado el cDNA (+) mezcla de cDNA sin
transcriptasa reversa (-) y DNA cromosomal (C). Debido a que una molécula de
transcrito contiene la secuencia de los dos genes amplificados y su region
intergénica, este resultado confirma experimentalmente que rppH, ptsPy Avin48220

constituyen un operon.
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Figura 12. Los genes rppH, ptsP y Avin48220 se transcriben como un operén. A.
representacion grafica del operén, donde se muestra la region amplificada por RT-PCR usando los
oligonucléotidos para las regiones intergénicas. B. Electroforesis de agarosa al 1% donde se
muestran los fragmentos amplificados por RT-PCR de las regiones intergénicas a partir de templados
de cDNA con (+) y sin (-) transcriptasa reversa y el fragmento correspondiente al control positivo
(C), donde se usé como templado DNA cromosolmal de la cepa silvestre de A. vinelandii UW136.

La mutacioén en rppH disminuye la producciéon de PHB y ARs

En bacterias, las proteinas codificadas por genes presentes en un operon,
generalmente, estan involucradas en la misma funcién o rutas metabdlicas. Ya que
ropH y ptsP forman un operdn, y sabemos que EIA™, codificada por ptsP, esta
involucrada en la sintesis de PHB y AR, nos preguntamos si rppH, también afecta

la sintesis de estos compuestos en A. vinelandii.

Para la construccion de la mutante en rppH, es necesario aclarar que en estudios
previos, se ha demostrado que en una mutacion en el primer gen de un operén en

A. vinelandii, la insercion de casetes Q en la misma orientacion de la direccion de la
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transcripcion, produce una mutacion no polar, lo que permite la transcripcidn de los
genes corriente abajo en el operdn, a partir del promotor del casete insertado
(Mouncey et al., 1995). Por medio de gqRT-PCR se confirmé que la transcripcion de

de ptsP no fue afectada en la mutante no polar de rppH (figura 13).

150 -

100 -
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Expresion relativa ptsP (%)
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UW136 ropH-NP ropH-P

Figura 13. La expresion de ptsP no se altera en la mutante no polar de rppH. Por medio de
analisis de qRT-PCR se comprobé que en la mutante no polar (NP) de rppH no se afecta de manera
considerable la expresion de ptsP. Por el contrario la mutante polar (P) la expresion es casi nula.

La mutante UWrppH no polar, presenté una disminucion de alrededor del 70% en la
acumulacién de PHB con respecto a la cepa silvestre UW136 (Figura 14A). Asi
mismo, la mutante UWrppH presentd una disminucion en la produccién de

alquilresorcinoles (Figura 14B).
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Para demostrar el papel positivo de RppH sobre la produccion de PHB y AR, la cepa
UWrppH fue transformada con el plasmido pSMrppH:Km', que contiene una copia
silvestre del gen rppH, el cual fue integrado dentro del cromosoma. La cepa
complementada UWrppH:rppH+ presenté fenotipos de produccion de PHB y AR
similares a los silvestres (Figura 14AB). Este resultado confirma que RppH es

requerida para la sintesis 6ptima de ambos compuestos.
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Figura 14. Cuantificacion de PHB y ARs. A. Las cepas fueron crecidas en medio liquido PY 2%
de sacarosa, por 48 horas de incubacion a 30°C y posteriormente se extrajo y cuantificé el PHB. B.
Analisis cualitativo de produccion de AR, Las cepas fueron crecidas en filtros estériles sobre la
superficie de medio sdlido BB por 72 horas a 30°C. Las células se tifieron con el colorante fast blue
B, una coloracién marrén fuerte indica un fenotipo positivo de sintesis de ARs. (1) UW136, cepa
silvestre (2), mutante en ptsP (3), mutante en rppH (4), mutante en rppH complementada con gen
silvestre de rppH de A. vinelandii, ropH+, (5) doble mutante rppH-rsmA. *** denotan valor P <0.0001
y ** denotan valor P < 0.001.
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Trabajos previos demostraron que a diferencia de RppH y EIN', la proteina
codificada en Avin48220 no esta involucrada en el control de la sintesis de PHB, ya
que un plasmido que lleva una copia silvestre del gen ptsP restauroé la sintesis de
PHB en una cepa con una mutaciéon polar de ptsP (que afecta la transcripcién de
Avin48220) Sin embargo, es necesario realizar mas estudios, con el objetivo de
determinar si esta relacionado con la actividad de los dos genes adicionales que

conforman el operon (Segura and Espin, 1998).

RppH es necesaria para la expresion de phbR a nivel postranscripcional

El operén phbBAC codifica las enzimas necesarias para la sintesis de PHB y es
activado directamente por el regulador PhbR (Peralta-Gil et al., 2002; Hernandez-
Eligio et al., 2011). Con el objetivo de determinar si la expresiéon de phbR esta
afectada en la mutante UWrppH, se usaron fusiones transcripcionales y
traduccionales de phbR con el gen gusA. La actividad de B-glucuronidasa se
determiné en las cepas AHW13 y RppHphbR-T, derivadas de UW136 y UWrppH
respectivamente, las cuales llevan la fusion transcripcional phbR-gusA (Figura 15A).
Ambas cepas mostraron una actividad similar, lo que indica que la mutacion en rppH
no afecta la transcripcion de phbR. Por el contrario, en la cepa RppHphbR-T,

derivada de UWrppH con la fusién traduccional phbR’-'gusA (Figura 15B), la
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actividad de B-glucuronidasa se redujo alrededor del 70% comparada con la

actividad presentada en la cepa silvestre UWphbR-PT (Figura 15B).
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Figura 15. La actividad de B-glucuronidasa de las cepas derivadas de la cepa silvestre UW136
y de la mutante rppH con las fusiones transcripcionales y traduccionales de los genes phbR
y phbB. A. Fusion transcripcional phbR-gusA. B. Fusion traduccional phbR-gusA C. Fusion
transcripcional phbB-gusA. D. Fusién tranduccional phbB-gusA. El valor de la actividad de B-
glucuronidasa fue reportado como porcentaje de la actividad en la cepa silvestre y fueron
determinadas después de 48 horas de crecimiento en medio liquido BS. No significativo (NS, con
valor P >0.05), *** denotan valor P <0.0001.

Adicionalmente, se determiné una disminucion en la actividad de -glucuronidasa
en la cepa UWrppH que llevan la fusion transcripcional y traduccional de phbB, el
primer gen del operdon biosintético, (Figuras 15C y 15D). Este resultado era
esperado, debido a que la traduccién de PhbR se encuentra reducida en la mutante

rppH, lo que afecta la transcripcién de phbB. Por lo tanto, en la mutante rppH, la
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reducciéon en la produccion de PHB es debida a la reduccion de la traduccién de

phbR y como consecuencia en la transcripcion del operdn biosintético phbBAC.

Estos resultados y el hecho de que EcRppH remueve los pirofosfatos del 5’-terminal
de algunos RNAmM, promoviendo su degradacion por la RNAsa E, nos llevaron a
plantear la hipotesis de que AvRppH participa en la degradacion de un transcrito
que codifica un regulador negativo de la expresion de phbR a nivel

postranscripcional.

La inactivacion del gen rsmA restaura la sintesis de PHB y AR en la mutante

rppH

Previamente, se reporté que la proteina RsmA interacciona con la region lider de
los transcritos de phbR y phbB, bloqueando el sitio de unién a ribosomas y por lo
tanto su traduccion (Hernandez-Eligio et al., 2012). Teniendo en cuenta la hipdtesis
mencionada anteriormente y que RsmA es un regulador negativo a nivel
postranscripcional, se construyd una doble mutante rppH:rsmA, con el objetivo de
discernir si la represién en la traduccidén de phbR y el fenotipo de disminucion en la
produccion de PHB observado en la mutante rppH es causada por esta proteina.
Los niveles de PHB y AR en la doble mutante fueron similares a los de la cepa

silvestre UW136 (Figura 14AB), lo que nos lleva a pensar que el fenotipo negativo
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de produccion de PHB y AR observado en la UWrppH, es causado en parte, por el

aumento en la proteina RsmA.

Una mutacion en rppH afecta la expresién de rsmA

Teniendo en cuenta que RppH contribuye en la degradacion de algunos transcritos,
y que uno de sus posibles blancos en A. vinelandii es rsmA, los niveles relativos de
este transcrito fueron determinados por gRT-PCR en las cepas UW136 y UWrppH.
Durante la fase estacionaria de crecimiento, la expresion de rsmA fue similar entre
las dos cepas (24 y 30 horas), sin embargo, durante la fase exponencial (18 horas)
se observo un incremento del 60% en la mutante UWrppH con respecto a la cepa
silvestre UW136 (Figura 16A). Adicionalmente, se determiné por qRT-PCR, el efecto
de la mutacion de rppH en la estabilidad del transcrito de rsmA. Después de detener
la transcripcion por adicion de rifampicina, el transcrito de rsmA aumentd su vida
media en la mutante rppH comparada con la cepa silvestre (Figura 16B). Estos

resultados sugieren que rsmA podria ser un sustrato de RppH (Figuras 16AB).
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Figura 16. La expresion de rsmA incrementa y su transcrito es mas estable en la mutante
rppH. A. Analisis del transcrito de rsmA en las cepas UW136 y mutante rppH crecidas por 18 horas
en medio liquido BS. El transcrito del gen RNA ribosomal 16S fue usado como control interno para
normalizar los resultados. B. Analisis de la estabilidad de rsmA en la cepa silvestre A. vinelandii OP
(circulos negros) y en la mutante rppH (cuadros grises). Los valores fueron determinados por gRT-
PCR, a diferentes tiempos, después de detener la transcripcidn, por adicion de rifampicina. Las cepas
fueron crecias en medio liquido BS por 18 horas (final de la fase exponencial), gyrA fue usado como
control interno para normalizar los resultados. Este es un experimento representativo. ** indica valor
P < 0.001, *** indican valor P < 0.0001

Con el objetivo de determinar si RppH afecta la transcripcién y/o la traduccion de
rsmA, se usaron fusiones transcripcionales y traduccionales con gusA en UW136 y
UWrppH. La actividad de la fusién transcripcional rsmA-gusA de las cepas fue
similar (figura 17A). En contraste, y como muestra la figura 17B la actividad B-
glucuronidasa de la fusion traduccional rsmA’-'gusA es mucho mas alta en la
UWrppH que en la cepa silvestre. Este resultado indica que en ausencia de la
actividad de RppH, la expresion de rsmA a nivel traduccional estd aumentada y
apoya la hipotesis de que el efecto negativo de la mutacion de rppH sobre la sintesis

de PHB y AR es causado por el exceso de RsmA.
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Figura 17 La mutacion en rppH afecta expresion de rsmA a nivel postranscripcional. A.
Actividad de B-glucuronidasa de la fusién transcripcional de rsmA-gusA determinada a las 18 horas
de crecimiento en medio liquido BS en la cepa silvestre UW 136 (barra negra), la mutante rppH (barra
gris) y la mutante complementada con rppH silvestre (barra gris oscuro. B. Actividad de -
glucuronidasa de la fusion traduccional de rsmA’-"gusA determinada a las 18 horas de crecimiento
en medio liquido BS en la cepa silvestre UW136 (barra negra), la mutante rppH (barra gris) y la
mutante complementada con rppH silvestre (barra gris oscuro). Los valores actividades fueron
reportados como porcentaje (%) con respecto a cepa silvestre. ** denota valor P < 0.001, *** denota
valor P < 0.0001.

La mutacion en rppH aumenta la expresion de csrA en E. coli

Debido a que RppH de AvRppH comparte una identidad de secuencias de 64% con
RppH de EcRppH y tiene 98% de cobertura con la estructura de la proteina 3D
(figura 11), determinamos si al igual que en A. vinelandii, RppH afecta la expresién
de csrA (homodlogo de rsmA) en E. coli K12. Los niveles del transcrito de csrA fueron
evaluados en la cepa E. coli K12 y su derivada mutante en rppH (EcrppH) a través
de gRT-PCR. Se observo que los niveles de csrA aumentaron dos veces en la

mutante EcrppH con respecto a la cepa silvestre (Figura 18A).

Adicionalmente, se analizo la estabilidad del transcrito de csrA en la cepa silvestre

y su derivada mutante rppH en E. coli K12. Como lo muestra la figura 18B, en la
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cepa mutante EcrppH la vida media de csrA, después de detener la transcripcion
por adicién de rifampicina, fue mayor que en la cepa silvestre. Estos resultados
indican que en E. coli K12, al igual que en A. vinelandii, RppH controla los niveles y
la estabilidad del transcrito de csrA y sugiere que este es blanco de degradacion por

RppH (Figura 18AB).

Figura 18. Los niveles del transcrito de csrA y su estabilidad aumentan en la mutante EcrppH.
A. Andlisis por gRT-PCR del transcrito de csrA en la cepa silvestre E. coli K12 y su derivada mutante
rppH. Las cepas fueron crecidas por 4 horas en medio liquido LB. B. Analisis de estabilidad de csrA
en la cepa silvestre E. coli K12 (circulos negros) y la mutante EcrppH (cuadros grises). La estabilidad
fue determinada por qRT-PCR después de detener la transcripciéon al adicionar rifampicina. En
ambos experimentos, el gen rrsB fue usado como control constitutivo. ** denota valor P < 0.001, ***
denota valor P < 0.0001
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La mutante EcrppH tiene un fenotipo de hipermotilidad que es suprimido por

la mutacion en csrA

En E. coli, una mutacién en csrA produce defectos en el fenotipo de motilidad (Wei
et al., 2001) debido a la ausencia en la expresion del operén fIhDC, el principal
regulador de la sintesis de flagelina, ya que CsrA se une a la region lider de este
operon y lo protege de los cortes mediados por la RNAsa E (Yakhnin et al., 2013).
Como se muestra en las figuras 19AB, la mutante EcrppH tiene un fenotipo de
hipermotilidad. Adicionalmente, se analizaron los niveles del transcrito de flhD por
gRT-PCR y estas fueron cinco veces mas altos en la mutante EcrppH que en la
cepa silvestre E. coli K12 (Figura 19C). Este resultado sugiere que flhD es sustrato

de la via RppH-RNAsaE.

Al igual que la disminucion en la produccion de PHB en la mutante roppH en A.
vinelandii, el fenotipo de hipermotilidad en la mutante rppH en E. coli fue suprimido
por la mutacion en csrA (doble mutante EcrppH-csrA) (Figura 19AB).
Adicionalmente, los niveles del transcrito de flhD en la doble mutante EcrppH-csrA
fueron similares a los niveles en la cepa silvestre. Entonces, la ausencia de motilidad
en la doble mutante EcrppH-csrA, aunque tiene niveles de flhD similares a los de la
cepa silvestre, coincide con el papel de CsrA como regulador positivo de la
traduccién de flhD y protector de la degradacion a través de RppH-RNAsaE. Como
se reportd previamente, nosotros encontramos que los niveles del transcrito de flhD

disminuyen en la mutante csrA (Figura 19C) (Yakhnin et al., 2013).
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Figura 19. Efecto de la mutaciéon en rppH sobre el fenotipo de motilidad en E. coli K12. A.
Analisis de motilidad en la cepa silvestre E. coli K12 y sus derivadas mutantes csrA, rppH y csrA-
ropH. B. El diametro del halo fue medido 6 horas después de la inoculacion en agar triptona
semisolido (0.35% de agar). C. Andlisis por qRT-PCR del transcrito de flhD en la cepa silvestre E.
coli K12 y sus derivadas mutantes csrA, rppH 'y csrA-rppH después de 4 horas de crecimiento en LB
liquido. El gen rrsB fue usado como control constitutivo.

Complementacién de EcrppH con AvrppH

Con el objetivo de demostrar la actividad in vivo de AvRppH, se complementd la
mutante rppH de E. coli con AvrppH. Se construyé el plasmido  pLB-AvrppH, que
contiene el gen silvestre de rppH de A. vinelandii que se transcribe a partir de un
promotor inducible por IPTG y fue usado para transformar las cepas E. coli K12 y

EcrppH. La cepa complementada K12rppH-pAvrppH mostré un fenotipo de
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motilidad similar al de la cepa silvestre E. coli K12, mientras que la complementacion
con el plasmido vacio EcrppH-pET22 no afecto el fenotipo de hipermotilidad de la
mutante EcrppH, lo que indica que AvRppH es funcional en E. coli (Figura 19). La
sobreexpresion de AvRppH en el fondo de la cepa E. coli K12 silvestre genera un
fenotipo negativo de motilidad similar al de su derivada mutante en csrA. Esos
resultados proveen evidencia que indica que AvRppH es, en efecto, una proteina

con actividad de pirofosfohidrolasa, igual que la EcCRppH (Figura 20).

K12-pET22

w

K12-pAvrppH

Figura 20. AvRppH restaura a niveles silvestres el fenotipo de motilidad en la mutante EcrppH.
El ensayo de motilidad fue realizado en agar triptona semisélido (0.35% de agar) con 0.1 mM de
IPTG en las cepas K12rppH (36 mm) K12rppH-pET22 (33 mm) K12rppH-pAvrppH (10 mm). K12 (10
mm) K12-pET22 (10mm) K12-pAvrppH (0 mm). El didmetro del halo se indica en paréntesis.
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Otros blancos de RppH involucrados en la biosintesis de PHB y AR en A.

vinelandii

RppH es una enzima pleiotropica, debido al hallazgo de su actividad de
pirofosfohidrolasa de RNAm en E. coli, donde por medio de un analisis
transcriptomico, Fulanito et al, reportaron que 382 RNAmM aumentaron su expresion
en la mutante rppH. También se ha estudiado en otros géneros bacterianos, como
Neisseria, Pseudomonas, Bacillus y Helicobacter en donde se han descrito varios

blancos (Kujawa et al., 2017).

En A. vinelandii, encontramos que RppH tiene un efecto postranscripcional sobre
rsmA, sin embargo, debido a la actividad enzimatica que desarrolla, proponemos

que otros transcritos también pueden ser blanco de esta enzima.

Como se menciond anteriormente la proteina EIIAN', del sistema de
fosfotransferasas, también esta involucrada en la regulacion de la sintesis de PHB
y ARs. Adicionalmente, ademas de su papel regulatorio de la expresion de phbBAC
y arsABCD a nivel transcripcional (a través de RpoS). También se conoce un efecto
a nivel postranscripcional (Muriel-Millan et al., 2017). Es por esto que se construyd
una mutante de ptsN, gen que codifica para la proteina EIIAN" sobre el fondo de la
mutante rppH. En este fondo genético se encontré que la disminucion en el fenotipo
de produccion de PHB y ARs en la mutante rppH, fue restaurada casi a niveles

silvestres cuando se muta ptsN (Figura 21).
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Figura 21. Fenotipo de produccion de PHB y AR en la cepa doble mutante rppH-ptsN. Una
mutacion en ptsN, gen que codifica para la proteina EIIANT del sistema PTSNtr en el fondo de una
cepa de A. vinelandii mutada en rppH, restaura el fenotipo de produccién de. PHB y ARs. A. Las
cepas fueron crecidas en agar PY 2% de sacarosa durante 48 horas a 30°C. Las cepas productoras
de PHB se observan blancas y opacas (UW136 y rppH-ptsN), las que disminuyen su produccion se
observan translucidas y mas brillantes (ptsPy rppH) B. Analisis cualitativo de produccion de AR, Las
cepas fueron crecidas en filtros estériles sobre la superficie de medio sdélido BB por 72 horas a 30°C.
Las células se tifieron con el colorante fast blue B, una coloracion marrén fuerte indica un fenotipo
positivo de sintesis de ARs.
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DISCUSION

La degradacion de los RNAm juega un papel central en la regulacion de la expresion
de genes. En bacterias, las enzimas RNAsa E y J son las principales ribonucleasas
involucradas en su degradacién. La RppH pirofosfohidrolasa convierte el 5’-terminal
tri/difosfato de algunos RNAm a 5’-terminal monofosfato, permitiendo la

degradacion por las RNAsas (Hui et al., 2014).

En este estudio se demostrd que en A. vinelandii, la inactivacion de rppH reduce la
traduccion del transcrito de phbR. La regulaciéon de este transcrito se realiza en parte
por la proteina RsmA, la cual bloquea el sitio de unién al ribosoma y reduce su
traduccién, como consecuencia, reduce la transcripcion del operdn biosintético de
PHB, phbBAC (Hernandez-Eligio et al., 2012). Por lo tanto, la inactivacién de rppH
en A. vinelandii reduce la traduccion de phbR por incremento en la expresion de su

represor traduccional RsmA.

Una importante evidencia del papel de RppH sobre la expresion de RsmA es el
hecho de que la inactivacion de rsmA en la mutante rppH, restauré el fenotipo de
produccion de PHB a niveles silvestres (Figura 13A). Adicionalmente, la expresién
y estabilidad de rsmA fueron mayores en la mutante rppH. Estos resultados sugieren
que RppH participa en la regulacién de la expresion de rsmA, probablemente por
conversion de su transcrito de 5’-terminal tri/difosfato a 5’-terminal monofosfato, lo

que reduce la expresion de rsmA y a su vez favorece la traduccion de phbR.
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Recientemente, se demostré6 que en una mutante ptsP en A. vinelandii la
transcripcion de phbR estd reducida porque la proteina EIIA™ no fosforilada
(presente en una mutante ptsP) induce la protedlisis del factor sigma de fase
estacionaria RpoS, a través de CIpAP (Muriel-Millan et al., 2017). Este factor sigma
es necesario para la activacion de la transcripcion de phbR y phbBAC (Peralta-Gil

et al., 2002; Hernandez-Eligio et al., 2012).

En muchas proteobacterias el gen rppH esta localizado corriente arriba de ptsP. En
A. vinelandiiy E. coli (y probablemente en muchas otras bacterias) ambos genes se
transcriben en un operon, lo que sugiere que podrian estar involucrados en las
mismas rutas metabdlicas (Lee et al., 2014). El papel fisioldgico de RppH y EIN" ha
sido estudiado independientemente en E. coli (Celesnik et al., 2007; Lee et al.,
2013). Sin embargo, no hay evidencia de una relacion funcional entre estas dos
proteinas. Por trabajos previos (Noguez et al., 2008; Muriel-Millan et al., 2015),
aunado a lo que encontramos en este estudio, ahora sabemos que en A. vinelandii
las proteinas EIN" y RppH, estan involucrados en la regulacion de la sintesis de PHB
a través de la regulacion de la expresion de phbR a nivel transcripcional y

traduccional respectivamente.

Ya que los genes rppH y ptsP conforman un operdn, las proteinas que son
codificadas en ellos, son expresadas de forma paralela. Por un lado, la presencia
de RppH contribuye en la degradacion del trascrito de rsmA y por otro, la enzima
EIN' transfiere el fosfato a la enzima EIIAN. Esta forma fosforilada de EIIAN' es

incapaz de llevar a degradacion a la proteina RpoS. En este sentido, la expresion
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de rppH y ptsP permite que se realice la sintesis tanto de PHB como de ARs en A.

vinelandiii.

Este trabajo proporciona evidencia de que, al igual que en A. vinelandii, en E. coli
K12, la proteina RppH esta involucrada en la regulacion de la expresion de CsrA,
ya que en una mutante EcrppH, la vida media y los niveles del transcrito de csrA
incrementan. Los datos que soportan esta hipotesis fueron obtenidos en analisis de
microarreglos realizados en una mutante RppHES3A, en donde 382 transcritos,
incluyendo csrA, se aumentaron significativamente con respecto a la cepa silvestre
(Deana et al., 2008). Adicionalmente, experimentos de RNAseq en Helicobacter
pylori, sugieren que el transcrito para hpy-HP1441, que forma parte del operon
donde se incluye csrA, fue reportado como un blanco de RppH (Bischler et al.,

2017).

Aunque CsrA reprime la traduccién de varios genes, se sabe que esta proteina
activa la expresion del operon flhDC, por su unidén a dos sitios de la region lider.
Esos dos sitios son necesarios para la activacion de flhDC dependiente de CsrA 'y
protegen al transcrito de la degradacién mediada por la RNAsaE (Yakhnin et al.,

2013).

En este trabajo también se demostré que la cepa EcrppH tiene un fenotipo de
hipermotilidad y, similar a lo que ocurre en la mutante csrA, una doble mutante rppH-
csrA presenta un fenotipo negativo de motilidad (figura 18AB). Adicionalmente, los

niveles del trascrito de flhD aumentaron 5 veces en la mutante en EcrppH. Por lo
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tanto, proponemos que en esta mutante, el fenotipo de hipermotilidad es el resultado
de un incremento en los niveles de la proteina CsrA, la cual se une al transcrito de
flhDC, permitiendo su traduccién y previniendo la degradacion por la RNAsa E

(Yakhnin et al., 2013).

Interesantemente, la complementacion heterologa de la cepa EcrppH con AvRppH
restaurd el fenotipo de motilidad a niveles silvestres, lo que sugiere que AvRppH

tiene actividad de RNA pirofosfohidrolasa (Figura 19).

Los mecanismos de regulacion de la expresion de csrA se han estudiado muy bien
en E. coli. Su transcripcion esta dirigida por cinco promotores (P); dos dependientes
de sigma 70 (P2 y P5), dos dependientes de RpoS (P1 y P3) y un quinto promotor
dependiente de CsrA (P4). CsrA activa su propia transcripcion de una forma
indirecta y controla negativamente la traduccidén por union directa a su transcrito
(Yakhnin et al., 2011). En este estudio se revela que en la regulacién de la expresion
de CsrA también esta involucrada la proteina RppH, probablemente, por

participacion en la degradacion de su transcrito.

En A. vinelandii los mecanismos que controlan la expresion de RsmA estan menos
estudiados. Sin embargo, un estudio reciente muestra que la transcripcion de rsmA
inicia a partir de un promotor dependiente de RpoS, pero los niveles del transcrito
fueron reducidos solo en un 40% en una mutante rpoS, sugiriendo la existencia de

al menos un promotor adicional (Quiroz-Rocha et al., 2017).
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Se desconoce si RsmA regula su propia expresion en A. vinelandii, no obstante, a
través de un analisis in silico se observo la presencia de un sitio putativo de la
secuencia reconocida por RsmA en su propio transcrito (Cocotl M., datos no
publicados), lo que podria sugerir un mecanismo de autorregulacion a nivel
traduccional, similar al que se observa en E. coli y Pseudomonas (Yakhnin et al.,
2011; Jean-Pierre et al., 2015). Este estudio contribuye al conocimiento en la
regulacion de la expresion de RsmA en A. vinelandii, ya que demuestra que RppH
esta involucrada en la via de degradacion de este transcrito. Sin embargo, la
hipétesis de que RppH participe en la degradacion de un RNAm que actue como

activador de la traduccidén de rsmA no puede excluirse.

Modelo de regulacion propuesto para el control de la expresion de RsmA/CsrA

por RppH en A. vinelandii y E. coli.

Los resultados obtenidos en este trabajo nos permiten proponer un modelo para la
regulacion de la expresion de RsmA/CsrA. En A. vinelandii, el transcrito de rsmA
podria ser sustrato de la pirofosfohidrolasa RppH para la via de degradacion de
RNAmM dependiente del 5-terminal, debido a que la ausencia de la actividad de
RppH resulta en un incremento de los niveles de la proteina RsmA, que reprime la
traduccion de sus RNA blanco, incluyendo phbR y arpR y en efecto, reduce la
sintesis de PHB y AR. En E. coli, RppH junto con la RNAsa E participan en la

degradacion de csrA. La ausencia de la actividad de RppH, aumenta el transcrito y
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estabilidad de csrA, y por consiguiente la concentracién de la proteina CsrA, que se
une al transcrito de flIhDC, previniendo su degradacion por la via RppH-RNasaE

(Figura 22).

Figura 22. Modelo de regulacion para el control de la expresiéon de RsmA/CsrA por RppH en A.
vinelandii y E. coli. El 5’-terminal di/trifosfato de los transcritos de rsmA y csrA son probablemente
convertidos a 5 monofosfato por RppH y llevados a degradacién por la RNasa E. En ausencia de
RppH, los transcritos de rsmA y c¢srA no son degradados, incrementan su concentracién de proteina
y consecuentemente produce un fenotipo de hipermotilidad en E. coli y una represion en la sintesis
de PHB y AR en A. vinelandii.
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CONCLUSIONES

Los genes rppH y ptsP en A. vinelandii, se transcriben en un operon y las
proteinas que codifican, estan involucradas en la regulacién de phbR a nivel
postranscripcional y transcripcional respectivamente.

La proteina RppH contribuye en la regulacion de la motilidad en E. coli y de
la sintesis de PHB y AR en A. vinelandii a través de la degradacion del
transcrito de csrA/rsmA.

La proteina RppH realiza la misma actividad tanto en A. vinelandii como en
E. coli. Esto se comprobo por medio de una complementacién heterdloga, en

donde AvRppH, complementa la actividad de EcRppH en E. coli.

PERSPECTIVAS

Realizar un analisis del estado de fosforilacion del final 5° de los transcritos
rsmA/csrA por medio del ensayo de PABLO —phosphorylation assay by
ligation of oligonucleotides- con el objetivo de determinar si estos
transcritos son blanco de RppH.

Realizar un analisis transcriptomico de la mutante rppH en A. vinelandii para
identificar otros transcritos que cambien su nivel de expresion en esta

mutante y relacionarlos con la sintesis de PHB y AR.
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o Estudiar las otras Nudix hidrolasas en A. vinelandii para determinar si actuan
igual que RppH.

e Analizar la expresiéon de RppH a lo largo de la curva de crecimiento en A.
vinelandii y demostrar si existe un cambio que pueda influir en la produccion

de PHB y AR.
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ABSTRACT

In bacteria, the 5-end-dependent RNA degradation is triggered by the RNA pyrophosphohydrolase RppH con-
verting tri/diphosphate to monophosphate transcripts. This study shows that in the soil bacterium Azotobacter
vinelandii, inactivation of rppH gene negatively affected the production of bioplastic poly-B-hydroxybutyrate
(PHB) by reducing the expression at the translational level of PhbR, the specific transcriptional activator of the
PphbBAC biosynthetic operon. The effect of RppH on the translation of phbR seemed to be exerted through the
translational repressor RsmA, as the inactivation of rsmA in the rppH mutant restored the phbR expression.
Interestingly, in Escherichia coli inactivation of rppH also affected the expression of CsrA, the RsmA homolog. The
level of the csrA transcript was higher and more stable in the E. coli rppH mutant than in the wild type strain.
Additionally, and in contrast to the csrA mutants that are known to have a defective swimming phenotype, the E.
coli rppH mutant showed a hyper-swimming phenotype that was suppressed by a csrA mutation, and the AvRppH
restored to wild type level the swimming phenotype to the E. coli rppH mutant. We propose that in both A.
vinelandii and E. coli, RppH activity plays a role in the expression of the translational regulator protein RsmA/

CsrA.

1. Introduction

Azotobacter vinelandii is a soil nitrogen-fixing bacterium that syn-
thesizes poly-pB-hydroxybutyrate (PHB), a polymer of industrial im-
portance to produce bioplastic (Galindo et al., 2007). This bacterium is
able to undergo a differentiation process to form desiccation-resistant
cysts and during the encystment, A. vinelandii synthesizes the phenolic
lipids alkylresorcinols (AR) that replace the membrane phospholipids
and are components of the cyst outer layer (Reusch and Sadoff, 1981).
The phbBAC operon encodes the enzymes necessary for PHB synthesis
(Segura et al., 2003b) The PhbR protein of the AraC/XylS family and
the RpoS stationary phase sigma factor activate transcription of the
PhbBAC operon (Peralta-Gil et al., 2002; Hernandez-Eligio et al., 2011).

Additionally, in A. vinelandii the expression of PHB and AR related
genes is controlled at the posttranscriptional level by the GacS/GacA-
RsmA regulatory system (Hernandez-Eligio et al., 2012; Romero et al.,
2016). This system is conserved in a variety of Gram-negative bacteria
and in Escherichia coli (BarA/UvrY-CsrA) regulates the central carbon
metabolism (Suzuki et al., 2002). The RsmA (CsrA) protein binds its
messenger RNA (mRNA) targets to repress their translation, while the

response regulator GacA (UvrY) activates transcription of genes en-
coding small-RNAs (sRNAs) RsmZ and RsmY, (named CsrB, CsrC in E.
coli) that interact with the RsmA (CsrA) protein to counteract its re-
pressor activity. In E. coli, CsrA has also been shown to act as positive
regulator of motility, as expression of the flhDC master regulator of
flagella biosynthesis is under CsrA control. In this case, CsrA binds to
the flhDC mRNA protecting it from RNase E-mediated cleavage (Wei
et al., 2001; Yakhnin et al., 2013). In A. vinelandii, the RsmA protein
binds to the phbR and phbBAC mRNAs acting as a translational re-
pressor, while the RsmZ/Y sRNAs bind the RsmA protein counteracting
its repressor activity (Hernandez-Eligio et al., 2012). The RsmA protein
also binds the arpR mRNA that encodes the transcriptional activator of
the AR biosynthetic operon arsABCD (Romero et al., 2013; Romero
et al., 2016).

The Nitrogen-related Phosphotransferase System (PTSN™) is another
global regulatory system present in most Gram-negative bacteria and
controls some essential processes such as potassium homeostasis;
phosphate starvation response, virulence, nitrogen fixation and ABC
transport activation (Pfliiger-Grau and Gorke, 2010; Lee et al., 2014).
The EIN", Npr and EIIAN™ proteins are components of the PTSN" and are
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encoded by the ptsP, ptsO and ptsN genes, respectively. These proteins
participate in a phosphorylation cascade from phosphoenolpyruvate
(PEP), where EIIAN" appears to be the terminal phosphoryl acceptor. In
A. vinelandii, the PTSN" regulates the expression of genes related to the
synthesis of PHB and AR. Inactivation of ptsP or ptsO results in the
presence of the EITAN" in its unphosphorylated state and in a reduced
transcription of the phbR, phbB, arsA and arpR genes (Noguez et al.,
2008; Muriel-Millan et al., 2015; Trejo et al., 2017).

Recently, it was shown that the unphosphorylated EIIAN" induces
the CIpAP mediated degradation of the sigma factor RpoS, which is
required for activation of the phbR, phbB and arpR transcription
(Muriel-Millan et al., 2017; Peralta-Gil et al., 2002; Hernandez-Eligio
etal.,, 2011; Romero et al., 2013). Also, a recent study has shown that in
a gacA mutant the EIIAN" is present only in its unphosphorylated state
(Trejo et al., 2017). Thus, in A. vinelandii the GacA protein that controls
the synthesis of PHB and AR by the mean of RsmA, also affects the
phosphorylation of EIIAN",

In bacteria, regulation of stability and translation of mRNAs is one
of the main regulatory mechanisms of gene expression. Characteristics
of mRNAs as nucleotide sequence, structure (3’-terminal stem-loop),
interactions with molecules (sSRNAs and RNA-binding proteins) and 5’
terminal phosphorylation, influence the half-life time of mRNAs
(Bernstein et al., 2002; Celesnik et al., 2007). Rnase E is an essential
endoribonuclease that can attack transcripts directly in 5’-end-in-
dependent pathway but has preference for RNA substrates with 5’-
monophosphate. The rate-determining conversion of a triphosphate to a
monophosphorylated 5’ is a prior step in mRNA decay that triggers
subsequent internal cleavage by the endonuclease RNase E (Celesnik
et al., 2007; Bouvier and Carpousis, 2011). In E. coli, Bacillus subtilis,
Bdellovibrio bacteriovorus, Helicobacter pylori and Pseudomonas aerugi-
nosa, the pyrophosphohydrolase RppH enzyme, a member of multiple
Nudix hydrolase family present in all domains of life, has been shown to
convert 5’-terminal tri/diphosphate to a monophosphate for the control
of mRNA decay (Hsieh et al., 2013; Bischler et al., 2017; Kujawa et al.,
2017). Additionally RppH has been described to be involved in ther-
moregulation in Pseudomonas syringae, quality and quantity of sSRNAs in
Neisseria gonorrhoeae and growth at high osmolality in E. coli (Wachter
and Hill, 2015; Hockett et al., 2014; Lee et al., 2014).

In this study we found that in A. vinelandii, like in other
Gammaproteobacteria, including E. coli, the rppH gene encoding RppH
enzyme is present immediatelly upstream of the ptsP gene forming a
operon (Lee et al., 2014). Therefore, we investigated the effect of RppH
on regulation of PHB synthesis and found that inactivation of rppH
reduced PHB and AR synthesis. We also found that in E. coli K12 and in
A. vinelandii, RppH negatively affects the expression of csrA and rsmA at
a post-transcriptional level.

2. Materials and methods
2.1. Sequence analysis, alignment and modeling structure

The sequence analysis of the A. vinelandii RppH protein (AvRppH)
was performed by Blast searches and a multiple sequence alignment
using Mafft (Katoh et al., 2002) and were visualized with Geneious”
10.1.3 trial.

A model for the A. vinelandii RppH structure was generated with ten
structures deposited in the PDB (https://www.rcsb.org/pdb/home/
home.do) using the program I- TASSER (lterative Threading
ASSEmbly Refinement). The model has a C-score of 1.22, with esti-
mated TM-score of 0.88 + 0.07 and a RMSD of 2.5 = 1.9A. The
AvVRppH structure predicted by I-TASSER overlaps with the RppH E. coli
structure (PDB 4s2X) (Vasilyaev and Serganov, 2015).

2.2. Microbiological procedures

Strains and plasmids used in this study are listed in Table 1. A.
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vinelanfiii strains were grown in peptone yeast medium 2% sucrose (PY)
or Burks salt medium 2% sucrose (BS) at 30 °C. Strains of E. coli DH5a
and K12 were grown in Luria Bertani medium (LB) at 37 °C. Antibiotic
concentrations (in pg/mL) used for A. vinelandii and E. coli, respectively,
were as follows: spectinomycin (Sp) 100 y 50; tetracycline (Tc), 30 and
15; kanamycin (Km), 1 and 30; rifampicin (Rif) 10 and 0; ampicillin
(Ap), 0 and 200; nalidixic acid (Nal), 20 and 0; and gentamicin (Gm),
1.5 and 10. A. vinelandii transformation and conjugation were carried
out as described previously (Bali et al., 1992).

2.3. Construction of A. vinelandii rppH mutant

A DNA fragment containing the rppH gene was amplified using
Phusion DNA polymerase enzyme (Thermo Scientific) and oligonu-
cleotides AvNuxF and AvNuxR (Table S1). The 800 bp PCR product was
cloned into the pJET1.2 vector (Thermo Scientific) to produce plasmid
pLBrppH. A spectinomycin cassette obtained from vector pHP45Q
(Fellay et al., 1987) was inserted into a BamHI restriction site present
within the rppH gene of pLBrppH to produce plasmid pLFMrppH:Sp.
This plasmid was confirmed to contain the antibiotic resistant cassette
cloned in the same direction of rppH transcription (non-polar orienta-
tion). In A. vinelandii, the insertion of this cassette into a gene with the
same orientation as the direction of transcription allows transcription of
downstream genes in the same operon (Ntufez et al., 2000). Plasmid
pLFMrppH:Sp was digested with Scal and introduced into A. vinelandii
strains (Kennedy et al., 1986). Transformants resistant to Sp were iso-
lated and confirmed by PCR to carry the rppH:Sp mutation (data not
shown).

2.4. Complementation of rppH mutation

A kanamycin cassette obtained from vector pBSL97 (Alexeyev et al.,
1995) was cloned into the Scal site of plasmid pLBrppH to obtain
pSMrppH-Km. This plasmid unable to replicate in A. vinelandii and
carrying a wild type copy of rppH including its promoter sequences, was
transformed into the UWrppH mutant strain for cointegration into the
chromosome. Kanamycin and spectinomycin resistant transformants
were isolated. Transformant UWrppH-rppH+ that showed a wild type
PHB production phenotype was confirmed by PCR to carry pSMrppH-
Km cointegrated into the chromosome. Cointegration was shown to
occur downstream the Spectinomycin-resistance cassette, allowing the
wild-type rppH gene to be transcribed from its own promoter (Fig. S1).

2.5. Construction of E. coli csrA-rppH double mutant

The deletion of rppH gene in the csrA mutant background was done
as previously described (Datsenko and Wanner, 2000). Briefly, the
oligonucleotides ErppHDtskFwl and ErppHDtskRvl (Table S1) and
plasmid pkD3 as template, were used to amplify a DNA fragment con-
taining a chloramphenicol resistance (cat) gene flanked by RFT (RFLP
recognition target) sites. The resultant PCR product was purified and
used as template for a second PCR using the oligonucleotides ErppH-
DtskFw2 and ErppH-DtskRv2. The second PCR product was purified by
column, digested with DpnlI and used to transform E. coli K12 IFC5010 —
cstA mutant — (Camacho et al., 2015) harboring the pKD46 vector.
Chloramphenicol resistant transformants were isolated. Loss of the
helper plasmid (pKD46) was done incubating the transformants in LB
plates without antibiotic at 42°C. The cat gene was eliminated from
chromosome of K12csrA-rppH mutant by using the pCP20 plasmid
which encodes the FLP recombinase (Datsenko and Wanner, 2000).

2.6. Operon analysis
Total RNA from UW136 wild type was extracted with Total RNA

Purification Kit Cat#PP210L Jena Bioscience and was used as template
for cDNA synthesis with Thermo Scientific RevertAid H Minus First
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Strains and plasmids used in this work.
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Description

Reference or source

A. vinelandii strains
OP

Wild-type rifampicin sensitive

OPrppH OP with a rppH:Sp mutation

UW136 OP derivative resistant to rifampicin

UWrppH UW136 with a rppH:Sp mutation

UWrppH-rppH + UWrppH with plasmid pSMrppH-Km integrated into the chromosome
UWrppH-rsmA UW136 with rppH:Sp and rsmA:Km mutations

LSwW1 UW136 with a ptsP:Tc mutation

AHW13 UW136 with a phbR-gusA transcriptional fusion
RppHphbR-T UWrppH with a phbR-gusA transcriptional fusion
AHW17 UW136 with a phbRzgusA translational fusion
RppHphbR-PT UWrppH with a phbRegusA translational fusion
AHW21 UW136 with a phbB-gusA transcriptional fusion
RppHphbB-T UWrppH with a phbB-gusA transcriptional fusion
AHW25 UW136 with a phbB*-’gusA translational fusion
RppHphbB-PT UWrppH with a phbB’-’gusA translational fusion
UWrsmA-T UW136 with an rsmA-gusA transcriptional fusion
RppHrsmA-T UWrppH with an rsmA —gusA transcriptional fusion
UWrsmA-PT UW136 with an rsmA’’gusA translational fusion
RppHrsmA-PT UWrppH with a rsmA’-’gusA translational fusion

E. coli strains
K12 BW25113

Wild type

JW2798-1 K12 BW25113 with an rppH:Km mutation
IFC5010 KSB837 with a csrA:Km mutation
K12csrA-rppH IFC 5010 with an rppH deletion mutation.
K12-pET22 K12 BW25113 with pET22b plasmid

K12-pAvrppH
K12rppH-pET22
K12rppH-pAvrppH

K12 BW25113 with the pET22b-AvrppH plasmid
JW2798-1 with pET22bplasmid
JW2798-1 with pET22b:AvrppH

Plasmids

pJET 1.2/blunt Cloning vector

pLBrppH pJET 1.2 carrying a 0.8 kb fragment containing the rppH gene
PLFMrppH:Sp pLBrppH derivative with a rppH:Sp mutation

PpSMrppH:Km pLBrppH derivative with a Km resistance cassette gene
PUMATcgusAT Plasmid for gusA transcriptional fusions

PUMATcgusAPT Plasmid for gusA translational fusions

PrsmA-gusAT

Plasmid with a rsmA-gusA transcriptional fusion

Bush and Wilson (1959)

This work

Kennedy et al. (1986)

This work

This work

This work

Muriel-Milldn et al. (2015)
Hernandez-Eligio et al. (2012)
This work

Hernandez-Eligio et al. (2012)
This work

Hernandez-Eligio et al. (2012)
This work

Hernandez-Eligio et al. (2012)
This work

This work

This work

This work

This work

KEIO Collection

KEIO Collection
Camacho et al. (2015)
This work

This work

This work

This work

This work

Thermo Scientific

This work

This work

This work

Muriel-Milldn et al. (2015)
Cocotl-Yanez et al. (2014)
This work

prsmA-gusAPT Plasmid with a rsmA’-’gusA translational fusion This work

pET22b Expression vector Novagen

pLB-AvrppH PET22b-AvrppH carrying A. vinelandii rppH This work

pKD3 Contains an FRT flanked chloramphenicol resistance (cat) gene Datsenko and Wanner (2000)
pkD46 Recombineering (Making chromosomal deletions of genes with FRT sites) Red helper plasmid. Amp® Datsenko and Wanner (2000)
pCP20 Expresses FLP recombinase activity. Amp® and Cm". temperature-sensitive replication Datsenko and Wanner (2000)

Strand cDNA Synthesis Kit #K1632. The resultant cDNAs and the oli-
gonucleotides Uplg-nHPt y Lwlg-nHPt and uplntgpts 220 and
IwIntgpts_220 were used to amplify the intergenic rppH-ptsP and ptsP-
Avin08220 intergenic regions, respectively. Positive controls were in-
cluded using UW136 chromosomal DNA as template. A negative control
without reverse transcriptase was included.

2.7. Construction of transcriptional and translational gusA-gene fusions

To generate a transcriptional rsmA-gusA gene fusion, a fragment of
274 bp, corresponding to the rsmA promoter was amplified by PCR
using oligonucleotides prsmA-FSacl and prsmA-R2EcoR1. This fragment
was cloned into vector pUMATcgusAT (Muriel-Millan et al., 2015),
previously digested with Sacl and EcoR1 generating plasmid prsmA-
gusAT.

For the construction of strains carrying rsmA<gusA translational fu-
sion, plasmid prsmA-gusAPT was generated. A SacI-Pstl fragment of
338 bp (containing promoter, the untranslated 5end and the first 16
codons of rsmA) was amplified using oligonucleotides prsmA-FSacl and
PRsmA-RPstl and cloned between the corresponding sites of plasmid
PUMATcgusAPT (Cocotl-Yanez et al., 2014).

The resulting vectors were linearized with Ndel, and used to trans-
form A. vinelandii strains. Tc' recombinants were selected and verified
to carry the rsmA-gusA transcriptional fusion or rsmA<gusA translational
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fusion into the chromosome (data not shown).

2.8. Quantitative RT-PCR (qRT-PCR) assays

gRT-PCR was performed as previously reported (Noguez et al.,
2008).Total RNA was extracted from A. vinelandii strains grown in BS
liquid medium for 18h, and E. coli strains grown in LB liquid medium
for 4h. The relative levels of rsmA and csrA were detected using the
oligonucleotides previously reported (Table S1). The levels of 16 s rRNA
and rrsB were used as internal control to normalize the results in ana-
lysis in A. vinelandii and E. coli, respectively. All assays were done for
triplicate. The data were analyzed by the 2~ *4CT method (Livak and
Schmittgen, 2001). The reproducibility of the whole procedure was
confirmed in two independent experiments.

2.9. Stability of rsmA and csrA transcripts

For rsmA mRNA stability assays, the A. vinelandii OP strain (ri-
fampicin-sensitive wild type) (Bush and Wilson, 1959) and its OPrppH
isogenic derivative were grown on BS liquid medium for 18h. Cells
were harvested at various times following the addition of rifampicin
(500 pg/mL final concentration) and total RNA was extracted. qRT-PCR
was performed as described above to determine the levels of rsmA
transcripts. The RNA remaining through the time-course was
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determined by calculating differences in cycle threshold (Ct); sub-
sequent fold differences were obtained comparing with the 0 time
point. The gyrA mRNA levels were used as internal control.

For determination of csrA mRNA stability in E. coli, strains were
grown on LB liquid medium for 4h (pre-cultivated for 12h), Cells
harvested at various times after addition of rifampicin to a final con-
centration of 500 ug/mL were used to determine the level of the csrA
transcript following the same protocol described for the rsmA tran-
script. The rrsB gene was used as constitutive control.

2.10. Heterologous complementation

The A. vinelandii rppH gene was amplified by PCR using chromo-
somal DNA of UW136 strain as template and rppHexpFw and
rppHexpRev oligonucleotides. The PCR product of 480 bp was digested
with XhoI and Ndel and then ligated into pET22b to generate plasmid
PLBAvrppH. E. coli K12 and K12rppH strains were transformed with this
plasmid or empty plasmid pET22b. These strains were used for motility
assays in soft agar plates with IPTG 0.1 mM as described below.

2.11. Motility assays

Soft agar plates containing 1%, triptone, 0.5% NaCl and 0.3% agar
were used for the E. coli motility assays (Takekawa et al., 2015). A 1 uL
samples from overnight cultures grown in LB were inoculated into the
soft agar plates. The swimming halos were observed after 6h of in-
oculation at 37 °C.

2.12. Analytical methods

PHB levels were determined in cells grown in PY plates at 72h by
the Law and Slepecky method (Slepecky and Law, 1961).The ARs were
measured from cells grown in Burk Butanol (BBOH) plates for 120 h as
described (Segura et al., 2003a). The B-glucuronidase activity was
measured as previously described (Wilson et al., 1995). 1 U corresponds
to 1 nmol of p-nitrophenyl-3-p-glucuronide hydrolyzed per minute per
mg of protein. Protein concentration was determined by Lowry method
(Lowry et al., 1951).

2.13. Statistical analysis

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism (version
7.0) software (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Statistical sig-
nificance was determined using the two-tailed, unpaired Student’s t-
test, and a P-value <0.05 was considered significant.

3. Results
3.1. The RppH proteins from E. coli and A. vinelandii are highly identical

The RNA pyrophosphohydrolase RppH, a member of the Nudix
hydrolase family that contains the Nudix motif (GXsEX,;REUXEEXGU),
converts 5’-terminal tri/diphosphate of mRNA to a monophosphate for
the control of mRNA decay (Deana et al., 2008; Luciano et al., 2017). A
BLAST search showed that the A. vinelandii RppH protein (AvRppH) is
64% identical to the E. coli RppH protein (EcRppH) and contains a re-
gion that matches 100% the Nudix motif (Fig. 1A,C). The amino acids
corresponding to the active site are conserved between EcRppH and
AvRppH except for the Ser32 that in AvRppH corresponds to Ala
(Fig. 1A). Interestingly, when in the EcRppH the Ser32 residue is re-
placed by Ala, its specificity increased because the number of mRNA
substrates was reduced (Foley et al., 2015), suggesting that AvRppH
could be more specific than EcRppH. The AvRppH showed an identity
of 62% and 39% with B. subtilis and H. pylori RppH, respectively, which
have been shown to possess the RNA pyrophosphohydrolase activity
(Hsieh et al., 2013; Bischler et al., 2017). The three-dimensional
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structure of AvRppH was modeled using the X-ray crystal structure of
EcRppH (Vasilyaev and Serganov, 2015) as a template with a coverage
of 98% (Fig. 1B). The sequence similarity and the three-dimensional
structure model strongly suggest that AvRppH, like EcRppH, is an RNA
pyrophosphohydrolase.

3.2. The rppH, ptsP and Avin48220 genes are transcribed as an operon

In Dbacteria belonging to the Pseudomonadaceae and
Enterobacteriaceae family, the rppH (nudH) gene is located immediately
upstream of ptsP, which encodes the EIN™ protein from PTSN™.
Avin48220 encodes a transduction signal protein involved in the
synthesis of c-diGMP and in A. vinelandii, the rppH, ptsP and Avin48220
genes are predicted to constitute an operon (http://operons.ibt.unam.
mx/gctNG/). In order to confirm this prediction, we carried out ex-
periments to identify the presence of an rppH-ptsP-Avin48220 transcript
in A. vinelandii. Total RNA extracted from UW136 strain was used for
end-point RT-PCR assays using specific oligonucleotides shown in
Fig. 2A. RT-PCR products that correspond to rppH-ptsP (500 bp) and
ptsP-Avin48220 (300 bp) intergenic regions were obtained from cDNA
(Fig. 2B). This result indicated that the rppH-ptsP-Avin48220 gene
cluster is transcribed as an operon headed by rppH. This operon is
flanked by Avin48200 located downstream and in opposite direction of
Avin48220 and Avin48250 located upstream and in opposite direction
of rppH (Fig. S2).

3.3. Inactivation of rppH affects the production of PHB

In bacteria, the products of genes present in an operon are generally
involved in the same function or pathway, thus the question whether
rppH and Avin48220 are involved in the control of PHB synthesis was
raised. We investigated whether rppH similar to ptsP was involved in
regulation of the PHB synthesis. We constructed, as described in ma-
terials and methods, the strain UWrppH, a UW136 derivative carrying
an rppH mutation that allows transcription of downstream genes (ptsP
and Avin48220). As expected, the ptsP mRNA levels in the UWrppH
mutant and UW136 strains as detected by qRT-PCR were very similar
(data not shown). As shown in Fig. 3A, the UWrppH mutant exhibited a
less opaque phenotype than the parental UW136 strain due to a re-
duction in PHB accumulation. Quantification of PHB levels revealed
that in the UWrppH strain, polymer accumulation was reduced by 70%
as compared with the UW136 strain (Fig. 3B).

To further demonstrate the positive role of RppH in PHB synthesis,
we constructed as described in materials and methods, strain UWrppH-
rppH +, a derivative of UWrppH strain carrying a copy of the wild-type
rppH gene within plasmid pSMrppH-Km, which was integrated into the
chromosome. The complemented UWrppH-rppH+ strain showed a
phenotype of PHB production very similar to that of the wild type strain
(Fig. 3) confirming that RppH is required for optimal synthesis of PHB
in A. vinelandii.

A previous study showed that, in contrast to ptsP and rppH, the
Avin48220 gene of the rppH-ptsP-Avin48220 operon, does not seems to
be involved in the control of PHB synthesis, since a plasmid carrying a
copy of the ptsP wild type gene, restored the PHB biosynthesis in a
mutant carrying a ptsP:Tn5 polar mutation (Segura and Espin, 1998).

3.4. RppH is necessary for expression of phbR at post-transcriptional level

PhbR is the transcriptional activator of the phbBAC operon. We
determined the effect of the rppH mutation on phbR expression using
transcriptional phbR-gusA and translational phbRgusA gene fusions. The
B-glucuronidase activity in strains AHW13 and RppHphbR-T deriva-
tives of UW136 and UWrppH strains carrying the phbR-gusA transcrip-
tional fusion, respectively, was determined. As shown in Fig. 4A, the B-
glucuronidase activity was similar in these strains, indicating that the
rppH mutation did not affect transcription of phbR. In contrast, in strain
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Fig. 1. A. vinelandii RppH alignment and structure. (A) Alignment of AvRppH amino acid sequence with RppH sequences from E. coli (Ec), Pseudomonas aeruginosa
(Ps), Helicobacter pylori (Hp) and Bacillus subtilis (Bs). The Nudix motif (GXsEX;REUXEEXGU) is enclosed in a rectangle, Catalytic residues are indicated by an asterisk
(*). The change of catalytic residue S by A is shown within the red oval. (B) Prediction of A. vinelandii RppH 3D structure (green) overlapped with crystal structure of
E. coli RppH (blue). (C) Prediction of A. vinelandii RppH 3D structure with catalytic residues (blue) and Nudix box (red). (For interpretation of the references to colour

in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

RppHphbR-PT, a derivative of UWrppH carrying the phbR:gusA trans-
lational fusion, the B-glucuronidase activity was reduced about 70% as
compared to the activity observed in the wild-type strain carrying the
phbRegusA translational fusion (Fig. 4B). The B-glucuronidase activity in
derivatives of UW136 and UWrppH carrying phbB-gusA transcriptional
and phbB:gusA translational fusions was also determined and is shown
in Fig. 4C and D. A negative effect of the rppH mutation on the tran-
scription and translation of phbB was observed. This effect was expected
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Fig. 2. rppH, ptsP and Avin48220 genes are
transcribed as an operon. (A) Schematic re-
presentation of the rppH-ptsP-Avin48220 op-
eron, showing the region amplified for RT-PCR
using specific oligonucleotides to amplify in-
tergenic regions. (B) Electrophoresis in agarose
1% of RT-PCR amplified fragments carrying the
intergenic regions with (+) and without (—)
reverse transcriptase, and fragments corre-
sponding to the chromosomal DNA positive
control (C).

since the rppH mutation reduced translation of PhbR, the activator of
phbB transcription (Fig. 4B). These results indicate that in the UWrppH
mutant, the translation of the phbR transcript is reduced resulting in a
diminished phbBAC transcription and therefore in a negative PHB
phenotype.

Together, these results and the fact that the E. coli RppH homolog
removes pyrophosphates from 5’-end of some mRNAs promoting their
degradation by RNAse E, allow us to hypothesize that RppH
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participates in the degradation of a transcript encoding a negative
regulator of phbR translation.

3.5. Inactivation of rsmA restores the synthesis of PHB in the rppH mutant

Previously, we reported that the RsmA protein is a translational
repressor of the phbR mRNA (Hernandez-Eligio et al., 2012). Therefore,
and in agreement with the hypothesis mentioned above, the question
whether the repression of phbR translation and the PHB defective
phenotype observed in the rppH mutant strain was caused by the RsmA
protein was raised. A double mutant rppH-rsmA strain was constructed
as described in materials and methods. As expected, the production of
PHB in the rppH-rsmA strain was similar to that observed in the wild
type UW136 strain (Fig. 3A,B), indicating that the PHB negative phe-
notype in the rppH strain is caused by the RsmA protein.

3.6. Alkylresorcinol synthesis is also affected by the rppH mutation

The RsmA protein negatively controls AR synthesis by binding the
arpR mRNA that encodes the transcriptional activator of the AR bio-
synthetic operon arsABCD (Romero et al., 2016). Therefore, it was ex-
pected that the rppH mutant strain should show a negative phenotype of
AR production caused by the RsmA protein, and also that in the rppH-
rsmA double mutant the synthesis of AR should be restored. The AR
phenolic lipids produced by these A. vinelandii strains were visualized
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Fig. 3. The rppH mutation negatively affects
PHB production. (A) PHB synthesis phenotype
of strains: wild-type UW136 (1), UWrppH (2),
UWrppH-rppH+ (3), UWrppH-rsmA (4), and
ptsP mutant LSW1 (5). Strains were grown in
PY 2% sucrose plates for 72h at 30°C. (B)
Quantification of PHB produced by strains
under the conditions described in panel A. **
denotes P value < 0.001 denotes P
value < 0.0001.

by staining with Fast Blue B (Romero et al., 2013). As expected, the
rppH mutation reduced the synthesis of AR, and inactivation of the rsmA
gene restored the phenotype of synthesis of these lipids (Fig. S3). These
data further reinforce the notion that in the rppH mutant the RsmA
protein causes the negative effects on PHB and AR synthesis.

3.7. The expression of rsmA is affected in the rppH mutant

To investigate whether RppH affected the expression of rsmA, the
relative levels of the rsmA transcript were determined by qRT-PCR in
the wild type and the UWrppH mutant. Similar levels of rsmA mRNA for
the two strains in the stationary phase of growth (24 and 30 h) were
observed (data not shown), although an increase of about 60% in the
UWrppH mutant as compared to the wild type was observed at 18 h
during the exponential growth (Fig. 5A). Additionally, we determined
the effect of the rppH mutation on the stability of the rsmA mRNA, as
described in materials and methods. As shown in Fig. 5B, after the ar-
resting of transcription, the rsmA transcripts in the rppH mutant are
more stable than in the wild type strain. Taken together, these results
suggest that the rsmA mRNA could be an RppH substrate.

We also determined whether RppH affected the transcription and/or
translation of rsmA, using UW136 and UWrppH derivatives carrying
rsmA-gusA transcriptional and rsmA<gusA translational fusions. The B-
glucuronidase activity of the strains with the transcriptional fusion was
very similar (data not shown). In contrast, and as shown in Fig. 5C, the

Fig. 4. The rppH mutation reduced the trans-
lation of phbR. B-glucuronidase activity of the
wild type UW136 (black bars) and rppH mutant
(gray bars) derivatives carrying phbR-gusA and
phbB-gusA transcriptional and phbR:gusA and
phbB:gusA translational gene fusion. (A),
phbR-gusA transcriptional fusion, (B) phbR-
gusA translational fusion (C), phbB-gusA tran-
scriptional fusion and (D),pth:gusA transla-
tional fusion. B-glucuronidase activity values
are reported as% of wild type, and were de-
termined after 48h of growth in BS liquid
medium. Values are the average of three in-
dependent experiments; error bars, SD. ***
denotes P value < 0.0001.
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Fig. 5. The rsmA expression is increased in rppH mutant. (A), Level of rsmA transcript (determined by qRT-PCR) from cultures of UW136 and UWrppH strains. The
strains were grown 18h in BS liquid medium. (B), Stability of the rsmA transcript in the wild type OP (black) and the UWrppH mutant (gray). The values were
determined by qRT-PCR, at different times after transcriptional arrest by addition of rifampicin. The strains were grown in BS medium for 18 h (late exponential
phase). gyrA was used as internal control to normalize the results. This is one representative experiment. (C), B-glucuronidase activity in wild type UW136 (black bar)
and UWrppH mutant (gray bar) derivatives carrying an rsmA<gusA translational fusion. B-glucuronidase activity was determined at 18 h of growth in BS liquid
medium, activity values are reported as% of wild type. ** denotes P value < 0.001, *** denotes P value < 0.0001.

activity of the rsmA<gusA translational fusion in the UWrppH mutant
was much higher than in the UW136 strain. These results indicate that,
in the absence of the RppH activity, the expression of rsmA at the
translational level is increased and are in agreement with the proposal
that the negative effects of the rppH mutation on PHB and AR synthesis
are caused by the RsmA protein.

Altogether, these results (Figs. 3-5) indicate that in the rppH mutant
the decrease in PHB production is caused by an increase in the ex-
pression of RsmA.

3.8. The level of the csrA transcript is higher and more stable in an E. coli
rppH mutant

We determined whether in E. coli the level of the csrA transcript
(encoding the RsmA homolog) was also affected in an rppH mutant. The
relative levels of the csrA transcript in the wild type E. coli K12 and its
derivative rppH mutant were determined by gRT-PCR during ex-
ponential growth phase. The csrA mRNA levels increased by two-fold in
rppH mutant as compared to the wild type (Fig. 6A).

Additionally, we analyzed the stability of the csrA transcript in the
wild type and the rppH mutant. As shown in Fig. 6B, in E. coli K12 the
half-life of the csrA transcripts, after the arrest of transcription by ad-
dition of rifampicin, was 8 min approximately, however in the rppH
mutant strain, the half-life of csrA increased to more than 15 min. These
results indicate that in E. coli K12, RppH controls the mRNA levels and
stability of csrA and suggests that the csrA transcript may be a de-
gradation target of RppH.
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3.9. The E. coli rppH mutant has an hyper-swimming phenotype that is
suppressed by a csrA mutation

In E. coli, csrA mutants showed a swimming defective phenotype
(Wei et al., 2001), due to a lack of expression of flhDC, the master
regulator of flagella synthesis, as CsrA binds the flhDC mRNA protecting
it from RNase E-mediated cleavage (Yakhnin et al, 2013). As shown in
Fig. 7, and in agreement with the high levels of csrA transcript (Fig. 6A),
the E. coli rppH mutant showed a hyper-swimming phenotype
(Fig. 7A,B). Additionally, the level of the flhDC transcript determined by
qRT-PCR was 5-fold higher in the rppH mutant as compared to the wild
type (Fig. 7C). This result strongly suggests that the flhDC transcript is a
substrate of the RppH-RNase E pathway. As expected the hyper-swim-
ming phenotype of the rppH mutant was suppressed by the csrA mu-
tation, as the K12rppH-csrA double mutant showed a negative motility
phenotype (Fig. 7A,B). Interestingly, the flhDC transcript level in the
K12rppH-csrA strain was similar to that of the wild type (Fig. 7C). Thus,
the lack of motility in the K12rppH-csrA mutant, even though has levels
of the flhDC transcript similar to those present in the wild-type, in-
dicates that in addition to its previously reported role providing pro-
tection from degradation by RppH-RNaseE (Yakhnin et al., 2013), CsrA
plays an additional positive role on translation of the flhDC transcript.
As expected, we found that the flhDC mRNA is reduced in the csrA
mutant (Fig. 7C).

3.10. Complementation of the E. coli rppH mutant with the A. vinelandii
rppH gene

To further demonstrate the in vivo activity of A. vinelandii RppH, we
complemented the E. coli rppH mutant with the AvrppH gene. A plasmid

Fig. 6. The stability of csrA transcript in E. coli
is increased in an rppH mutant. (A), Analysis by
qRT-PCR of the level of the csrA transcript
using RNA isolated from cultures of E. coli K12
and its rppH mutant derivative. The strains
were grown 4 h in LB liquid medium. (B), csrA
mRNA stability in the wild type strain E. coli
K12 (black) and its rppH mutant (gray). The
stability was determined by qRT-PCR, after
transcriptional arrest by addition of rifampicin.
The strains were grown in LB medium to an
O.D. of 0.6. This is one representative experi-
ment. For (A) and (B) rrsB gene was used as
constitutive control and as internal control to
normalize the results. ** denotes P value <
0.001, *** denotes P value < 0.0001.
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Fig. 7. Motility phenotype of E. coli strains. (A), Swimming assays of wild type strain K12 (1), and its mutant derivatives csrA (2), rppH (3), and csrA-rppH (4). (B),
Diameter of swimming halos was determined after 6 h of inoculation. (C) Analysis by qRT-PCR of the level of the flhD transcript using RNA isolated from cultures of
these E. coli strains. The rrsB gene was used as constitutive control. The strains were grown 4 h in LB liquid medium.

carrying the A. vinelandii rppH gene transcribed from an IPTG-inducible
promoter (pLB-AvrppH) was constructed and introduced into both K12
and the rppH mutant. The complemented K12rppH-pAvrppH strain
showed a swimming phenotype similar to that of the wild-type K12
strain, while complementation with empty plasmid K12rppH-pET22 did
not affect the hyper-swimming phenotype of the rppH strain (Fig. 8),
indicating that AvRppH was functional in E. coli. The expression of
AvrppH in the wild-type K12 background produced a negative motility
phenotype similar to that of csrA mutant (Figs. 7A and 8). These results
provide evidence indicating that AvRppH is a protein with pyropho-
sphohydrolase activity on mRNA.

4. Discussion

Messenger RNA degradation plays a central role in regulation of
gene expression. In bacteria, the enzymes RNAse E and J are the main
ribonucleases involved in RNA metabolism. The RppH pyropho-
sphohydrolase participates in RNA degradation by converting the 5’-
terminal tri/diphosphate of some mRNAs to a monophosphate, ex-
posing the transcripts to the activity of 5-monophosphate-dependent
endoribonucleases (Hui et al., 2014).

This study showed that, in A. vinelandii, the inactivation of rppH
reduced the translation of the phbR mRNA that encodes for the tran-
scriptional activator of the phbBAC biosynthetic operon.

The translational repression of phbR in the rppH strain involved the
RNA-binding protein RsmA, which represses the translation of phbR
resulting in a reduction in the transcription of phbBAC and the synthesis
of PHB (Hernandez-Eligio et al., 2012). Evidence for the role of RppH in
the control of the RsmA expression was provided by the fact that in-
activation of the rsmA gene in the rppH mutant restored the synthesis of
PHB to wild type levels (Fig. 3). Additionally, the translation and sta-
bility of the rsmA mRNA were higher in the rppH strain than in the wild
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Fig. 8. A. vinelandii rppH restores the wild type swimming
phenotype to the E. coli rppH mutant. (A), Swimming assays of
(1) JW2798-1 rppH mutant (36 mm), (2) K12rppH-pET22
(33 mm), (3) K12rppH-pAvrppH (10 mm), (4) K12 (10 mm),
(5) K12-pET22 (10mm) and (6) K12-pAvrppH (0 mm).
Diameter of swimming halo is shown in parenthesis. The as-
says were carried out in semi-solid triptone agar 0.35% with
0.1 mM IPTG.

type, suggesting that RppH reduces the expression of rsmA, favoring the
translation of phbR (Fig. 3).

We hypothesized that RppH participates in the regulation of rsmA
expression probably by converting 5’tri/diphosphate to monophosphate
of rsmA mRNA favoring its degradation. In agreement with this hy-
pothesis, the level of the rsmA transcripts and their stability were higher
in the rppH mutant that those in wild type strain at the exponential
phase of growth (Fig. 3)

The question whether the rsmA transcript is a substrate for RppH
remains to be solved, because we did not detected RppH activity on the
rsmA transcript using PABLOassay (Celesnik et al., 2008). Interestingly,
a recent report showed that the E. coli RppH enzyme is more active on
mRNA substrates with 5’diphosphate than 5’triphosphate ends, sug-
gesting that a yet undiscovered enzyme converts 5’triphophates to di-
phosphates that are in turn the substrates of RppH (Luciano et al.,
2017). Thus, the negative results obtained in PABLO assay could be the
result of a reduced activity of AvRppH on 5’triphosphate mRNAs. Al-
ternatively, as RppH recognize sequence in the mRNA 5’end (Foley
et al., 2015), some but not all transcripts originated from different start
sites could be substrates of RppH. In A. vinelandii, transcription of rsmA
can be driven from more than one promoter (Quiroz-Rocha et al.,
2017), thus the possibility that the start site of the rsmA transcript
evaluated in the PABLO assay is not recognized by RppH needs to be
ruled out.

The heterologous complementation of the E. coli K12rppH mutant
with the AvRppH implies that AVRppH is a pyrophosphohydrolase en-
zyme (Fig. 8). Other alternative hypothesis such as that RppH partici-
pates in degradation of an RNA that acts as, or encodes an activator of
rsmA mRNA translation cannot be ruled out.

In the rppH mutant, the translation of rsmA determined by the use of
an rsmAzgusA translational fusion was 10 fold higher than in the wild
type, while the increase in the rsmA transcript as determined by qRT-
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Fig. 9. Hypothetical model for the control of RsmA/CsrA expression by RppH in
A. vinelandii and E. coli. The translation of rsmA/csrA is inhibited directly or
indirectly by RppH. In absence of RppH, translation of the csrA/rsmA transcripts
increase, increasing the level of the CsrA/RsmA protein and consequently
producing a hyper motility phenotype in E. coli and a repression of PHB and ARs
synthesis in A. vinelandii.

PCR was 0.6 fold (Fig. 5). This difference is not understood at present,
but suggest that rsmA mRNA translation in the rppH mutant is increased
by stabilizing the transcript and also by another unknown mechanism.

In many Gamma-proteobacteria the rppH gene is located upstream
of ptsP. In A. vinelandii and E. coli, (and likely in many other bacteria),
rppH and ptsP are transcribed as part of the same an operon (Fig. 2),
suggesting that both genes could be involved in a same functional
pathway (Lee et al., 2014). Although the physiological roles of rppH and
ptsP have been independently studied in E. coli (Celesnik et al., 2007;
Lee et al., 2013), there was no evidence for a functional relationship
between the products to these two genes. This and previous studies now
show that in A. vinelandii, rppH and ptsP genes are involved in the
process of PHB synthesis by the mean of regulating the expression of
PhbR, the transcriptional activator of the phbBAC biosynthetic operon
(Noguez et al., 2008).

Recently, we demonstrated that in a ptsP mutant strain, the tran-
scription of phbR was reduced because the unphosphorylated EIIAN™
(present in the ptsP mutant) induced the ClpAP-dependent proteolysis
of the RpoS sigma factor (Muriel-Milldn et al., 2017), which is necessary
for transcriptional activation of the phbR and phbBAC genes (Peralta-Gil
et al., 2002; Hernandez-Eligio et al., 2012). This study showed that the
inactivation of rppH did not reduce the transcription of phbR but re-
duced its translation by increasing the expression of the translational
repressor protein RsmA (Fig. 4). Taken together, these data provide
evidence for a functional relationship between ptsP and rppH genes
products in which they control the expression of phbR at the tran-
scriptional and translational levels, respectively.

We also provided experimental evidence that, as in A. vinelandii, in
E. coli RppH is involved in the regulation of expression of the RsmA
homolog, CsrA, since in the E. coli rppH mutant the half-life of the csrA
transcript was increased. Other studies supporting the hypothesis that
in E. coli RppH affects the expression of CsrA come from microarrays
assays carried out in an E. coli K12 derivative carrying an RppH-E53A
mutation. In these assays, the abundance of 382 gene transcripts, in-
cluding the csrA mRNA, were found to increase significantly in the rppH
mutant as compared to the wild-type strain (Deana et al., 2008). In-
terestingly, RNAseq experiments in Helicobacter pylori suggested that
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the transcript for the hpy-HP1441 gene, that forms part of an operon
including csrA, was described as an RppH target (Bischler et al., 2017).

Although CsrA represses the translation of numerous genes, this
protein was shown to activate the expression of FIhDC proteins by its
binding to two sites in the flhDC transcript leader. These two sites are
required for CsrA-dependent activation of flhDC and for CsrA protection
of the fIhDC transcript from RNase E-mediated cleavage (Yakhnin et al.,
2013). Here, we showed that an E. coli rppH strain has a hyper-swim-
ming phenotype and that similar to that of the csrA mutant, an rppH-
cstA double mutant showed a negative swimming phenotype, Ad-
ditionally the level of flhDC transcript was shown to increase by 5-fold
in the rppH strain. Thus, we propose that in the rppH mutant, the hyper-
swimming phenotype is the result of an increase in the level of the CsrA
protein that binds the flhDC transcript allowing its translation and
preventing its degradation by the RppH-RNase E pathway.

The regulatory mechanisms of csrA expression have been well de-
scribed in E. coli and are very complex. The transcription of crsA is
driven from five promoters (P); two sigma 70 dependent (P2 and P5),
two sigma S dependent (P1 and P3), and a fifth csrA promoter (P4).
CsrA activates its own transcription in an indirect form, and negatively
controls its translation by directly binding to its own mRNA (Yakhnin
et al., 2011). This study revealed that the regulation of CsrA expression
also involves the RppH protein probably by participating in the de-
gradation of the csrA transcript.

In A. vinelandii the mechanisms that control the expression of RsmA
are much less known. A recent study showed that the transcription of
rsmA initiates from an RpoS-dependent promoter, and that the levels of
rsmA mRNA were reduced about 40% in an rpoS mutant suggesting the
existence of additional promoters driving transcription of rsmA (Quiroz-
Rocha et al., 2017). Therefore, similar to E. coli, in A. vinelandii the
expression of rsmA partway is transcriptionally regulated by RpoS.

Whether RsmA regulates its own expression in A. vinelandii remains
to be elucidated. An in silico search revealed the presence of a putative
RsmA recognition sequence in the rsmA transcript (data not shown),
suggesting an auto regulation mechanism at the translation level similar
to that observed in E. coli and Pseudomonas (Yakhnin et al., 2011; Jean-
Pierre et al., 2015). This study adds to our knowledge of RsmA reg-
ulation in A. vinelandii as it shows that RppH is involved in the control
of RsmA expression at the translational level.

Taken together, the data presented in this study allows us to propose
the models depicted in Fig. 9, for the regulation of RsmA/CsrA ex-
pression by RppH in A. vinelandii and E. coli. In A. vinelandii translation
of the rsmA is increased in a rppH mutant. Thus, the absence of the
RppH pyrophosphohydrolase activity results in an increase in the level
of the RsmA protein that represses the translation of its target RNAs
including the phbR and arpR mRNAs, which in turn reduces the
synthesis of PHB and AR. In the E. coli model in the absence of RppH,
the csrA translation is also increased resulting in an increase in the
concentration of the CsrA protein, that binds the flhDC transcript to
allow its translation, in addition to its previously reported role pre-
venting degradation of flhDC mRNA by the RppH-RNase E pathway.
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