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Resumen

Las alfaproteobacterias se dividen de forma asimétrica. Gran parte de los mecanismos de
regulacion, asi como la maquinaria utilizada para llevar a cabo la division celular, se
encuentran conservadas dentro del grupo de alfaproteobacterias. Sin embargo, cada grupo
presenta diferencias especificas que responden a sus adaptaciones ambientales. Las
Rhizobiales son un grupo distintivo dentro de las alfaproteobacterias por su crecimiento
unipolar. Ademas, carecen del elongasoma, proteinas esenciales para el crecimiento y
formacion de la pared celular. Rhizobium etli CE3 es una bacteria fijadora de nitrégeno
simbionte de frijol. R. etli CE3 contiene un cromosoma secundario, cuya estabilidad esta
dada por los genes esenciales RHE_PE0O0001 y RHE_PE00024 (llamado rdsA).
RHE_PEO0001 es una proteina hipotética conservada en Rhizobiales con un dominio de
funcién desconocida (DUF 1612) y motivo de unidon a DNA helix-turn-helix. RdsA es una
histidina cinasa hibrida que forma parte de un sistema de regulaciéon de dos componentes.
Hasta el momento se desconoce el regulador de respuesta de la via. En este trabajo
caracterizamos la funcién de ambos genes esenciales en R. etli. La deplecion en la expresion
de RHE_PEO0001 generé cambios en la forma celular y alteraciones en crecimiento y
division celular. Cerca del 24% de las células presentaron una forma redonda, que difiere a la
forma bacilar de la cepa silvestre. Ademas, una fraccion de las células (del 1-4%
dependiendo de su forma celular) presentaron ramificaciones. Mientras que, casi el 7% de
las células mostro filamentacion. Las células redondas presentaron contenido gendmico y fue
posible observar diferencias en la division celular, tanto de células bacilares (57%), como de
células redondas (29%). Las células bacilares presentaron alteraciones no solo al generar
células redondas (13%), sino también al presentar crecimiento a través del polo viejo (cerca
del 23%). El polo viejo en las células silvestres se encuentra inactivo para el crecimiento.
Ademas, la sobrexpresion de RHE_PEO0001 también generd problemas en la determinacion
de forma celular. La sobrexpresiéon generé células redondas en un 23%, ramificaciones (en
0.1 a 1.6% dependiendo de su forma celular) y filamentacion (2.4%). Estos resultados
sugieren a RHE_PE00001 como un gen esencial involucrado en la determinacion de forma
celular. Por otro lado, RdsA obtiene su nombre en este trabajo por “rhizobium division and
shape”, RdsA mostré ser un regulador global involucrado en divisién celular y determinacién
de forma celular. La deplecion de RdsA generé un cambio drastico en la forma celular,
disminucién en crecimiento y problemas en division celular. Las células depletadas en RdsA
mostraron una forma redonda en cerca del 64% de las células. Las células redondas
generaron células redondas con mayor frecuencia, en casi un 63%. Una fraccion importante
de las células bacilares (del 12-29% dependiendo de su origen celular) presentaron
crecimiento a través del polo viejo. Ademas, algunas células (del 1-3%) presentaron
crecimiento ectopico en varios polos celulares, generando ramificaciones. El analisis de
RNAseq en las células depletadas en RdsA, mostrd un cambio global en la expresién. La
deplecion de RdsA gener0 cambios en la expresion de genes involucrados en varios
procesos biolégicos esenciales. Se observd subexpresion en genes de division celular,
biogénesis de pared celular, respiracion oxidativa, traduccion y motilidad. Adicionalmente,
fuimos capaces de determinar que la homodimerizacion en RdsA es indispensable para llevar
a cabo su funcion. Estos resultados sugieren que la deplecibn de RdsA podria generar
problemas en la estabilidad y estructuracion del divisoma, asi como de la sintesis de pared
celular. Esto nos permite proponer a RdsA como un regulador global involucrado en
determinacién de forma celular y divisién celular.



Abstract

Alphaproteobacteria maintain cell division asymmetrically. The major regulatory mechanisms,
as well as the machinery employed to carry out cell division, are conserved within the group
of alphaproteobacteria. However, each group has specific differences, according to their life
style. The Rhizobiales are a group distinctive among the alphaproteobacteria by their unipolar
growth. In addition, Rhizobiales lack the proteins that constitute the elongasome complex,
essential for cell wall biogenesis. Rhizobium etli CE3 is a bean symbiotic nitrogen-fixing
bacterium. R. etli CE3 possesses a secondary chromosome, whose stability is explained by
the possession of two essential genes, RHE_PEO00001 and RHE_PEO00024 (called rdsA).
RHE_PEO0001 codes for a conserved hypothetical protein, consisting of a Domain of
Unknown Function (DUF1612), conserved among the Rhizobiales, and a helix-turn-helix
DNA-binding motif. RdsA codes for a hybrid histidine kinase protein, that is part of a two-
component regulatory system. At the moment, the response regulator of the pathway is still
unknown. In this work, we characterize the function of both essential genes in R. etli. The
depletion in the expression of RHE_PEO0001 generated changes in cell shape and
alterations in cell growth and division. About 24% of the cells showed a round cell shape,
differing from the rod cell shape of the wild-type strain. Furthermore, a fraction of the cells (1-
4% depending on their cell shape) showed branched cells. And almost 7% of the cells
showed filamentation. The round cells presented genomic content, and it was possible to
observe differences in cell division. The round cells generated bacillary cells (57%) and round
cells (29%). The rod shape cells presented cell growth alterations, generating round cells
(13%) and also showed growth through the old pole (about 23%). The old pole in wild-type
cells is inactive for growth. In addition, the overexpression of RHE_PEO000L also generates
problems in cell shape determination. Their overexpression provoked round cells (23%),
ramifications (in 0.1 to 1.6% depending on their cell shape), and filamentation (2.4%). These
results suggest RHE_PEO00001 as an essential gene involved in cell shape determination. On
the other hand, RdsA was named in this work after "rhizobium division and shape" and was
characterized as a global regulator involved in cell division and cell shape determination. The
depletion of RdsA generated a drastic change in cell shape, decreased growth, and cell
division defects. RdsA-depleted cells showed a round shape in about 64% of the cells. Round
cells generate round cells more frequently, by almost 63%. A significant fraction of the
bacillary cells (12-29% depending on their cellular origin) grew through the old pole. In
addition, some cells (1-3%) showed ectopic growth at various cell poles, generating branched
cells. RNAseq analysis in RdsA depleted cells showed a global change in expression. RdsA
depletion cells showed changes in expression in several essential biological processes.
Downregulation was shown in genes for cell division, cell wall biogenesis, oxidative
respiration, translation, and motility. Additionally, we were able to determine that
homodimerization in RdsA is essential to carry out its function. These results suggest that the
depletion of RdsA may affect the proper structuring of the divisome, as well as peptidoglycan
synthesis. This allows us to propose RdsA as a global regulator involved in cell shape
determination and cell division.



Introduccidon
Crecimiento celular en bacterias con forma bacilar. El caso especifico del

crecimiento unipolar en Rhizobiales.

En bacterias existe una estrecha relacion entre forma celular, biogénesis de pared celular y
division celular (Brown et al., 2011). Por ello es notable que bacterias que mantienen una
misma forma bacilar, presenten diferentes tipos de crecimiento. De manera general, las
bacterias bacilares pueden crecer, ya sea de manera lateral o bien manteniendo crecimiento
a través de los polos celulares. Algunas bacterias con forma bacilar pueden crecer
intercalando moléculas de peptidoglicano (PG) de manera dispersa a lo largo la pared lateral,
como es el caso de Escherichia coli (Vollmer y Holtje 2001). Por otro lado, Bacillus subtilis
también presenta un crecimiento lateral, pero este se da al intercalar moléculas de PG
siguiendo un patron en forma de espiral (Errington y Wu, 2017). El crecimiento polar en
bacterias bacilares pude darse de manera bipolar, creciendo de manera simétrica por ambos
polos de la célula, como es el caso del género Corynebacterium (Daniel y Errington, 2003). O
bien, por un unico polo, denominado este modo como crecimiento unipolar. Tal es el caso de
Sinorhizobium meliloti y Agrobacterium tumefaciens, pertenecientes al orden Rhizobiales. El
crecimiento unipolar se realiza a través de la polimerizacion de PG en un unico polo celular,
denominado polo nuevo. Mientras que el polo opuesto, denominado polo viejo, se encuentra
inactivo para la polimerizacion de PG. La formacidn del septo se realiza en la parte media de
la célula, lo que requiere el cese de crecimiento polar, y la transicion de polimerizacion a la
parte media celular. El siguiente ciclo de crecimiento procede a través de la incorporacion de
PG por el mismo polo nuevo generado en el ciclo anterior. El polo nuevo puede identificarse
de manera sencilla, ya que es el polo que se ha formado durante el evento de septacion (Fig.
1). La determinacion del crecimiento unipolar en Rhizobiales se ha observado con
detenimiento en las bacterias modelo S. meliloti y A. tumefaciens, el proceso se observé a
través de microscopia y tinciones fluorescentes en la pared de la célula (Brown et al., 2012),
y en combinacién con la localizacion con marcaje de fluorescencia a proteinas como FtsZ,
claves para la formacion del septo. De esta manera, ha sido posible determinar claramente el
crecimiento unipolar y asimétrico en Rhizobiales (Cameron et al., 2014; Zupan et al., 2013).
La manera en la que se desarrolla la distincion de los polos, es decir, la determinacion de
polaridad, en Rhizobiales es un amplio campo de investigacion, que aun se mantiene abierto.
No obstante, en secciones posteriores de este trabajo se profundizara mas sobre el tema.

Divisidn y determinacion de polarizacion celular en alfaproteobacterias

El desarrollo de una maquinaria que permite la polarizacion de proteinas y distincion de los
polos es necesario para la diferenciacion celular presente en muchas alfaproteobacterias
(Brown et al., 2011; Kysela et al., 2013). Caulobacter crescentus es una alfaproteobacteria
que se ha convertido en el modelo por excelencia para el estudio de division celular
asimétrica en bacterias. Si bien C. crescentus no mantiene crecimiento unipolar, la asimetria
en su desarrollo es evidente, ya que al dividirse genera dos células con morfologia y
fisiologia diferentes. La célula madre, comunmente denominada célula sésil (debido a que se
encuentra anclada a una superficie, por medio de una estructura denominada prosteca 6
stalk), es la forma activa para division celular. Al dividirse, genera una célula movil, que se
encuentra inactiva para division celular y replicacién. El ciclo reinicia a través de un fino
sistema de regulacion que desencadena la sintesis de una nueva prosteca, para la formacion
de la célula sésil con capacidad de division (Laub et al., 2002). Dentro de las proteinas claves



en la regulacion de division celular en C. crescentus se encuentra el regulador maestro CtrA,
gue junto con la histidina cinasa (HK) CckA desencadenan una cascada de expresion de
genes que permiten la diferenciacién celular y la determinacién de polarizacion celular (Mann

)
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Figura 1. Crecimiento unipolar en Rhizobiales. En Rhizobiales el crecimiento ocurre a través de
un unico polo denominado polo nuevo (en verde). El cual se encuentra activo para la polimerizaciéon
de PG (en amarillo claro). Por otro lado el polo viejo (en rojo), se encuentra inactivo para la
polimerizacién de PG. Durante la formacion del septo el crecimiento unipolar se inactiva (Transicion).
La formacién del septo, zona activa para la polimerizacion de PG (en amarillo oscuro), da lugar a la
defincion de los dos polos nuevos (verde) activos para la reanudacion del siguiente proceso de
crecimiento celular en ambas células. Figura modificada de (Cameron et al., 2015).

CtrA es una proteina clave para la coordinacion de la division celular en alfaproteobacterias.
Especificamente, en Caulobacter se encuentra claramente documentada su actividad a lo
largo del ciclo celular (Fig. 2). CtrA tiene una participacion crucial en la coordinacion entre
division celular y replicacion del cromosoma. CtrA reprime el inicio de la replicacion y
segregaciéon cromosomal en las células motiles. Al mismo tiempo, inhibe la formacién del
septo al reprimir la proteina FtsZ (Wortinger et al., 2000). Sin embargo, esto solo ocurre
durante la fase G1 del ciclo celular (Lasker et al., 2016). Una vez que la célula movil pasa a
su estado sésil, y da comienzo la fase S del ciclo celular, la cantidad de CtrA disminuye,
dando paso a replicacion y segregacion del cromosoma, asi como al inicio de la
transcripcion de FtsZ (Wortinger et al.,, 2000). Al mismo tiempo comienza la activacion de
PodJ, que participa en la formacién de organelos polares, como pili y flagelo. PodJ existe en
dos isoformas, PodJL, y PodJS, que son claves para la polarizacion celular. PodJS se genera
tras la degradacion parcial de PodJL por la proteasa PerP. PodJS participa en el
reclutamiento de PleC, hacia el polo opuesto de la prosteca. PleC es una HK, que mediante



un sistema de sefializacion de dos componentes percibe el proceso de septacion celular. Se
encarga de la desfosforilacion del regulador de repuesta DivK, lo que desencadena una
cascada de sefalizacion que promueve la diferenciacion celular, con la formacion de flagelo
(Hinz et al., 2003). Asi, en la mitad de la fase S, se desencadena un aumento en la cantidad
de CtrA, lo que permite la biogénesis de flagelo (Laub et al., 2002). En este punto se propone
a CtrA como un “checkpoint” de replicacién y segregacion de cromosoma, desencadenando
la activacion por parte de CtrA de FtsAQ, para dar inicio al proceso de formacion del septo y
el inicio de la fase G2 (Wortinger et al., 2000). Es aqui, antes del inicio de la fase G2, es
decir, en una célula que se encuentra en estado de predivision celular, donde la actividad de
CtrA se encuentra solo en la célula diferenciada moévil, lo que da paso al proceso final de

septacion (Fig. 2).

CtrA fosforilacic’m
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Figura 2. Actividad del regulador maestro CtrA a lo largo del ciclo celular en C. crescentus. La
actividad de CtrA (color gris dentro de la célula) es dinamica a lo largo del ciclo celular. La célula
movil (SW) mantiene actividad de CtrA fosforilada (barra en rayas). Posteriormente, se inicia la
protedlisis de CtrA, lo que promueve la transicion de la célula mavil hacia una célula sésil (ST) y el
desencadenamiento del inicio de la replicacién del cromosoma. Una vez comenzada la replicacion
del cromosoma, se activa la transcripcion de CtrA (barra negra inferior). La activacion de CtrA
promueve la formacion del flagelo en el polo naciente en la célula predivisional (PD). En esta fase
CtrA es degradada por protedlisis en la porcion de la célula sésil. Finalmente, se genera la division

Es claro que en C. crescentus existen proteinas claves para la determinacion de polarizacion,
asimetria y control de la divisiébn celular. En general, estas proteinas se encuentran
conservadas a traves de todo el grupo de alfaproteobacterias. Sin embargo, existen algunas
diferencias en cuanto a su funcion a lo largo de los diferentes grupos de alfaproteobacterias,
que posiblemente responden a sus diferencias en fisiologia, morfologia y nicho (Poncin et al.,
2018). Si bien en Rhizobiales se reconoce la importancia de CtrA como regulador del ciclo
celular, se ha observado que la red de regulacion no se conserva del todo en comparacion a
lo reportado en C. crescentus (Fig. 3; Pini et al., 2014). Algunas de las diferencias son que



CtrA en S. meliloti no parece regular fisAZ o ftsQW. Por otro lado, CtrA de S. meliloti,
present6 una regulacion clara hacia el operon minCDE, donde CtrA reprime la expresion del
operoén. Pini et al., 2014 proponen que CtrA podria regular de manera indirecta la expresion
de ftsZ por medio de la regulacién de MinCDE. Sin embargo, la regulacién de MinCDE sobre
ftsZ no ha sido corroborada con la adecuada evidencia experimental en S. meliloti (Cheng et
al., 2007). Adicionalmente, CtrA en S. meliloti no mostré una activacién clara hacia PleD y
DivK. Sin embargo, es capaz de activar directamente a DivJ, por lo que esto podria funcionar
como un mecanismo aleatorio de regulacion del ciclo celular en S. meliloti (Pini et al., 2014).
Por otro lado, las funciones de regulacion de PleD, DivK y Div] en S. meliloti, parecen ser
muy similares a las reportadas en C. crescentus. En ambos modelos PleD funciona como un
represor de DivK. A su vez, DivK funciona como un represor de CtrA. Mientras que DivJ]
funciona como activador de DivK (Sadowski et al., 2013). Ademas, la funcion de CtrA como
precursor de la biogénesis de flagelo y mecanismos de motilidad es compartida por ambas
bacterias (Pini et al., 2014). Asi mismo, CtrA de S. meliloti realiza la activaciéon directa de la
proteina SciP, un importante modulador de la actividad de CtrA en la célula métil en C.
crescentus (Tan et al.,, 2010). Una actividad indispensable para el sostenimiento del ciclo
celular en bacterias es la coordinacion entre replicacion y segregacion del cromosoma vy la
division celular. CtrA es un regulador clave para llevar a cabo este proceso en C. crescentus.
C. crescentus contiene un sitio de union a CtrA en el inicio de replicacién del cromosoma. Por
tanto, la presencia de CtrA en el sitio de inicio de replicacion, impide la actividad de DnaA 'y
en consecuencia el inicio de la replicacon en las células motiles (Laub et al., 2002). De
manera similar, CtrA en S. meliloti parece participar en esta indispensable funcion. La
deplecion de CtrA en S. meliloti genera descoordinacion entre la replicacion celular y la
division celular. Sin embargo, S. meliloti no parece tener un sitio claro de union a CtrA en el
inicio de replicacion del cromosoma. Por tanto, se desconoce el mecanismo por el cual CtrA
participa en la coordinacién de replicacion del cromosoma y division celular (Pini et al., 2014).
CtrA es un activador de CcrM, esta actividad se comparte para ambos grupos bacterianos
(Rhizobiales y Caulobacterales) (Gonzalez et al., 2014; Kahng et al., 2001; Pini et al., 2014).
CcrM participa en la metilacién del DNA y logra controlar la expresién de genes esenciales
para la progresion del ciclo celular, lo que permite coadyuvar con la coordinacion de
replicacion del cromosoma y la division celular. Este proceso de regulacién de CcrM parece
estar compartido tanto en C. crescentus como en A. tumefaciens (Gonzalez et al., 2014;
Kahng et al., 2001).

Por otro lado, existen algunas diferencias mas entre los propios mecanismos de regulacién
de CtrA. En C. crescentus la actividad de CtrA se regula por varios mecanismos. Por
regulacion transcripcional, fosforilacién (CckA-ChpT) y protedlisis. Uno de los mecanismos de
regulacién transcripcional es por autoregulacion de CtrA. Sin embargo, en S. meliloti no fue
posible observar autoregulacion en CtrA. La via de protedlisis, en C. crescentus, se activa
por CtrA a través de la activacion de RcdA (Iniesta et al., 2006). No obstante, esta activacion
no se observo claramente en S. meliloti (Pini et al., 2014), por lo que no se ha descrito con
claridad la via especifica de degradacion de CtrA en Rhizobiales.

Es evidente que la funcion esencial del CtrA como regulador de division celular y coordinador
de replicacibn cromosomal y division celular se conserva en alfaproteobacterias. Sin
embargo, existen cambios especificos en las vias genéticas utilizadas para lograr la funcion.
Estos cambios podrian responder a las diferentes adaptaciones dadas para cada grupo (Pini
et al., 2014; Poncin et al., 2018). Ademas, existen algunas otras diferencias en los
mecanismos que emplean las Caulobacterales y Rhizobiales para definir la polaridad celular
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y mantener una division asimétrica. Concretamente, en S. meliloti la actividad de PodJ
parece ser similar a la de C. crescentus. En ambos casos patrticipa en la motilidad flagelar, y
en la determinacion de polaridad. PodJ en S. meliloti es necesaria para la localizacion de
DivK en el polo nuevo, de manera similar a C. crescentus. Sin embargo, la capacidad de
PodJ en el reclutamiento de PleC no ha podido ser comprobada (Fields et al., 2012).

En A. tumefaciens se ha observado que PodJ juega un importante rol en la polarizacion
celular, ya que su localizacion cambia en torno al ciclo celular (Grangeon et al., 2015). En A.
tumefaciens, PodJ tiene una funcién particular, puesto que participa en la localizacion de
FtsAy FtsZ en la zona media de la célula, siendo indispensable para la formacion del septo
(Anderson et al., 2016).

PopZ, una proteina que participa en definir la polarizacién en C. crescentus, localiza en el
polo de la prosteca, y no en el polo naciente donde se formara el flagelo. Participa en la
segregacion de cromosoma y en la formacién de flagelo (Viollier et al., 2002; Ptacin et al.,
2014). De manera similar, PopZ se determina como una proteina que participa en la
polarizacion celular en Rhizobiales y de igual manera participa en la segregacion del
cromosoma y en la formacion de flagelo (Ehrle et al., 2017). Sin embargo, en Rhizobiales
PopZ localiza exclusivamente en el polo nuevo. Esto es contrastante al compararlo con el
comportamiento de PopZ de C. crescentus. Ademas, PopZ en A. tumefaciens es
indispensable para la formacion del septo (Grangeon et al., 2015).

En Rhizobiales se propone que las proteinas de division celular FtsA 'y FtsZ podrian jugar un
papel en la determinacion de polarizacién celular. FtsA es una proteina de anclaje a
membrana. Su participacion es esencial para que FtsZ, una proteina similar a la tubulina
citoplasmatica, localice en la parte media celular, y se realice la adecuada formacion del
septo (Addinall et al., 1996; Du et al., 2019). En Rhizobiales se sugiere que FtsZ y FtsA,
ademas de llevar a cabo su actividad durante la divisién celular, probablemente también sean
necesarias para la determinacién de polarizacién, ya que localizan en el polo nuevo y se
mantienen ahi durante todo el crecimiento celular, hasta su relocalizacion en la parte media
para la formacion del septo (Howell et al., 2019; Zupan et al., 2013).

En C. crescentus TipN es una proteina clave en la definicion de polaridad celular. Es
indispensable para el posicionamiento de estructuras en los nuevos polos como el
posicionamiento del flagelo y promueve la segregacion del cromosoma interactuando con
ParA, proteina clave para la replicacién del cromosoma (Schofield et al., 2010).

En Rhizobiales, no parece haber un homologo claro para TipN, sin embargo, se han podido
establecer genes en Rhizobiales que podrian jugar un papel similar. En A. tumefaciens
recientemente se caracterizé la proteina GPR por sus siglas en inglés (GROWTH POLE
RING). GPR es una proteina de gran tamafio (2,115 aa) que se propone como una proteina
estructural que da forma a la célula, formando un anillo hexamérico esencial para mantener
la forma bacilar en A. tumefaciens (Zupan et al., 2019). Ademas, RgsE se ha identificado
como proteina ortéloga a GPR en S. meliloti, que de igual manera se describe como una
proteina esencial para el mantenimiento de la forma bacilar, trabajando en conjunto con el
complejo Tol-Pal y las proteinas RgsA-D, RgsF-H y RgsM,S y P. Las 11 proteinas Rgs
(lamadas asi por rhizobial growth and septation), se ven involucradas en el crecimiento
unipolar en S. meliloti, donde las proteinas RgskE, P y M se determinan como esenciales para
el mantenimiento de la forma y el crecimiento unipolar en S meliloti. En especial, RgsP y M
localizan en la zona de polimerizaciéon de PG durante el crecimiento (polo nuevo), y en la
zona media durante la formacién del septo (Krol et al., 2020).



Por otro lado, el operon minCDE, ha mostrado ser vital para la localizacion del septo en la
parte media celular. Su mutacion resulta en la formacién de minicélulas en E. coli, las cuales
frecuentemente carecen de nucleoide (Rothfield et al., 2005). Sin embargo, la funcién de
MIinCDE en Rhizobiales resulta poco clara, ya que la delecion del operén completo en S.
meliloti parece no tener efecto, pero la sobrexpresion o delecion individual de los genes
mostré efectos en la forma celular de S. meliloti (Cheng et al., 2007). Por otro lado, en
Rhizobium etli la interrupcion del operon no genero minicélulas, por el contrario, solo se
observé la formacién de bacilos mas pequefios en relacion a la cepa silvestre (Landeta et al.,
2011). De manera similar, en A. tumefaciens la delecion del operén minCDE no generd
defectos importantes en el desarrollo de la division celular. Aunque también se observaron
células visiblemente mas chicas en comparacién a la cepa silvestre, y la formacién del septo
en una zona cercana a los polos (Flores et al., 2018). Esto indica que la determinacién de la
porcion del septo en Rhizobiales podria requerir de otros elementos aldn no descritos.

Los mecanismos de regulacion del ciclo celular en Rhizobiales ain mantienen cabos sueltos.
Los elementos y mecanismos que las Rhizobiales emplean para mantener su ciclo celular es
aun escasamente conocido (Fig. 3). Es por ello necesario aumentar el esfuerzo para
entender mas sobre el ciclo celular de este peculiar grupo que difiere en el desarrollo celular
de otras bacterias.

Rhizobiales Caulobacterales
Cell polarity regulation
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Figura 3. Comparacion de la via de regulacion de CtrA entre Rhizobiales y Caulobacterales. La
via de regulaciéon de CtrA de ambos grupos mantiene una misma légica a lo largo del ciclo celular.
Sin embargo, existen diferencias especificas dentro de los elementos que la componen. Para la
representacion de la via de CtrA en Rhizobiales nos basamos en Pini et al., 2014; Sadowski et al.,
2013. Para la representacion de la via en Caulobacterales nos basamos en Mapas de vias de
KEGG: Peptidoglicano biosintesis, metabolismo de D-alanina y D-glutamato.

Biogénesis de pared celular. El caso especial de Rhizobiales

La sintesis de PG en Gram negativas, conlleva desde la sintesis de las moléculas
precursoras de PG, también llamadas lipido Il, el transporte de dichas moléculas a través de
la membrana y la formacion del enlace de las moléculas de PG.



La sintesis de las moléculas precursoras de PG requiere de varias proteinas. EI UDP-
muramil-L-Ala-D-g-Glu-meso-diaminopimelato  (UDP-MurNAc) se forma en pasos
secuenciales que requieren a las proteinas MurA-MurE. MurF y Ddl en conjunto con las
racemasas Murl, DadX y Alr participan en la adicion del resto de los péptidos. MraY en
conjunto con UpK y UppS sintetizan Undecaprenil-difosfato-MurNAc, también llamado lipido
I. Finalmente, MurG sintetiza Undecaprenil-difosfato-MurNAc-N-acetilglucosamina, llamado
lipido Il. Las moléculas precursoras o lipido Il son transportadas hacia la membrana por la
flipasa MurJ. Alli, FtsW, en conjunto con PBPs, polimeriza el lipido Il en peptidoglicano. Los
enlaces de peptidoglicano son realizados por las PBP y las LD-transpeptidasas. Existen dos
tipos de enlaces para la unién de las moléculas de PG en la pared celular. Se encuentra el
enlace 4,3 entre los residuos D-alanina y m-Dap que se lleva a cabo por las PBP. Y el enlace
3,3 entre dos residuos de m-Dap que es llevado a cabo por LD-transpeptidasas. (Egan et al.,
2018; Fig. 4)
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Figura 4. Via de sintesis de PG en Gram negativas. La via de sintesis de PG en Gram negativas
abarca 3 pasos. Sintesis de las moléculas precursoras de PG (parte inferior de la imagen). El
transporte de las moléculas precursoras hacia la membrana (MurJ), y finalmente su ensamblaje para
la formacién de pared celular, llevado a cabo en conjunto por FtsW, PBPs y LD-transpeptidasas.

En E. coli y en B. subtilis el crecimiento se da por medio enlaces de polimeros de PG a
través de las paredes laterales. En este proceso se encuentran involucradas un conjunto de
proteinas esenciales que constituyen el elongasoma. Estas proteinas son claves para la
regulacion y ubicacion de las proteinas de involucradas en sintesis de PG.

El elongasoma esta constituido por las proteinas MreB, MreC, MreD, RodA, RodZ, y PBP2.
Sin embargo, todas estas proteinas se encuentran ausentes en Rhizobiales. Aunado al
crecimiento asimétrico unipolar presente en Rhizobiales, es deducible que las Rhizobiales,
tienen su propio mecanismo para organizar y regular la polimerizaciéon de PG (Cameron et
al., 2014; William et al., 2021).

Actualmente, se han descrito varias proteinas fundamentales en la biogénesis de pared en
Rhizobiales y, por tanto, de la forma bacilar en este grupo bacteriano.

Dentro de las proteinas que han sido propuestas como posibles organizadoras del
crecimiento unipolar en Rhizobiales es GPR en A. tumefaciens y su ortélogo Rgsk en S.
meliloti. Como se menciond anteriormente, GPR localiza a en el polo nuevo y funciona como
una proteina que da estructura a la forma bacilar en Rhizobiales (Zupan et al., 2019).



Una peculiaridad a hacer notar en Rhizobiales es que estas contienen mayor cantidad de
enlaces del tipo 3,3 que se dan entre dos residuos de m-Dap. Tanto en S. meliloti como en A.
tumefaciens, este tipo de enlaces 3,3 abarcan mas del 50% de los enlaces entre péptidos
(Brown et al., 2012; Cameron et al., 2014), mientras que en E. coli solo representan el 10%
de los enlaces (Magnet et al., 2008). Por otro lado, los enlaces del tipo 4,3 entre los residuos
D-alanina y m-Dap que son llevados a cabo por las PBPs, son mas escasos en Rhizobiales
(William et al., 2021).

En congruencia con estos datos, encontramos que en el genoma de Rhizobiales existen una
gran cantidad de LD-transpeptidasas. Algunas de ellas ya caracterizadas en A. tumefaciens
han mostrado estar involucradas en el crecimiento y determinacién unipolar. En especial, la
proteina LdtB (Atu0845) que localiza claramente el polo nuevo durante todo el desarrollo de
crecimiento unipolar en A. tumefaciens (Cameron et al., 2014; Grangeon et al., 2015).

Por otro lado, recientemente se ha caracterizado a la proteina PBP1-a como la PBP, que en
conjunto con un grupo de LD-transpeptidasas se encargan del ensamblaje de PG en
Rhizobiales durante el crecimiento unipolar. Mientras que el resto de las PBP podrian jugar
un papel menos relevante en la sintesis de PG (William et al., 2021)

Sistemas de dos componentes y su esencialidad en bacterias.

En bacterias, uno de los mecanismos mas utilizados para la regulacién de los procesos
celulares, son los sistemas de dos componentes (Gao y Stock, 2009). Tradicionalmente
relacionados con responder a estimulos ambientales y como reguladores de vias no
esenciales. Actualmente, se reconocen como reguladores ampliamente distribuidos en todas
las bacterias, e incluso se han descrito sistema de dos componentes que resultan esenciales
para el ciclo celular bacteriano.

Los sistemas de sefializacion de dos componentes se constituyen de una proteina histidina
cinasa (HK) y un regulador de respuesta (RR). La HK activa el RR a través de un sistema de
fosforilacidn y el RR se encarga de regular los genes blancos de la via. Las HK estan
compuestas por uno o varios dominios sensores, los cuales se encargan de percibir una
sefal que da paso a la autofosforilacién de la HK por medio de su dominio catalitico (CA). La
autofosforilacion se realiza en una histidina conservada dentro del dominio de dimerizacion
histidina fosfotransferasa (DHp). El domino DHp transfiere el grupo fosfato hacia el RR a un
aspartato conservado en el dominio receptor (REC) del RR. Con ello, el RR queda activo
para la regulacion de los genes que forman parte de la via de sefializacion.

Existen otros tipo de sistemas de dos componentes, los cuales mantienen mas pasos de
fosforelevo. Las HK-hibridas contienen un dominio REC adicional. De esta manera, el
dominio DHp transfiere el fosfato a un aspartato conservado en el dominio RED de la HK-
hibrida. Por tanto, los sistemas de dos componentes con HK-hibridas, mantienen interaccion
con un tercer elemento, una histidina fosfotransferasa (HPt), la cual no contiene un dominio
CA, ni sensor, para realizar autofosforilacion, y solo puede recibir y transferir grupos fosfato.
El HPt activa el RR por medio de la transferencia del grupo fosfato en el dominio REC del
RR.

El ciclo celular en alfaproteobacterias esta regulado por sistemas de dos componentes. CtrA
es el regulador maestro del ciclo celular en C. crescentus, es parte de una via de
sefalizacion de dos componentes. Compuesta por la HK-hibrida CckA, el HPt ChpT, y el RR
CtrA. Como se mencion6 anteriormente, este sistema se encuentra conservado en todas la
alfaproteobacterias y coordina el ciclo celular.
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El sistema de dos componentes DivJ-DivK es también un sistema esencial para la division
asimétrica en alfaproteobacterias, determinante para diferenciacion de los polos, forma parte
de la red de regulacién de CtrA (Hinz et al.,, 2003). Igualmente, el sistema de dos
componentes PleC-PleD es parte de la red de regulaciéon de CtrA y participa en la
polarizacion celular. Ademas, Div) y PleC son HK antago6nicas que regulan de manera
diferencial a DivK. DivJ fosforila DivK, mientras que PleC desfosforila DivK. DivJ recluta a e
activa DivK en el polo sésil, mientras que PleC esta involucrado en la inactivacion de DivK en
el polo naciente (Radhakrishnan et al., 2008).

Adicionalmente, existen otros sistemas de dos componentes esenciales, el sistema YycFG
(WalRK) esta conservado en Firmicutes y es esencial para B. subtilis, Staphylococcus aureus
y Streptococcus pneumoniae. Se encarga de regular la homeostasis y division celular. De
manera similar a la red de CtrA, en la red de YycFG convergen otros sistemas de
sefializacion de dos componentes. Ademas, el sistema YycFG se ha identificado como un
sistema que genera resistencia en patdgenos (Ji et al., 2016).
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Antecedentes particulares de este trabajo.

R. etli es una bacteria simbionte de frijol y fijadora de nitrégeno. Su genoma esta constituido
por un cromosoma, un cromosoma secundario p42e (505 kb) y 5 plasmidos grandes (p42a,
p42b, p42c, p42d y p42f) con un rango de tamafio que va de 184 a 642 kb (Landeta et al.,
2011). p42e se determind como el Unico replicon extracromosomal altamente estable y
esencial para la célula. Mientras que el resto de los plasmidos de R. etli CE3 son
dispensables para el crecimiento medio rico (Brom et al., 1992; Brom et al., 2000), p42e se
determina como cromosoma secundario, debido a que cerca del 11% de los genes que
codifica participan en vias de metabolismo primario. Entre ellos destacan el operon minCDE,
y el operén nadABC responsable por los primeros pasos en la sintesis de NAD. No obstante,
la alta estabilidad de p42e es explicada por la presencia de dos genes esenciales,
RHE_PEO00001 y rdsA (RHE_PEO00024) (Landeta et al., 2011). RdsA es una HK-hibrida, que
forma parte de un sistema de sefalizacion de dos componentes. Debido a que no existe un
RR en la vecindad del gen, la asignacion de posibles genes blanco en la via de regulacion de
RdsA no es evidente. En lo que refiere al gen RHE_PEOO0001, codifica para un gen
conservado en Rhizobiales, con un dominio de funcion desconocida (DUF 1612) y un motivo
de union a DNA helix-turn-helix (Fig. 5).

RHE_PEO0001
Proteina hipotética

DUF 1612 @

RdsA (RHE_PE00024)
HK-hibrida
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~

Figura 5. Genes esenciales en el cromosoma secundario p42e en R. etli CE3. El cromosoma
secundario p42e contiene 2 genes esenciales que explican su estabilidad en el genoma de R. etli
CES3. Estos genes son RHE_PEO00001 que codifica para una proteina hipotética que contiene un
dominio de funcion desconocida (DUF 1612) y un motivo de unién a DNA helix-turn-helix. El segundo
gen RdsA (RHE_PEO00024) codifica para HK-hibrida que forma parte de un sistema de sefializacion
de dos componentes. RdsA esta compuesta por 2 elementos sensores (dominios PAS), un dominio
de dimerizacion histidina fosfotransferasa (Dhp), que contiene una histidina conservada, donde se
realiza la autofosforilacion llevada a cabo por el dominio catalitico (CA), un dominio receptor (REC)
con un aspartato conservado receptor del fosforelevo
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Justificacion

Las Rhizobiales son un grupo de bacterias que difieren del resto de las alfaproteobacterias al
mantener crecimiento unipolar y carecer del conjunto elongasoma, indispensable para el
crecimiento en Gram negativas y Gram positivas. Ademas, las Rhizobiales han mostrado
tener mecanismos de regulacion en el ciclo celular, que difieren de las alfaproteobacterias,
estos cambios pueden responden a las adaptaciones ambientales del grupo.

La manera en la que las Rhizobiales logran ejercer el crecimiento celular unipolar, mantener
su forma bacilar, y los mecanismos que utilizan para la regulacién del ciclo celular, aiin son
ampliamente desconocidos. Es por ello que resulta de vital importancia aumentar el estudio
de la red de regulacién en procesos especificos y esenciales en el ciclo celular, como lo son
division celular, y sintesis de pared celular.
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Hipotesis
Los genes RHE_PEO0001 y RHE_PE00024 son reguladores esenciales para el ciclo celular
de R. etli CE3.
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Objetivos
Objetivo general
Elucidar la funcion de los genes RHE_PEO00001 y RHE_PE00024

Obijetivos especificos
1.-Disminucién condicional en la expresién de los genes RHE_PE00001 y RHE_PE00024

2.- Caracterizacion de fenotipos informativos

3.- Evaluar la eficacia de procesos esenciales en las cepas de expresion disminuida
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Estrategia Experimental
Para elucidar la funcién de los genes RHE_PE00001 y RHE_PE00024, se realizé la siguiente
estrategia experimental.

1.- Evaluacion de la eficacia de cuatro sistemas de expresion condicional en R. etli. Se
generaron pladsmidos replicativos de expresion inducibles para los sistemas inducibles lac,
cumato (Q), anhidrotetraciclina (Ant) y taurina (tau). Para medir la capacidad de regulacion
de cada sistema inducible se fusionaron genes reporteros uidA para los sistemas lac y tau; y
mCherry para los sistemas Q y Ant.

1.1.- Construccion de plasmidos integrativos de expresion condicional en sistemas inducibles

(Fig. 6).
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Figura 6. Construccion de mutantes de expresién condicional. La construccion de mutantes de
expresion condicional es una herramienta que permite el estudio de genes esenciales que no
pueden ser mutados por interrupcion del gen. Los rasgos fenotipicos regulados por el gen esencial
investigado pueden analizarse cambiando la concentracién del inductor en el medio de crecimiento.
El promotor inducible, junto con el gen represor mas una secuencia de ADN corta que abarca la
region de inicio del gen esencial objetivo, se introduce en la célula en un plasmido. Por medio de
recombinacion homoéloga, el promotor nativo del gen esencial investigado se intercambia por el
promotor inducible ElI mutante condicional construido permite el control de la expresion del gen
esencial por un promotor inducible dependiente de la concentracion del inductor.
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2.- Caracterizacion del fenotipo de las cepas cKD24 y cKDO01 (Control de la expresion de los
genes RHE_PE00024 y RHE_PEO00001 bajo el sistema inducible por Q).

2.1.- Cuantificacion de los niveles de expresion en los genes RHE_PE00001 vy
RHE_PEO00024, en las cepas de expresion condicional cKD24 y cKDO1, en ausencia y
presencia de induccion, por medio de un analisis por RT-qPCR.

2.2.- Andlisis de la forma celular de las cepas cKD24 y cKDO1 en presencia y ausencia de
inductor, utilizando microscopia Optica.

2.3.- Presencia de nucleoide en ambas cepas en presencia y ausencia del inductor Q. Por
medio de la tincién por DAPI usando microscopia de epi-fluorescencia.

2.4.- Seguimiento de patrones de crecimiento y division celular en las cepas de expresion
disminuida (ausencia de inductor) para ambas cepas. Por medio de ensayos por microscopia
Optica por time-lapse. (Seguimiento del desarrollo celular bajo el microscopio éptico tomando
registro cada 10 min por un periodo maximo de 10 h).

3.- Analisis por RNAseq para evaluar la eficacia en procesos esenciales en la mutante
cKD24. Determinacién de Genes Diferencialmente Expresados (DEGs por sus siglas en
inglés). Identificacibn de posibles procesos biolégicos y vias metabdlicas con DEGs
asociados a la deplecion en la expresion del gen RHE_PE00024.
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RdsA Is a Global Regulator That
Controls Cell Shape and Division in
Rhizobium etli

Sofia Martinez-Absalon, Carmen Guadarrama, Araceli Davalos and David Romero*

Programa de Ingenieria Genémica, Centro de Ciencias Gendmicas, Universidad Nacional Auténoma de México,
Cuernavaca, Mexico

Unlike other bacteria, cell growth in rhizobiales is unipolar and asymmetric. The
regulation of cell division, and its coordination with metabolic processes is an active
field of research. In Rhizobium etli, gene RHE_PE00024, located in a secondary
chromosome, is essential for growth. This gene encodes a predicted hybrid histidine
kinase sensor protein, participating in a, as yet undescribed, two-component signaling
system. In this work, we show that a conditional knockdown mutant (cKD24) in
RHE_PEQ00024 (hereby referred as rdsA, after rhizobium division and shape) generates
a striking phenotype, where nearly 64% of the cells present a round shape, with
stochastic and uncoordinated cell division. For rod-shaped cells, a large fraction (12
to 29%, depending on their origin) present growth from the old pole, a sector that is
normally inactive for growth in a wild-type cell. A fraction of the cells (1 to 3%) showed
also multiple ectopic polar growths. Homodimerization of RdsA appears to be required
for normal function. RNAseq analysis of mutant cKD24 reveals global changes, with
downregulated genes in at least five biological processes: cell division, wall biogenesis,
respiration, translation, and motility. These modifications may affect proper structuring
of the divisome, as well as peptidoglycan synthesis. Together, these results indicate that
the hybrid histidine kinase RdsA is an essential global regulator influencing cell division
and cell shape in R. etli.

Keywords: two-component systems, peptidoglycan synthesis, polar growth, bacterial divisome, gene knockdown

INTRODUCTION

In bacteria, there is a tight relationship between cell shape and cell division. Cell shape is ultimately
determined by the cell membrane and the cell wall (Cava et al., 2013; Kysela et al., 2016). For rod-
shaped (bacillary) cells such as Escherichia coli, cell growth occurs by dispersed incorporation of
new peptidoglycan (PG) alongside the lateral wall, followed by PG synthesis at the midpoint of the
cell, where the septum will be located at cell division (Dewachter et al., 2018). Studies in E. coli of
the cell machinery needed for growth and division and their control has revealed an astonishing
level of complexity (Mannik and Bailey, 2015; Haeusser and Margolin, 2016; Dewachter et al., 2018;
Krupka and Margolin, 2018; Levin and Janakiraman, 2021; Straume et al., 2021). These insights
have been expanded, both in scope and complexity, by the study of new bacterial groups.

In a-proteobacteria, cell cycle regulation is closely related to their lifestyle. Caulobacter
crescentus, unlike other bacteria, generates upon division two cells with different morphology
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and physiology. The mother cell is sessile and active for cell
division. The daughter cell is a mobile cell, inactive for cell
division and replication (Laub et al., 2002). Asymmetrical cell
division is a widespread characteristic among o-proteobacteria
(Hallez et al., 2004). Understanding the mechanisms that lead to
the formation of these specialized cells and the coordination of
cell division has motivated an intense research (Curtis and Brun,
20105 Collier, 2016; Woldemeskel and Goley, 2017). Moreover, it
has revealed the presence of a complex regulatory mechanism,
with a hierarchical cascade of transcriptional regulators, in which
the CtrA regulator has a central role in the coordination of
cell division (Quon et al., 1996; Laub et al., 2000, 2002; Mann
et al,, 2016; Delaby et al., 2019). CtrA controls, either directly or
indirectly, 26% of the cell cycle-regulated genes in C. crescentus
(Laub et al., 2000).

Two-component regulatory systems are of paramount
importance to achieve control of C. crescentus cell-cycle
regulated genes. When the hybrid histidine kinase sensor protein
CckA is phosphorylated, it can transfer the phosphate group to
the phosphotransfer protein ChpT, which in turn phosphorylate
the response regulator CtrA. The phosphorylated form of CtrA
is responsible for transcriptional activation of its target genes.
The kinase activity of CckA is shut off by the action of the
phosphorylated form of the response regulator DivK, stabilized
by the atypical histidine kinase DivL. Phosphorylation of DivK is
controlled by the histidine kinase Div] and the phosphatase PleC.
PleC also modulates phosphorylation of the diguanylate cyclase
PleD, leading to the synthesis of cyclic di-GMP. Switching of
CckA from a kinase to a phosphatase activity is instrumented by
binding of cyclic di-GMP, effectively precluding phosphorylation
of CtrA and activation of their target genes (see Poncin et al,,
2018 and references therein).

Although the general architecture for regulation of cell
division is conserved among the a-proteobacteria, there are also
interesting departures from this scheme. Bacteria of the order
Rhizobiales lack various proteins (MreB MreCD, PBP2, RodA,
and RodZ) of the elongasome complex (Egan et al., 2020).
Rhizobiales with bacillary morphology, such as Sinorhizobium
meliloti and Agrobacterium tumefaciens, carry out cell growth
in a distinctive manner. In both bacteria, cell growth is
asymmetric and polarized, but cell elongation occurs through
the polymerization of PG at a single cell pole, called the new
pole. The opposite pole, called the old pole, remains inactive
for polymerization (Brown et al., 2012; Cameron et al., 2015).
Further rounds of cell division maintain both the asymmetry
and polarization, growing exclusively from the new cell poles.
How unipolar growth takes place and the identification of the
mechanisms allowing the distinction between the old and new
poles in Rhizobiales is an active field of research. Transcriptional
regulation of the cell division cycle has also revealed new
variations. Although the centrality of the CtrA regulator is
maintained, the transcriptional network reveals some plasticity,
where some modules are maintained but other new modules are
integrated into the network among the different bacteria that
constitute the group (Pini et al., 2015; Poncin et al., 2018).

The rod-shaped bacterium Rhizobium etli is a nitrogen-fixing
bean symbiont, widely studied for its use as a biofertilizer and

interesting genome architecture (Gonzalez et al., 2006). The R. etli
CFN42 genome consists of six extra-chromosomal replicons
(ranging in size from 184 to 642 kb) and one chromosome. Five
of these extra-chromosomal replicons (plasmids p42a, p4b, p42c,
p42d, and p42f) are dispensable for growth under laboratory
conditions in rich medium (Brom et al., 1992, 2000). Plasmid
p42e (505 kb) cannot be eliminated from the cell, appearing to be
a secondary chromosome. Nearly 10% of the gene content in p42e
participates in central metabolic processes, but it also contains
two essential genes (Landeta et al., 2011). Genes RHE_PE00001
and RHE_PE00024 were proposed as essential genes because
their mutation is lethal for the cell. Convincing orthologs for
both genes are mainly restricted to the Rhizobiales, including
Agrobacterium and Rhizobium species. Gene RHE_PE00001
codes for a conserved hypothetical protein, consisting of a
Domain of Unknown Function (DUF1612) conserved among
the Rhizobiales, and a helix-turn-helix DNA binding motif
in the N-terminus. Gene RHE_PE00024 encodes a predicted
hybrid histidine kinase (HK) sensor protein, that is part of a
two-component regulatory system of as yet unknown function
(Landeta et al., 2011).

In this work, we unravel the function of the hybrid histidine
kinase sensor protein encoded in RHE_PE00024, by studying
the phenotypic effects displayed by a conditional knockdown
mutant (cKD24) in this gene. Depletion in the RHE_PE00024
encoded protein generated a striking change in cell morphology,
characterized by the finding of a high proportion (nearly 64%)
of round, nearly spherical cells. Both the round and bacillary
cells present a lethargic, stochastic and uncoordinated cell
division. A significant proportion of bacillary cells (12 to 29%,
depending on their origin) display growth from the old pole, a
sector that is normally inactive for growth in a wild-type cell.
Branched cells, the product of ectopic growth poles that do not
complete division, were also seen. RNAseq analysis of the cKD24
mutant showed that the predicted hybrid histidine kinase sensor
protein encoded by RHE_PE00024 acts as a global regulator,
controlling, either directly or indirectly, genes participating in
five different biological processes (cell division, PG synthesis,
oxidative respiration, translation and motility). Based on these
results, we propose to name this gene rdsA (after rhizobium
division and shape).

RESULTS

Change in Cell Shape in a Conditional

Knockdown Mutant for rdsA

Gene rdsA (RHE_PE00024) encodes the sensory component
of an essential hybrid Histidine Kinase (HK) regulatory
system. Canonical HK proteins constitute the sensor part of
two-component regulatory systems. In these, the canonical
HK contains an input domain able to sense regulatory
stimuli and subsequently the catalytic ATP binding (CA)
domain phosphorylates a His residue in the dimeric histidine
phosphotransfer (DHp) domain. The phosphoryl group is then
transferred to an Asp residue in the receiver (REC) domain
of a separate response regulator protein (Gao and Stock, 2009;
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FIGURE 1 | Depletion of RdsA causes a change in cell shape. The top part shows the microscopic analysis of uninduced (top two rows) or induced cells (bottom
two rows) for different strains. CE3 (R. etli wild type), RdsA depleted strains (cKD24, cKD24 pSRKGm) or complemented strains (cKD24 pSRKGm:rdsA, cKD24
PSRKGm:rdsAW169R). After growth in liquid PY media for 10 h without or with induction, cells were spotted on a 1% agar pad. Each light background image (DIC
images) has a corresponding image using DAPI staining (dark background). Scale bar, 1.5 pm. The table at the bottom of the figure shows the percentage of cells
with a rod or round shape. Percentages were obtained by counting at least 900 cells for each strain/condition through three independent biological replicas. The
table also shows rdsA relative expression obtained by RT-qPCR, after normalization with the rpoA constitutive gene. Data are means (+ SD) obtained from three
independent biological replicates (each with three experimental replicates) for every treatment. Statistically significant differences between R. etli CE3 RQ and the five
cKD24 mutant strain RQ levels are marked with asterisks, and were evaluated with a Student’s t-test (P < 0.05).

Rodriguez et al., 2020). In contrast, the predicted hybrid histidine
kinase RHE_PE00024 is comprised of a putative N-terminal
sensory region (containing two PAS sensor domains) and a kinase
core containing both the CA and the DHp domains. Additionally,
it contains a REC domain with a potentially phosphorylable
Asp residue. In systems of this kind, transfer of the phosphoryl
group to the corresponding response regulator protein frequently
entails an intermediate protein with a phosphorylable His
residue, designated as histidine phosphotransferase or Hpt (Gao
and Stock, 2009). No genes encoding a plausible response
element or a Hpt protein were found in its vicinity. To better
understand the possible function of RdsA, we implemented a
conditional knockdown system in which the rdsA gene is put

under the control of a cumate inducible promoter (Chubiz et al.,
2013). In the corresponding mutant (cKD24), expression of rdsA
depends on the inducible cumate system (see section “Materials
and Methods”). Interestingly, growth of the cKD24 mutant in
rich medium without cumate was slower [growth rate constant
(W) = 0.23h~1, mean generation time (g) = 2.9 h] than the wild
type cells (u = 0.33 h™!, g = 2 h, Supplementary Figure 1).
The slower growth of cKD24 was observed even upon addition
of cumate to the medium (n = 0.22 h™1, g = 3.1 h). No
significant differences were observed in relative viability between
strains (data not shown). Notably, microscopical analysis of the
cKD24 knockdown mutant showed a striking change in shape
compared to the wild-type cells. In the absence of cumate,
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cKD24 showed 63.6% of cells with a round shape, while 36.4%
maintained a bacillary shape (Figure 1). DAPI staining revealed
nucleoid material in both kinds of cells (Figure 1), suggesting
that they are viable. In contrast, when expression of rdsA is
increased by addition of cumate, the cKD24 mutant showed a
reduced proportion of round cells (41.2%), and a correspondingly
higher proportion of bacillary cells (58.8%, Figure 1). Even
in the presence of induction there are a high percentage of
cells with a round shape, suggesting that wild-type expression
levels of rdsA were not achieved. To verify this, rdsA gene
expression was monitored by RT-qPCR analysis. In the absence
of induction, a low expression level of rdsA was seen, at a
level representing just 4.6% of the wild-type levels. However,
for unknown reasons, cumate addition did not lead to high
expression levels of the gene, showing only 12% of the wild-
type levels (Figure 1). To enhance the level of expression of rdsA
in the cKD24 mutant, we introduced supernumerary copies of
the rdsA gene (under the control of an IPTG inducible system),
in a replicative plasmid. The complemented strain (cKD24
PSRKGm:rdsA) showed expression levels of rdsA 1.68-fold higher
than in the wild-type cells, even in the absence of induction; in
contrast, a fourfold increase in expression compared to the wild-
type was seen upon IPTG addition (Figure 1). Microscopical
analysis of cells in the complemented cKD24 pSRKGm:rdsA
strain, revealed a wild-type phenotype, where 97% of the cells
showed a bacillary shape (Figure 1), with a low proportion of
cells with a round shape. As a control, a mock complementation
experiment was done, introducing an empty plasmid in mutant
cKD24. Both the expression levels of rdsA (Figure 1) and
proportion of round cells (61.1 and 48.1% without and with
induction, respectively, Figure 1) were indistinguishable from
the ones seen in the cKD24 mutant. Together, these results
indicate that RdsA depletion causes an anomalous round shape in
R. etli CFN42. Since cell morphology in Gram-negative bacteria
is determined by a proper structuring of the cell wall (Cava
et al, 2013), rdsA may participate in the regulation of cell
wall biogenesis.

Homodimerization Is Essential for Proper
Functioning of the RdsA Hybrid Histidine

Kinase

Many HK proteins require homodimerization to carry out their
phosphorylation function (Mann et al., 2016). To evaluate if
the HK-hybrid protein RdsA requires homodimerization for
its function, an Escherichia coli, LexA-based two-hybrid system
(Dmitrova et al., 1998) was used (Supplementary Figure 2).
In this system, repression of a target reporter gene is seen
only if a fusion of LexA with the desired protein is able to
dimerize (Dmitrova et al., 1998). Most of the clones obtained
with rdsA revealed a strong repression, indicating the ability
of the corresponding protein to dimerize. Interestingly, one of
the clones revealed a reduced ability to repress the target gene,
indicating a reduced dimerization (Supplementary Figure 2).
Although the amplification protocol used to generate these clones
was not designed to introduce mutations, this clone displayed a
spontaneous single-base change provoking an aminoacid change

Time (h) 0
h n---. o
. ....- o
Rod-
cKD24 2 2 5 9 round
VIV NLN
cKD24 a\ Polarity
T change
cKD24 Round-
rod
Time (h) 0
cKD24 Round-
round
cKD24 Round-
( branch

FIGURE 2 | Depletion of RdsA provokes changes in cell division. Each row
shows representative sequential images of time-lapse microscopical analysis
of R. etli CE3 and cKD24 in absence of induction. Cells were grown in PY
medium for 9 h and then spotted on agarose pads (1% in MMY medium).
Cells were imaged every 10 min using DIC microscopy. For each block, time is
shown at the top. On the right part, the type of change detected is indicated.
In each row, the zero time corresponds to the beginning of the time-lapse
experiment except for the cKD24 rows: polarity change, round-rod, and
round-round where the zero time corresponds to cells imaged after 1:20 h,
30 min, and 2:30 h of growth, respectively. Recording times were chosen to
optimize detection of each phenotype. In the row corresponding to polarity
change in the cKD24 mutant, the first photograph shows the end of the cell
division in a round cell producing a rod cell. This allows us to locate the new
pole in the rod-shaped cell (white arrow). The rod cell elongates through the
old pole (blue arrow), which is usually inactivated for growth in wild-type cells,

finally, the cell septation begins (green arrow). Scale bars, 2 um.

(W169R), located in the second PAS domain of RdsA. PAS
domains are frequently involved in protein-protein interactions
(Moglich et al., 2009). To evaluate if this failure to dimerize
affects function, the mutant version rdsAW169R was introduced
in a replicative plasmid (see section “Materials and Methods”).
The cKD24 pSRKGm:rdsAW169R strain, showed 56 and 54%
of round cells both in the absence and presence of induction,
respectively (Figure 1), indicating a failure to complement the
changes in shape characteristic of the cKD24 mutant. Failure for
proper complementation was not due to an absence of expression
of the mutant gene, as evaluated by a RT-qPCR analysis
(Figure 1). These results are consistent with the interpretation
that homodimerization of RdsA is essential for its function.

RdsA Depletion Causes Uncoordinated
and Stochastic Cell Division and Change
of Polarity

To evaluate if depletion of RdsA lead to changes in cell division
pattern, a time-lapse analysis of living cells was carried out (see
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FIGURE 3 | Cell fate in R. etli CE3 (A) and cKD24 mutant (B,C). Tracking of
cell division events for 10 h of growth on agarose pads (1% in MMY medium)
in absence of induction. Cells were imaged each 10 min using DIC
microscopy. Numbers inside of each cartoon cell represents the percentage of
successive division events for each cell shape. N was 217 for CE3 cells, 103
for cKD24 bacillary cells, and 91 for cKD24 round cells.

section “Materials and Methods”). For this, the division pattern
of both R. etli CE3 (wild-type, n = 217) and cKD24 (without
cumate induction, n = 194) cells was followed over a time
course of at most 10 h. To minimize damage to the cells during
incubation, a system that reduces evaporation (FluoroDish™
plates) was used. Figure 2 shows the type of growth patterns
detected, with a summary of the results of cell fate for each
strain (Figure 3). As reported for A. tumefaciens (Cameron et al.,
2015) and S. meliloti (Krol et al., 2021), R. etli CE3 displays an
unipolar division pattern (Figure 2), where deposition of new
material is concentrated in the new poles (Supplementary Movie
1). During these time-lapse experiments, no round cells were
observed for the wild type strain. In contrast, cells from strain
cKD24 showed alterations in several aspects of cell division,
including cell division time, polarity and shape (Supplementary
Movies 2-4). Since populations of cKD24 are nearly evenly split
in two shape classes (round and bacillary) the progeny of each
class was followed separately. For mother cells with bacillary
shape, most of their progeny was composed of bacillary cells
(70.9%), showing unipolar and asymmetric cell growth (Figure 2,
row cKD24 rod-rod; Figure 3B), although their cell division
time was slower (3 vs. 2 h) than in the wild type cells. Of these
bacillary cells, 12.3% had a polarity change (Figure 2, see row
cKD24 polarity change), namely, they begin to synthesize cell
envelope by the old pole, while the new pole resulted inactivated
for growth (Supplementary Movie 4). This change of polarity
is a transient effect; further divisions in these cells resume
growth from the new poles. A large fraction of mother cells of
bacillary shape (28.1%) produced daughter cells with round shape
(Figure 2, see row cKD24 rod-round) with a cell division time of
2.5 h. Finally, some of the mother cells of bacillary shape (1%)

produced round daughter cells with multiple growth foci, giving
a branched appearance.

On the other hand, cell division in mother cells with round
shape produced daughter cells with round (62.6%), bacillary
(34.1%) and branched (3.3%) shapes. Notably, the bacillary
cells that came from mother cells with a round shape, showed
polarity change in a higher proportion (29%) than the one seen
in daughter bacillary cells from a mother with bacillary shape
(12.3%) (Figures 3B,C). Even in these cases the change of polarity
is a transient effect, with cells resuming growth from newly-
generated poles. Most of the round cells that produced bacillary
daughter cells did so solely from a single point in the round
cell (Figure 2 see column cKD24 round-rod). Round cells were
able to divide and produced new round cells, but they did so
with a long division time, of about 8 h (Figure 2 see row cKD24
round-round, Supplementary Movie 2).

A significant proportion of both bacillary (1%) and round
cells (3.3%) from cKD24 produced growth foci at several points
in the cell, without producing novel cells, giving a branched
shape (Figure 2, see row cKD24 round-branch, Supplementary
Movie 3). These branched cells remained in this state for the
whole course of the experiment, failing to produce new cells.
We were unable to detect a growth pattern, either, for the
type of shape generated by each mother cell, or in the position
and number of growth sectors, an effect that is clearly seen in
the round cells that grow from several points of the cell in a
quasi-simultaneous manner (Supplementary Movie 3). There
are reports in Rhizobiales of null mutants that generate round
cells (Kobayashi et al., 2009; Calatrava-Morales et al., 2017; Zupan
et al., 2019; Krol et al.,, 2020). What is unusual in this case is
that depletion of RdsA produced a wealth of effects, modifying
cell morphology, polarity, and time and number of growth foci.
All these point toward a major disruption of the cell division
program in these cells.

Depletion of RdsA Causes a Global

Change in Gene Expression

To identify which genes presented alterations in expression
in strain cKD24, we undertook a RNAseq analysis using the
IMumina system (see section “Materials and Methods”). For that,
both R. etli strains CE3 and cKD24 were grown in minimal
medium (without cumate induction) to mid-exponential phase.
Three biological replicates were used for each strain. Details for
this analysis are shown in Supplementary Datasets 1C-E and
Supplementary Figure 3.

Using as criteria a FDR or adjusted p-value cutoff < 0.02
and a log2 fold change of 1.5, a total of 1,105 genes were
classified as differentially expressed genes (DEGs). Of these, 437
DEGs were downregulated, while 668 DEGs were upregulated
(Supplementary Dataset 1E). Functional classification of the
DEGs was achieved using the Gene Ontology (GO) database
by biological processes. Assignation to GO groups belonging
to clear biological processes was possible only for 352
DEGs, indicating that most of the changes in expression
occur in genes without a known function. To evaluate if
there are significant overrepresentation of particular biological
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FIGURE 4 | Multiple biological processes are overrepresented among DEGs detected under RdsA depletion. Hypergeometric analysis was used for determination of
biological processes overrepresented in the DEGs for the cKD24 mutant, using a p-value cutoff for the hypergeometric GO test < 0.05. Overrepresented GO terms
are shown with a letter inside each circle (see legend at the bottom). Circle diameter is proportional to the number of DEGs grouped in a GO term. The upregulated

and downregulated DEGs are shown in red and blue circles, respectively, with a cutoff threshold of log2FC > 1.5 and P-adj/FDR < 0.02.

processes among the functionally annotated DEGs, these were
subjected to a hypergeometric analysis (Figure 4). From this
analysis, 101 DEGs were identified as belonging to significantly
overrepresented groups. The most overrepresented groups were
cell division (including FtsZ-cytokinesis), oxidative respiration
(comprised of electron transport chain, ATP synthesis-coupled
proton and electron transport, proton transmembrane transport,
aerobic electron transport chain, and aerobic respiration), and
cell motility (including chemotaxis, flagellum-dependent cell
motility, and organization and assembly of the flagellum).
The DEGs belonging to these three biological processes
were mostly downregulated. On the other hand, the most
prominent, overrepresented biological processes that were found
to be upregulated are the oxidation-reduction process and
pathogenesis (Figure 4). The subset of DEGs comprising the
oxidation-reduction process is comprised of proteins with a
general prediction of oxidoreductases. No genes that participate
in tolerance to oxidative stress were found among the DEGs.
The pathogenesis group is composed of proteins belonging to the
BA14K protein family, which are poorly characterized.

This analysis was complemented by classification of all
the DEGs according to their function in the COG (Clusters
of Orthologous Groups) database (Figure 5). This approach
revealed groups of genes that correspond in function to those
identified by hypergeometric analysis, such as cell division,
oxidative phosphorylation and cell motility. Interestingly,
55 DEGs belonging to novel groups were easily detected,
corresponding to the classes of replication/nucleotide

metabolism; cell wall/membrane/envelope biogenesis; and
translation, ribosomal structure, and biogenesis. This combined
approach allowed the establishment of a collection of 156 DEGs
to be analyzed (Figure 5). Many of these DEGs appear in classes
that may be considered essential for bacterial growth. For that
reason, we carefully reviewed the existence of orthologs to
essential genes among the DEGs. Currently, there is no report
about essential genes in R. etli, so the list of DEGs was examined
looking for orthologs to essential genes of A. tumefaciens (Curtis
and Brun, 2014). In this way, we were able to establish the
existence of 70 potentially essential DEGs in cKD24 (Figure 5).

RdsA Depletion Causes a Decrease in
Expression of Essential Genes for Cell

Division and Cell Wall Biogenesis

As expected from the phenotype exhibited by the cKD24 mutant,
significant alterations were found in 21 genes participating in
cell division. Most of these changes were corroborated by RT-
qPCR analyses (Supplementary Figure 4). These are depicted
in the KEGG map corresponding to cell division, based on
the cell division pathway of C. crescentus (Laub et al., 2002),
as shown in Figure 6. Most of these genes are conserved in
Rhizobiales, such as S. meliloti (Pini et al., 2015). The first aspect
to highlight is that the genes ftsA, E, I, KI, K2, Q W, X, and
Z, whose products comprise most of the divisome, as well as
the minCDE operon, participating in the correct location of the
septum (Rothfield et al., 2005), were downregulated. Significant
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FIGURE 5 | DEGs detected under RdsA depletion correspond to possible essential genes. Heatmap showing significant DEGs in the cKD24 mutant, grouped
according to their function (colored bars at the right of the map), based on the COG database (see legend at the bottom). Red, upregulated DEGs; blue,
downregulated DEGs (cutoff threshold of log2FC > 1.5 and P-adj/FDR < 0.02). Black circles located on the right side of the heatmap mark orthologs to essential
genes of A. tumefaciens.

reductions in expression were also seen for dnaA (responsible
for genome replication in coordination with cell division), dipI
[a periplasmic protein that interacts with the ftsQLB complex
(Osorio et al.,, 2017)], gcrA (an activator of ctrA) and cckA (a
cell-cycle kinase). Interestingly, the master cell division regulator
CtrA (Mann et al., 2016) was not downregulated (Figure 6 and
Supplementary Figure 4). On the other hand, genes such as
pleC (Kim et al., 2013), podZ (Grangeon et al., 2017; Howell
et al., 2017), pop] (Fields et al., 2012; Anderson-Furgeson et al.,
2016), divK, div] (Pini et al., 2013), and GPR (Zupan et al.,
2019, 2021), participating in determination of asymmetric and
unipolar growth, displayed normal expression levels in the
cKD24 mutant. The downregulation in many genes for cell
division suggests a major perturbation in cell division, which is
consistent with the longer cell division times and cell division
problems exhibited by the cKD24 mutant (Figures 2, 3 and
Supplementary Movies 2-4). These data indicate that depletion
of RdsA affects, either directly or indirectly, a sizable fraction of
genes involved in cell division.

For the PG synthesis pathway (Figure 7), extensive
downregulation, verified by RT-qPCR analysis (Supplementary
Figure 4) was also detected. The uppS and upK genes, performing
the synthesis of di-trans, poly-cis-undecaprenyl phosphate from
farnesyl diphosphate, were shown to be downregulated.
Downstream in the pathway, the genes murA, murE, and mraY
(involved in the synthesis of precursors of PG) displayed reduced
levels in the cKD24 mutant. Reductions in the expression levels of
both ddl and alr genes, which participate in synthesis of D-amino
acids, were undetectable in the RNAseq analysis, but showed
a distinct downregulation in the RT-qPCR analysis. Low gene
expression was also seen for genes, such as mur], participating
apparently in flipping of the PG precursors across the plasma
membrane for subsequent polymerization (Egan et al., 2020)
and ftsW, a peptidoglycan glycosyltransferase (Taguchi et al.,
2019). These observations point toward a general decrease in the
synthesis of PG precursors.

Furthermore, the penicillin-binding proteins (PBP) ftsI and
PBP1bl, which are responsible for the transpeptidation and
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FIGURE 7 | DEGs are part of the canonical cell wall biogenesis pathway. DEGs in the cKD24 mutant that were downregulated (blue ovals) or upregulated (red ovals)
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transglycolyzation of PG molecules during the cell division
cycle (Cameron et al., 2014), were downregulated in the cKD24
mutant, although the reduction in expression of PBP1b1 was only
detected in the RT-qPCR analysis (Supplementary Figure 4).
Interestingly, similar levels of expression to the wild-type cells
were seen for PBPs that participate in cell elongation, such
as PBPIc, or essential for polar growth in A. tumefaciens and
S. meliloti, as PBPla (Williams et al., 2021). Down regulation
was also observed for low molecular weight PBPs, such as
PBP6B and dacF. The significance of these reductions is difficult

to ascertain, given that its individual participation might be
dispensable for the polymerization of PG, due to their redundant
activities (Egan et al,, 2020; Williams et al., 2021). However,
cell branching and ectopic cell poles have been reported for
E. coli cells lacking multiple low molecular weight PBPs (Nilsen
et al, 2004; Potluri et al., 2012). For the LD-transpeptidases,
participating in PG biosynthesis during cell elongation (Egan
et al., 2020; Aliashkevich and Cava, 2021), enhanced expression
was found for Id¢E, but lower expression was seen for IdtA, IdtB,
and ldtD. Interestingly, one of these (Id¢B) localizes to the growth
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pole, at least in A. tumefaciens (Cameron et al., 2014; Grangeon
et al, 2015). These data indicate that RdsA may function as
an activator, either directly or indirectly, of the PG biosynthetic
pathway. The complex phenotype displayed by mutant cKD24,
characterized by a change in cell shape and altered cell division,
may be the product of the reductions in expression of genes for
cell division and PG biosynthesis.

RdsA Depletion Generates Changes in
the Expression of Essential Genes in
Oxidative Respiration and Translation

Concerning the DEGs involved in oxidative respiration, most of
the genes of the nuo clusters, which encode respiratory complex I,
were shown to be downregulated. Similar behavior was observed
for the succinate dehydrogenase operon (sdhBADC), comprising
respiratory complex II. A large fraction of the genes that encode
the ATP synthase complex in R. etli, affecting both the F; (atpA,
C, D, G, H) and the Fy (atpB) regions were also downregulated
in ¢cKD24. The marked reduction in expression of genes for
respiratory complexes suggests that the mutant cKD24 could face
difficulties in the generation of energy.

Surprisingly, reductions in expression of several genes that
participate in ribosome structure and function, corroborated
by RT-qPCR (Supplementary Figure 4), were also seen. For
structural ribosomal proteins, S7 (rpsG), L5 (rplE), L13 (rpIM)
and L35 (rpml) displayed reduced expression in cKD24.
Significant reductions were also seen for infC that encodes for
the translation initiation factor IF-3 (Singh et al, 2005) and
proS encoding the proline-tRNA ligase (Zajac et al., 2020).
These results suggest that cKD24 may present problems in the
synthesis of proteins.

DISCUSSION

In this study we show that rdsA plays a crucial role in determining
cell division and shape in Rhizobium etli. Depletion of RdsA
causes a round cell phenotype, longer generation time and
changes in cell polarity, causing some of the cells to start growing
from the old pole. Ectopic growth poles were also seen, giving
rise to branched cells. It should be stressed that these changes
were seen upon long-term depletion of RdsA. Due to technical
limitations, we were unable, at this time, to institute a short-
term depletion regime. Thus, it should be kept in mind that an
unknown fraction of the changes that we see might be indirect
or pleiotropic. Despite this caveat, the combination of changes
observed is unusual among mutants affecting cell division in
Rhizobiales. Regarding cell shape, round cells were detected upon
depletion of GPR in A. tumefaciens (Zupan et al., 2019, 2021)
or its ortholog (rgsE) in S. meliloti 1021 (Krol et al., 2020), as
well as upon elimination of ¢pdR in S. meliloti 1021 (Kobayashi
et al., 2009) or ntrY in S. meliloti GR4 (Calatrava-Morales et al.,
2017). A round cell phenotype has been described also in cells
that overproduce RgsM in S. meliloti 1021 (Schiper et al., 2018).
Interestingly, branched cells or changes of polarity were not
described in these cases, and no changes in the expression for any
of these genes were found in cKD24. Changes in stoichiometry

of specific proteins in the minCDE system of S. meliloti 1021
may affect cell shape and branching (Cheng et al., 2007). These
effects require imbalance between the min components, such
as elimination of minE but preservation of the other proteins,
and were not seen upon knocking-out of the whole operon.
Overproduction of minCDE produces filamentous cells, with
multiple branching points (Cheng et al., 2007). In contrast,
reduced expression of the minCDE was observed in the cKD24
mutant. Our previous work (Landeta et al., 2011) revealed that a
mutation in minCDE produced a high amount of minicells.

Medium-dependent shape changes toward round cells,
sometimes coupled with delocalization of a polar protein, were
seen upon overproduction of specific proteins in S. meliloti, such
as RgsA, RgsB, RgsC or RgsS, but not upon their depletion
(Krol et al., 2020). Moreover, expression of the corresponding
orthologous genes remained unaltered in mutant cKD24.

Formation of ectopic growth poles, branching and changes in
polarity were seen upon depletion of polar-organizing proteins
or global regulators. For instance, deletion of regulators such as
divK, pleC or the pleC-related regulator pdhSI in A. tumefaciens
generated branched cells with ectopic growth poles (Kim et al.,
2013). In A. tumefaciens, either elimination or depletion of popZ
lead to the formation of ectopic growth poles, branching and
even minicell formation (Grangeon et al., 2017; Howell et al.,
2017). Mutants depleted of Pod] in A. tumefaciens revealed a
high proportion of branched cells with ectopic growth poles,
as well as a low proportion of minicells (Anderson-Furgeson
et al., 2016). In these mutants, a high proportion of cells with a
changed polarity (as much as 47%), were also seen, linked to a
mislocalization of the PopZ protein (Anderson-Furgeson et al.,
2016). Similarly, a podJ1 mutant in S. meliloti showed a medium-
dependent apparition of branched cells, sometimes with multiple
growth poles (Fields et al., 2012). Alterations in the expression
of these genes were not seen for mutant cKD24. In fact, the
combination of effects seen upon depletion of RdsA (round cell
shape, changes in polarity, ectopic growth poles and branched
cells), remains unique among mutants affecting cell division in
the Rhizobiales.

The transcriptomic analysis of mutant cKD24 reveals that
RdsA acts as a global transcriptional regulator. Although many
of the genes with altered expression in the mutant have
not been characterized, it is clear that depletion of RdsA
alters, either directly or indirectly, at least five biological
processes, namely cell division, cell wall biosynthesis, aerobic
respiration, translation and motility. Regarding cell division,
reduced transcript levels were detected for many of the genes
that participate in divisome assembly (such as ftsA, E, I, K1,
K2, Q W, X, and Z) and proper septum formation (minCDE).
Reduced transcript levels were also seen for dnaA (crucial
for DNA replication) dipI (interacting with ftsQLB) and for
global regulators such as cckA and gcrA, but not ctrA. For cell
wall biosynthesis, reduced transcript levels were seen for genes
participating in almost every step of peptidoglycan biosynthesis,
including precursor synthesis, flipping, transpeptidation and
transglycolyzation. Aerobic respiration also showed extensive
downregulation, affecting complex I (the nuo clusters), complex
II (succinate dehydrogenase system), and complex V (ATP
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synthase). Genes encoding proteins of significance for the
translation process were also downregulated, including four
ribosomal proteins (for the small and large subunits of the
ribosome), an initiation factor for translation (IF-3) and a unique
gene for tRNA,,, synthesis (proS). Cell motility was also affected,
with significantly reduced expression in 36 out of the 52 genes
that comprise the motility cluster.

It is not easy to explain the pattern of expression displayed
by mutant cKD24 by invoking control of known regulatory
genes involved in each biological process. For cell cycle control,
the master regulatory gene in many bacteria is ctrA, but
ctrA was not differentially expressed in cKD24. However,
alterations in functioning of the CtrA system may occur at the
posttranscriptional level, which it was not explored in this work.
Although the ctrA regulon has not been described in R. etli, it was
reported for the related bacterium S. meliloti (Pini et al., 2015).
An inspection of the differentially expressed genes in the ctrA
depleted strain of S. meliloti and cKD24 in R. etli, revealed just
a few relevant similarities, restricted mainly to dipI, mcpA, mcpE,
mepZ, minCDE, and PBP6b. Similarly, transcriptomic analysis of
strains depleted or lacking known regulatory genes involved in
cell division, such as ntrY in S. meliloti GR4 (Calatrava-Morales
et al.,, 2017), cdnL (Woldemeskel et al., 2020) and hfq (Irnov
et al., 2017) in C. crescentus, did not reveal similarities with the
transcriptional pattern described for the depletion of RdsA.

The phenotypic effects of depletion of RdsA on cell shape,
division and polarity can be attributed to the changes in
functioning of key genes for cell division and peptidoglycan
assembly. At this moment, is not possible to ascertain what
components are under the direct control of RdsA, and which
are due to indirect control. The main difficulty is that RdsA
is a predicted hybrid histidine kinase, but its response element
remains unknown, a point which will be the subject of future
work. As mentioned before, convincing orthologs to rdsA are
mainly restricted to the Rhizobiales, including Agrobacterium
and Rhizobium species.

Coordination between division and cell metabolism is an
essential aspect for the evolutionary success of any organism
(Sperber and Herman, 2017; Bergé et al, 2020). RdsA in
Rhizobium may be a key regulator controlling a plethora of
functions relevant not only to division, but also for general cell
metabolism. Understanding this mechanism, including the target
genes subject to direct control, will be the aim of future work.

MATERIALS AND METHODS

Growth Conditions

All the Rhizobium etli strains were grown in PY medium
supplemented with calcium chloride (Noel et al., 1984) or in
MMY minimal medium (Bravo and Mora, 1988) supplemented
with biotin at 1 mg 17}, at 30°C. When needed, cumate (10 pug
ml~!) or Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG, 1.0 mM)
were added as inducers. Escherichia coli strains were grown in
LB broth at 37°C. When needed, antibiotics were added at the
following concentrations (in pg ml™1): kanamycin (Kan), 30;
nalidixic acid (Nal), 20; gentamicin (Gm), 30 and spectinomycin

(Sp), 100, tetracycline (Tet), 10. For R. etli growth curves,
overnight cultures of the appropriate strains in PY medium were
centrifuged, washed in saline solution and used to inoculate
200 pl microplate cultures to an Aggo of 0.05. Microplates were
incubated at 30°C, with hourly determinations of absorbance in
a BioTek Synergy™HT reader. For viability determinations, the
alamarBlue™ HS cell viability reagent (Invitrogen) was used,
according to the instructions of the manufacturer.

Primers and Strain Construction

The conditional knockdown (cKD) mutagenesis employed aimed
to put gene rdsA (RHE_PE00024) under the control of a
cumate-inducible promoter. To that end, a region encompassing
the transcriptional repressor CymR in conjunction with the
PR/cmtO promoter (Chubiz et al., 2013) was amplified by PCR
and ligated into pK18mob (Schifer et al., 1994), generating
PMASQ plasmid. The specific knockdown vector was generated
by amplification of a 306 pb segment of rdsA (encompassing the
translation initiation site and 295 bp downstream) and ligated
into pMASQ, giving rise to pMASQ:rdsA3gon:. This plasmid
was transformed into E. coli S17-1 and used as donor in plate
biparental matings with R. etli CE3, selecting for transconjugants
resistant to Nal and Kan. A single-crossover recombination event
with the homologous target cointegrates the whole plasmid,
producing the displacement of the native rdsA promoter and the
incorporation of the cumate-inducible promoter upstream of the
full-length rdsA gene (strain cKD24). To minimize apparition of
second-site suppressors of cKD24, all experiments were started
either from newly-constructed cKD24 or from frozen stocks
preserved in glycerol. For complementation, the full-length rdsA
was cloned into the replicative plasmid pSRKGm (Khan et al,,
2008), under the control of a lac-inducible promoter, with the
restriction enzymes Ndel-BamHI, giving rise to pSRKGm:rdsA.
Primers employed in this work are shown in Supplementary
Datasets 1A,B. All primers were designed with Primer-BLAST
software, and purchased from commercial providers. Tag DNA
polymerase (Thermo Scientific) and Platinum Taq polymerase
(Invitrogen), were used in PCRs.

Microscopy

For static visualization, samples of 9 h liquid cultures in PY
medium (either with or without inducer) of R. etli strains were
spotted on agarose beds (1% in PBS buffer, Grace Bio-Labs
SecureSeal ™ imaging spacer) and analyzed on a Nikon Eclipse
Ti inverted microscope, using 100X/1.45 NA Plan Apochromat
oil objective. Images were recorded with a Nikon DS-Qi2 camera.
For DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole) staining, cell pellets
(washed thrice with PBS buffer), were resuspended in PBS and
DAPI was added to a final concentration of 3 pug ml~!, cells
were incubated in the dark for 5-10 min at ambient temperature.
Cell washed three times in the same PBS buffer were spotted on
an agarose pad and observed. Fluorescence was detected using
a maximum emission of 456 nm, excitation of 340 nm filters.
For time-lapse microscopy, samples of 9 h liquid cultures in
PY medium of R. etli strains were spotted on agarose pads (1%
in MMY medium, FluoroDish™ plates). Images were captured
every 10 min for 24 h with Nikon Eclipse Ti inverted stand,
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using 100X/1.45 NA Plan Apochromat oil objective, a Nikon
DS-Qi2 camera and the Nikon’s Digital Sight DS-U3 camera
controller. Control of imaging parameters was done with Nikon
NIS-Elements AR 4.20 software and a perfect focus system.
Temperature (30°C) and humidity control was maintained with
a Lexan Enclosure Unit with Oko-touch temperature control.
Time-lapse series were analyzed with Fiji (Schindelin et al., 2012).

Bacterial Two-Hybrid Homodimerization

Assay

A LexA-based two-hybrid system (Dmitrova et al., 1998) was
used. Full-length rdsA gene was amplified by PCR from
genomic DNA of R. etli CE3, ligated into the LexA plasmid
(pSR658-A) and transformed into E. coli SU101. E. coli SU101
harboring different plasmid constructs were grown (Agpo = 1.0)
in LB medium with Tet, Kan, and IPTG. The B-galactosidase
and microplate protein concentration determinations were as
previously described (Guadarrama et al., 2014). The extent
in reduction of P-galactosidase activity was used as a proxy
of homodimerization efficiency (Dmitrova et al., 1998). For
complementation with rdsAW169R in R. etli, the wild type rdsA
gene was excised from plasmid pSRKGm:rdsA and substituted
by a BIpI-Aatll segment harboring rdsAW169R (generated
by PCR, Supplementary Dataset 1A). pSRKGm:rdsA and
PSRKGm:rdsAW169R were transferred separately to cKD24 by
biparental matings, selecting for transconjugants on PY medium
with Kan, Nal, and Gm.

Western Blotting

Samples were subjected to SDS-PAGE (12% polyacrylamide)
and transferred to 0.45 wm PVDF Immobilon-P membranes
(Millipore) in a Tank transfer system (Bio-Rad). Membranes
were blocked with 5% non-fat milk, incubated with anti-LexA
polyclonal antibody or anti-DnaK monoclonal antibody
(Ab-cam) and washed with PBS 1X, 0.05% Tween 20.
Immunodetection was performed with a 1:15,000 dilution
of horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit (polyclonal)
or anti-mouse (monoclonal) antibodies (MDL Millipore
Corporation) and visualized with an Immobilon Western
chemiluminescence reagent kit (Millipore).

RNAseq Analysis

Uninduced R. etli strains were grown in MMY at 30°C to an
Agzo of 0.5 (9 h). Three biological replicates were set up for each
strain analyzed. Cell pellets for each replicate (108 cells) were
stored on RNAlater (Thermo-Fisher). RNA extraction, rRNA
depletion, library preparation and Illumina sequencing was
done by GeneWiz (South Plainfield, NJ, United States). Quality
checking was done using FastQC' and sequences were trimmed
using Trimmomatic v.0.36 (Bolger et al., 2014). Paired-end reads
were mapped toward R. etli CFN42 reference genome (GenBank
accession number GCF_000092045.1) using Bowtie2 aligner
v.2.2.6. (Langmead and Salzberg, 2012). Read counts for each
CDS (6226) were generated using featureCounts software (Liao

!https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/

etal., 2014), allowing MultiMapping and MultiOverlap reads. For
Principal Component Analysis (PCA), the NOISeq PCA function
(Tarazona et al., 2015) was used, and clustering was done with
Distance Matrix Computation package in R using the function
dist?, with normalized counts in natural logarithm. Heatmaps
were visualized using pheatmap® of R. Differential expression
analysis was done with NOISeqBio (Tarazona et al., 2015).
Reads were filtered with NOISeq using method 1 and cpm = 2.
Data post filtering were used for differential gene expression
in NOISegBIO, using TMM normalization. For identification
of significantly Differentially Expressed Genes (DEGs), False
Discovery Rate (FDR) or adjusted p-value cutoff < 0.02 and
log2 fold change > 1.5 were used. Categorization of DEGs was
achieved using the Clusters of Orthologous Groups database
(Galperin et al., 2021), and mapped to known metabolic pathways
with KEGG Mapper (Kanehisa and Sato, 2020). Significant
overrepresentation of gene ontology (GO) groups among DEGs
was determined by hypergeometric testing with Gostats (Falcon
and Gentleman, 2007), using a p-value cutoff < 0.05. The universe
used was GO terms in the R. etli genome, recovered from
Uniprot (The UniProt Consortium, 2017), with the GO database
of Gostasts. For evaluation the essential genes in the DEG dataset,
entries corresponding to Agrobacterium tumefaciens str. C58 in
the Database of Essential Genes [DEG (Luo et al., 2014)] were
scanned. Matches in the DEG dataset were verified by BLASTP
bidirectional best-hit analysis.

Quantitative PCR Analysis

Transcriptional differences were validated by reverse-
transcription quantitative PCR (RT-qPCR) analysis. All primers
(Supplementary Dataset 1B) amplify 100-300 bp regions. RNA
was isolated using Trizol Reagent (Zymo Research), and DNA
traces were removed by DNAase I treatment. Absence of DNA
from RNA samples was corroborated by PCR with rpoA gene
primers, and RNA integrity was verified by gel electrophoresis.
RNA Purity and concentration were quantified with Nanodrop
20000 Spectrophotometer (Thermo Scientific™). cDNA was
generated with 2.5 g of RNA, using RevertAid™ H Minus
First Strand ¢cDNA Synthesis kit (Thermo Scientific™). RT-
qPCR analysis was carried out on a StepOnePlus (Applied
Biosystems'™) Real-Time PCR System using Maxima SYBR
Green/ROX qPCR Master Mix (Thermo Scientific) according
to the manufacturer instructions. Three biological replicates
were performed for each strain/condition, using three technical
repeats. Expression levels were normalized using rpoA as
reference gene (Supplementary Dataset 1B). The relative
expression (RQ) was determined as 2AACT T detect significant
differences between samples, an unpaired Student’s t-test (¢ test
function of the stats package in R) was used, employing the RQ
values and a cutoff P < 0.05. RQ values were converted to log2
fold changes, where RQ values > 0.65 are shown as positive
log2 fold change, and RQ values < 0.65 as negative log2 fold
change. To give a negative value of RQ values < 0.65, we use the
formula (-1)/RQ.

Zhttps://cran.r-project.org/web/packages/parallelDist/index.html
3https://CRAN.R- project.org/package=pheatmap
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Resultados

El andlisis de la capacidad de sistemas de inducibles en control de la expresién en genes en
R. etli, asi como, los resultados referentes al gen RHE_PEO00001, se encuentran en
resultados adicionales. Los resultados mas relevantes en cuanto a la caracterizacion
funcional del regulador RHE_PE00024, nombrado como rdsA, se encuentran el articulo
publicado por Martinez-Absalon et al. 2022 en Frontiers in Microbiology (Front. Microbiol.
13:858440. doi: 10.3389/fmicb.2022.858440) . En este trabajo presentamos las siguientes
evidencias

La deplecidon en la expresion del gen rdsA (mutante cKD24) generd alteraciones en la forma
celular. En ausencia de induccién, la mutante cKD24 mostré células con forma redonda en un
63.3%. En presencia de induccion, las células redondas continuaron observandose, aunque
en una proporcion mas baja (41.2%). Adicionalmente, fue posible observar que cKD24
mantenia una expresion baja del gen rdsA en ausencia de induccion e inclusive en presencia
del inductor (4.6 y 12 % con respecto a la cepa silvestre CE3, respectivamente). Por lo cual
fue necesario colocar copias extras del gen completo rdsA en un plasmido con un promotor
inducible. Esta ultima cepa (cKD24 pSRKGm.:rdsA) mostrd una expresion de rdsA similar a
la cepa silvestre. Adicionalmente, presento células con forma bacilar de manera similar a la
cepa silvestre.

La proteina HK-hibrida RdsA presenté homodimerizacion in vivo. Mientras que una version
mutante del gen rdsA, rdsAW167R, fall6 en homodimerizar. La transferencia del gen
rdsAW167R, bajo el control de un promotor inducible, hacia la cepa cKD24, mostré 56.3 y
54.2% de células con forma redonda en ausencia y presencia de induccion respectivamente.
Por otro lado, la transferencia de la version silvestre del gen rdsA a la cepa mutante cKD24,
mostr6 una forma celular similar a la cepa silvestre CE3. Esto nos indica que la
homodimerizacion en rdsA es necesaria para mantener su funcion.

La mutante cKD24 mostré alteraciones en division y crecimiento celular, mostrado un
comportamiento estocastico. Las células redondas presentaron crecimiento en varios puntos
de la célula, incluso de manera simultanea. Las células redondas generaron mas
comunmente células redondas (62.6 %) y en ocasiones se generaron células redondas
ramificadas (3.3%). El tiempo de generacion de células con forma redonda fue notablemente
mas largo, con un tiempo promedio de 8 h, en comparacién al tiempo de divisiébn de 2 h en
las células silvestre. El crecimiento en cKD24 mostré alteraciones incluso en el porcentaje de
células que presentaron una forma bacilar. Las células bacilares en cKD24 presentaron
crecimiento ectopico, al presentar crecimiento celular en el polo viejo, normalmente inactivo
para la polimerizacion de peptidoglicano en la cepa silvestre. Las células de la mutante
cKD24 generaron células redondas o bacilares sin presentar un patron claro en el tipo de
destino celular en la descendencia de cada célula.

El andlisis por RNAseq en la mutante cKD24 mostrd que la HK-hibrida RdsA actia como un
regulador global en la expresion de genes en R. etli. La deplecién en la expresion del gen
RdsA generd alteraciones en la expresion de genes involucrados en division celular,
formacion de pared celular, respiracion oxidativa, traduccion y motilidad celular. Los
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resultados sugieren que la HK-hibrida RdsA es un regulador global que participa en division
celular y forma celular.
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Resultados adicionales
Evaluacion de la capacidad de control en la expresiéon de genes de

sistemas inducibles de expresion en R. etli.

1.- Existen varios sistemas de expresion inducibles, disefiados para especies cercanas a R.
etli, que pueden ser utilizados para el control de genes es esta especie. Sin embargo,
ninguno de estos sistemas ha sido probado directamente en R. etli. Por ello, se analiz6 la
capacidad de control en la expresion de 4 sistemas en R. etli, empleando genes reporteros.
Los sistemas /ac y taurina (tau) se fusionaron al gen reportero uidA, mientras que el sistema
de cumato (Q), Anhidrotetraciclina (Ant) se midié usando el gen mCherry. Los cuatro
sistemas logran expresar los genes reporteros en R. etli. La expresion de los genes
reporteros en cada sistema fue proporcional a la concentracion del inductor (Fig. 7).
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Figura 7. Los sistemas inducibles lac, taurina, anhidrotetraciclina y cumato controlan la
expresiéon de manera dependiente a la concentracién de la induccién. Los sistemas inducibles
de lac y taurina se analizan utilizando la fusion transcripcional con el gen uidA. Las mediciones de la
actividad del gen uidA se realizan a través de un método colorimétrico y se estandariza el nivel de
proteina a nm/min/mg. Los sistemas de anhidrotetraciclina y de cumato se miden a través de la
fusidn transcripcional de mCherry y se utilizan unidades arbitrarias de fluorescencia

En ocasiones, los sistemas inducibles pueden presentar una expresion basal (en ausencia de
induccion) en niveles de expresion que no logran ser lo suficientemente bajos para ver un
fenotipo claro de la funcién de los genes. El sistema de Q presentdé menor expresion de
mCherry en ausencia de induccién en comparacién al sistema Ant. El sistema de Q requiere
muy bajas concentraciones de inductor para lograr altos niveles de sobrexpresion (Fig. 7).
Estas dos ultimas cualidades del sistema de Q, son deseables para lograr bajos niveles de
expresion en los genes, y lograr fenotipos informativos de sus funciones.
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2.- Una vez seleccionado el sistema inducible por Q como el méas 6ptimo para lograr controlar
la expresion de genes en R. etli, construimos un plasmido integrativo con el sistema inducible
por Q pMASQ (Ver Materials and Methods en Martinez-Absalén). pMASQ fue utilizado para
colocar la expresion de los genes esenciales RHE_PEO00L y rdsA bajo control del promotor
inducible por Q, generando las mutantes condicionales cKDO1l (Materiales y métodos
adicionales) y cKD24 (ver Materials and Methods publicados en Martinez-Absalon et al.,
2022).

Con la finalidad de analizar la expresion del gen RHE_PEOO0OO1 en la mutante cKDO1
utilizamos el andlisis por RT-gPCR. Los niveles de expresion del gen RHE_PEO0001 en
ausencia de induccién en cKDO1 fueron significativamente mas bajos, expresando tan solo el
32% con respecto a la cepa silvestre CE3. En presencia del inductor, el nivel de expresiéon de
RHE_PEO00001 en cKDO1 fue significativamente mas alto, expresandose 10 veces mas con
respecto a la cepa silvestre (Fig. 8).
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Figura 8. Expresion relativa del gen RHE_PE00001 y rdsA en la cepa silvestre CE3 y las
mutantes cKD01 y cKD24. Analisis por RT-gPCR en presencia de induccién (Q+) o ausencia de
induccion. Niveles de expresion relativa (RQ) en el gen RHE_PEO00001 (barras azules) en la cepa
silvestre CE3 y las cepas mutantes cKDO1(A) y cKD24(B). Expresion relativa (RQ) de rdsA (barras
rojas) en la cepa cKDOl1l en comparacion con la cepa silvestre CE3 (C). Los niveles de RQ se
obtienen al normalizar la expresién con el gen constitutivo rpoA. Las mediciones provienen de 3
réplicas bioldgicas independientes cada una, con 3 réplicas experimentales para cada condicién y
cada cepa. Las barras de error representan desviacion estandar. * Diferencia estadistica significativa
en los niveles de RQ entre de la cepa silvestre y el RQ de las cepas mutantes, utilizando la prueba
de Student con un corte de pvalue < 0.05
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Por tanto, en la mutante cKDO1 la expresion del gen RHE_PEO00001 es dependiente del
inductor Q.

El gen RHE_PEOO0001 codifica para un posible regulador transcripcional, debido a la
existencia de un motivo helix-turn-helix. Por otro lado, el gen RHE_PE00024 codifica para
una HK-hibrida. Ademas, ambos genes se encuentran en el cromosoma secundario p42e y
en su contexto genomico son relativamente cercanos. Debido a esto, podria existir la
posibilidad de que RHE_00001 y rdsA interaccionen o participan en la misma via. Para
analizar si existe una relacion entre el gen RHE_PEOO000L y rdsA, revisamos a través de un
analisis por RT-gPCR el nivel de expresién de rdsA en la mutante cKDO1 y el nivel de
expresion de RHE_PEO00001 en la mutante ckD24

Los niveles de expresion de rdsA en la mutante cKDO1 se mostraron similares a la cepa
silvestre CE3. Ademas, el nivel de expresion de RHE_PEO00001 en cKD24 fue similar a la
cepa silvestre CE3. Por lo que no fue posible establecer una relacion entre ambos genes. Sin
embargo, mayores estudios son necesarios para entender si la actividad de estos genes
interactla en algun nivel.

La deplecion en la expresion del gen RHE_PE00001 genera cambios en la
forma y division celular de R. etli.

Con la finalidad de tener mayor informacién sobre la funcién del gen RHE_PE00001, las
células de la cepa silvestre CE3 y la mutante cKDO1, fueron analizadas bajo microscopia
Optica y de fluorescencia bajo condiciones de presencia y ausencia de induccién.

CE3 cKDO1

Sin induccién

Con induccién

Figura 9. Cambios en la forma celular de R. etli CE3 generados por la deplecién y la
sobreexpresion de RHE_PE00001. Microscopia de la cepa silvestre CE3 y la cepa mutante cKD01
en ausencia de induccién (Filas superiores) o en presencia de induccion (Filas inferiores). Las
imagenes fueron obtenidas después de 10 h de crecimiento en medio liquido PY. Las células fueron
colocadas en almohadillas de agarosa al 1%. Cada imagen DIC (Fondo claro) tiene su
correspondiente imagen utilizando tincion con DAPI (Fondo oscuro). Barra de escala 2 um
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Las células depletadas en el gen RHE_PEO0001 (ausencia de induccion) en la mutante
cKDO01, presentaron visibles cambios en su forma celular, en comparacion a la forma bacilar
en las células de la cepa silvestre CE3. Por otro lado, la adicion del inductor (sobrexpresion
del gen RHE_PEO00001) gener6é cambios en la forma celular de la mutante cKDOl. La
presencia de cumato no alteré de ninguna manera la forma celular en la cepa silvestre CE3
(Fig. 9)

Con la finalidad de detectar la presencia de nucleoide y, por tanto, la posible viabilidad
celular, se realizé una tincibn con DAPI en ambas cepas y condiciones. Las células fueron
observadas bajo microscopia de epi-fluorescencia (Ver Materials and Methods publicados en
Martinez-Absalon et al.,, 2022). Las diferentes formas celulares presentes en la mutante
cKDO1 en presencia o ausencia de induccién fueron tefiidas adecuadamente con DAPI, por
lo que fue posible observar material genético en las células. Por otro lado, en las células de
la cepa silvestre CE3 también fue posible observar adecuadamente su material genético,
tanto en presencia como en ausencia de induccion. Esto sugiere que los cambios en la forma
celular de la cepa mutante cKDO1 no parecen afectar la viabilidad celular (Fig. 9 y Fig. 10).

E -~
s

CE3+ cKDO1 CKDO1+

A
N

A: Bacilar 93.8 64.0 726
B: Redonda 6.2 238 233
C: Bacilar ramificada 0 41 16
D: Redonda ramificada 0 0 13 0.1
E: Filamentada 0 0 6.8 24

Figura 10. cKDO01 presenta diversos cambios en su forma celular. Las fotografias son
representativas de las diferentes formas celulares observadas en la mutante cKDO1. Las células
fotografiadas del andlisis por microscopia, fueron cuantificadas a través de 3 experimentos con
réplicas biolégicas independientes. En cada réplica se cuantificaron 300 células para cada cepa en
cada condicion (ausencia y presecia de induccién (+)). Barra de escala, 2 pm.

Para registrar mas adecuadamente el efecto causado por la delecion y sobrexpresion del gen
RHE_PEO00001 en R. etli, cuantificamos un total de 900 células para cada cepa y cada
condicion (ausencia y presencia de induccion) bajo microscopia Optica. La cuantificacion se
derivé de la observacion de 3 réplicas biolégicas independientes en cada cepa. Cada réplica
bioldgica fue construida de novo para evitar la aparicion de posibles mutaciones secundarias
gue puedan suprimir el fenotipo de la mutante cKkDO1.

La cepa silvestre mostré células con forma bacilar tanto en ausencia y presencia de
induccién con un 92.3 y un 93.8% respectivamente, el porcentaje restante se constituye de
células con una forma redonda (Fig. 10).
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cKD0O1 mostré células redondas en un 23.8%. Adicionalmente, observamos células
ramificadas tanto en las células con forma redonda como en las células bacilares, en un
1.3% y 4.1%, respectivamente. Ademas, se observaron células filamentadas en un 6.8%. Por
otro lado, en presencia de induccién, la mutante cKDO1 mostré células redondas en un
23.3%, mostrando ramificaciones en un 0.1%. Las células bacilares mostraron ramificaciones
en un 1.6. Finalmente, se observé filamentacion celular en un 2.4% (Fig. 10).
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Figura 11. cKD01 presenta cambios en la divisidn celular. Las filas representan imégenes
secuenciales del andlisis microscdpico por time-lapse en la cepa silvestre CE3 y la cepa mutante
cKDO1. Las células fueron crecidas previamente en medio liquido PY por 9 horas y fueron
esparcidas en una almohadilla de medio minimo al 1% de agarosa. Las células fueron fotografiadas
cada 10 minutos bajo microscopia Optica obteniendo imagenes DIC. El tiempo para cada bloque se
muestra en la parte superior. En la parte derecha se indica el tipo de cambio en la forma celular
detectado. En cada fila el tiempo cero representa el tiempo cero del inicio del experimento de time-
lapse, a excepcion de las filas de las células que presentan ramificacion. Donde la primera fila de
bacilar-bacilar ramificada inicia a partir de 6:50 y la segunda filia inicia a partir del tiempo 2:10. Para
la fila Redonda-redonda ramificada, la progresién comienza después de 3:40 de haber iniciado el
crecimiento. La fila de cambio de polaridad comienza a partir de 4:30 de haber iniciado el
crecimiento. Las flechas en esta fila indican la formaciéon del septo (Flechas verdes), y tras su
consecuente resolucion con la division es posible detectar el polo nuevo en la célula bacilar (flecha
blanca) posteriormente observamos elongacion celular a través del polo viejo de la célula (polo viejo)
hasta la nueva formacion de un septo. Barra de escala, 2 pm.
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Para analizar mas atentamente los cambios en la morfologia y la forma de divisién de las
células en las cepas de R. etli, realizamos un analisis por time-lapse en ausencia de
induccion (Ver Materials and Methods publicados en Martinez-Absalon et al., 2022). En este
analisis nos fue posible observar la forma de division de las diferentes formas celulares.
Fuimos capaces de detectar el crecimiento unipolar y asimétrico esperado en la cepa
silvestre CE3 (Fig. 11, fila CE3 Bacilar-bacilar). Este resultado concuerda con lo reportado
anteriormente para las Rhizobiales S. meliloti y A. tumefaciens (Brown et al., 2012).

Respecto al crecimiento de la mutante cKDO1, pudimos observar crecimiento del tipo
silvestre (Fig. 11, fila cKDO1 Bacilar-bacilar). No obstante, el crecimiento bacilar fue méas lento
en la mutante cKDO1 con 3 horas para terminar un ciclo de division celular, en comparacion
de 2 horas para las células silvestres. Ademas, en la mutante cKDO1 observamos diferentes
desarrollos celulares dados tanto, en las células con forma bacilar como en las células con
forma redonda. En cuanto a las células bacilares, observamos el desarrollo de células
redondas (Fig. 11, fila Bacilar-redonda), asi como el desarrollo de ramificaciones.
Observamos dos tipos de ramificaciones, una ramificacion en una forma de “y” donde la
célula parte el polo nuevo en dos foci (Fig. 11, Bacilar- bacilar ramificada primera fila). Y
ramificaciones en forma de “t”, donde las células desarrollan un foco en la parte media del
bacilo (Fig. 11, Bacilar-bacilar ramificada, segunda fila). Ademas, fue posible observar el
desarrollo de filamentacién en células bacilares (video 1 Filamentacion). Finalmente,
observamos células bacilares con crecimiento a través del polo viejo (Fig. 11, fila Cambio de
polaridad).

En lo referente a las células con forma redonda, pudimos observar el desarrollo de células
bacilares (Fig. 11, fila Redonda-bacilar), asi como, el desarrollo de células redondeadas (Fig.
11, fila Redonda-redonda). Finalmente, observamos el desarrollo de células redondas
ramificadas(Fig. 11, fila Redonda-redonda ramificada).

Con la finalidad de registrar el porcentaje de generacion de todos estos tipos de desarrollos
celulares, seguimos la generacion celular, durante 10 horas, de 217 células en la cepa
silvestre y 218 células en la mutante cKDO1. La totalidad de los bacilos analizados en la cepa
silvestre generaron bacilos, y el 1.4% de las células bacilares presentaron crecimiento por el
polo viejo (cambio de polaridad). En este analisis no se observaron células con forma
redonda en la cepa silvestre CE3 (Fig. 12 A, Resultados publicados en Martinez-Absal6n et
al., 2022). En el caso de la mutante cKDO1, el seguimiento celular se realizé de manera
independiente de acuerdo a la forma celular, con un total de 119 células con forma bacilar, y
99 con forma redonda. Las células bacilares en cKDO1l generaron 62.2% de células
bacilares, de las cuales el 17.6% present6 cambio de polaridad (video 2, Fig. 11, fila cambio
de polaridad). Las células bacilares generaron ramificaciones en un 8.8%. Ademas, se
observo filamentacién (células con una longitud mayor a 5.5 um) en un 9.2%. Finalmente, las
células bacilares desarrollaron células redondas en un 8.1%, mientras que el 2.2% restante
genero células redondas ramificadas (Fig. 12 B).

En cuanto a las células con forma redonda, el 29.3% generaron células redondas, el 4.2%
genero células redondas ramificadas. Las células redondas generaron bacilos ramificados en
un 2% vy filamentacion bacilar en un 7.1%. El 56.6% restante dio paso a células con forma
bacilar, de la cuales el 17.9% present6 cambio de polaridad (Fig. 12 C).

Estos resultados muestran que la alteracion en la expresion del gen RHE_PE00001, ya sea
en deplecion o en sobrexpresion, generan cambios drasticos en la forma del R. etli CE3. Esto
sugiere que el gen RHE_PEO0001 podria estar involucrado en la determinacién de la forma
celular de R. etli.
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Figura 12. Destino celular en R etli CE3 y cKDO01. Los eventos de division celular fueron seguidos
por 10 horas durante el crecimiento en camas de medio minimo MMY con agaroasa al 1%, en
ausencia de induccién. El crecimiento fue seguido por medio de imagenes DIC, tomadas cada 10
minutos usando microscopia. Los numeros representan el porcentaje de divisiones obtenidas en
cada tipo de forma celular. Los porcentajes se derivan de un total de 217 células para la cepa
silvestre CE3 (Datos publicados en Martinez-Absalon et al., 2022) y de 119 celas con forma bacilar y
99 con forma redonda en la cepa mutante cKDO1.
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Discusidén

Las alfaproteobacterias comparten una forma de division asimétrica (Hallez et al., 2004). No
obstante, la via de regulacién del ciclo celular en alfaproteobacterias, difiere de manera
llamativa entre los diferentes grupos que la componen. Entre las alfaproteobacterias se
conservan parcialmente las vias de regulacion. Algunos de los elementos conservados, son
los sistemas de dos componentes CtrA-cHpT-Ccka, DivJ-DivK, y PleC-PleD. No obstante, las
vias de regulacién, no se conservan de manera precisa, e incluso, los motivos de union a
DNA de los RR varian dentro de los grupos (De Nisco et al., 2013; Pini et al., 2014; Poncin et
al., 2018). En este trabajo proponemos a RdsA como un regulador global involucrado en la
determinacion de forma celular y division celular en R. etli. RdsA codifica para una HK-hibrida
que forma parte de un sistema de regulacion de dos componentes. Hasta el momento se
desconoce el componente de respuesta de la via.

La delecion de RdsA mostré un cambio drastico en la forma celular de R. etli, generando
células redondas, problemas en division celular, una tasa de crecimiento menor y
alteraciones en la forma de divisién, generando cambios de polaridad y ramificaciones.

El andlisis por RNAseq en la cepa depletada en RdsA (cKD24), mostré cambios en la
expresion global en varios procesos celulares importantes para el ciclo celular. Como lo son
la via de division celular, biogénesis de pared celular, respiracion-oxidativa y motilidad. Una
dificultad de este estudio, fue poder determinar cudles de estas vias o genes blancos, son
regulados por RdsA de forma indierecta o directa.

Fue llamativo no haber observado cambios en la expresion de genes como GPR, que fue
descrita como una proteina estructural involucrada en la determinacién de la forma bacilar en
Rhizobiales (Zupan et al., 2019). Ademas, no observamos cambios en PBP-1la, una PBP
propuesta como la mayor responsable en llevar a cabo los enlaces de PG tipo 4,4 en la
pared celular en Rhizobiales (William et al., 2021). Por lo que podemos proponer que RdsA
regula la forma bacilar por mecanismos distintos.

Dentro de los genes afectados de manera directa o indirecta por RdsA, involucrados en
determinacién de forma celular, se encuentran, las LD-transpeptidasas, proteinas
encargadas del enlace tipo 3,3 de PG en la pared celular. En Rhizobiales, este tipo enlace es
el mas abundante (Brown et al., 2012; Cameron et al., 2014). Por lo que, el cambio en la
expresion de las LD-transpeptidasas observado en la deplecion de RdsA, no es
menospreciable. /dtB se ha descrito en A. tumefaciens como una LD-transpeptidasa esencial,
involucrada en el crecimiento unipolar y en la determinacion de polaridad (Cameron et al.,
2014). IldtB mostré subexpresion por lo que no podemos descartar que las LD-
transpeptidasas jueguen un papel importante en el cambio de forma observado en cKD24.
Por lo que podrian ser blancos en la via de regulacién de RdsA.

Por otro lado, fue llamativo observar un cambio drastico en la expresion de MurJ en el
analisis de RT-gPCR, donde se observé una subexpresién de 20 veces con respecto a la
cepa silvestre. MurJ es una flipasa esencial. La esencialidad de MurJ, ha sido comprobada
tanto en E. coli como en A. tumefaciens (Curtis y Brun, 2014; Ruiz, 2008). MurJ se encarga
de transportar el lipido Il hacia la membrana, actividad indispensable para la biogénesis de
pared celular (Egan et al., 2018). En E. coli, la deplecion de MurJ genera cambios en la forma
celular, generando células con forma redonda y una disminucion de PG en la pared celular
(Ruiz, 2008). La concordancia con el fenotipo de delecién de MurJ, versus el fenotipo
observado en la delecion de RdsA, aunado a los bajos niveles de subexpresion de MurJ en
cKD24, colocan a MurJ como un posible blanco de la via de regulacion de RdsA.
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Ftsl es la PBP més activa durante la formacién del septo. Esta proteina trabaja en conjunto
con las proteinas de divisoma, FtISAZQWEXK, para la adecuada formacién del septo y
division celular (Rothfield et al., 2005). La deplecién de RdsA generd una disminucién en la
expresion en todos estos genes. La subexpresién del conjunto de genes ftsAZIQWEXK
podria generar errores en la colocacion del septo o fallos en su correcta formacién. Por lo
gue la disminucién en la expresion de los genes ftsAZIQWEXK podria estar involucrada en el
fenotipo de ramificacién en cKD24. Por lo tanto, los genes del divisoma podrian ser parte de
la via de regulacion de RdsA.

Adicionalmente, observamos disminucion en la expresion del operén minCDE, que en E. coli
ha sido descrito como esencial para la correcta localizacién del septo (Rothfield et al., 2005).
Sin embargo, esta funciéon de MinCDE no ha podido ser adecuadamente corroborada en
Rhizobiales. Incluso existe mayor evidencia de que la funcion de MinCDE no parece ser vital
para la localizacion del septo en Rhizobiales (Cheng et al., 2007; Flores et al., 2018; Landeta
et al., 2011).

En cuanto a los cambios de polaridad observados en RdsA, es notable que genes
involucrados en la determinacion de polaridad en Rhizobiales, como son PodJ y PopZ, no
presentaron cambios en su expresion en la cepa cKD24. No obstante, genes como ftsA, ftsZ
y ldtB, han sido reportados como determinantes en la polarizacion de Rhizobiales, asi como
esenciales para el crecimiento unipolar. (Grangueon et al.,, 2015; Zupan et al., 2016;
Cameron et al., 2014). ftsA, ftsZ y IdtB fueron encontrados con niveles de subexpresion en
cKD24. Por lo que es posible que la disminucién en la expresién en estos genes, participe en
los cambios de polaridad observados en cKD24.

Algo que nos llamé la atencion fue no ver cambios en la expresion del regulador maestro
CtrA. Tampoco, observamos cambios en los sistemas de expresiébn de dos componentes
como PleC-PleD y DivK-DivJd. Por lo que podemos proponer que RdsA logra regular la
division celular por una via genética distinta.

RdsA se encuentra codificado en el cromosoma secundario p42e y fue descrito a la par del
gen RHE_PEOO00001 como genes esenciales responsables de la estabilidad de p42e
(Landeta et al., 2011). En este trabajo nos centramos en describir la funcién de ambos genes
esenciales. En lo referente a RHE_PEO00001 construimos la cepa de expresion condicional
cKO1. Esta cepa mostrdé depleciéon del gen RHE_PEO0001 en ausencia de induccion y
sobrexpresion, en presencia de induccion. El analisis por microscopia de la cepa mutante
cKDO01 mostré alteraciones en la forma celular. cKDO1 generd células redondas, pero
también una fraccién de células presentaron filamentacion, y ramificaciones. Los cambios en
la forma celular en cKD01 se observaron en condiciones de subexpresion y sobrexpresion de
RHE_PEOO0001. Adicionalmente, fue posible observar crecimiento por el polo viejo de la
célula. Estos resultados nos permiten sugerir a RHE_PEO0001 como un posible regulador de
la forma celular y division en R. etli.

La similitud que existe entre los fenotipos de las cepas depletadas en la expresién de los
genes RHE_PEOO0001 y rdsA, aunado a su cercania en el genoma, podria llevar a suponer
que RHE_PO00001 podria ser el RR de la via de RdsA. Sin embargo, no hemos podido
generan evidencia experimental que lo compruebe. Por el contrario, el andlisis por RT-gPCR
de la expresién de ambos genes en ambas clonas no mostré una relacién o regulacién por
parte de los genes. De manera similar, el andlisis de RNAseq, en la cepa depletada de RdsA,
no mostré una relacion entre RdsA y RHE_PE00001. RHE_PEOO0001 carece ademas de los
motivos caracteristicos de un regulador de respuesta. Por ultimo, el fenotipo que presenta la
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cepa cKD24 es mas marcado que el fenotipo de la mutante cKDO1l. Por estas razones,
consideramos que RHE_PEO00001 no es el regulador de respuesta que trabaja con RdsA.
Para buscar este regulador de respuesta, Carmen Guadarrama ha generado anticuerpos
especificos contra RdsA, los cuales se emplearan en experimentos de pull down in vivo, con
la intencion de ver con qué proteinas se asocia RdsA. Paralelamente, Araceli Davalos y
Carmen Guadarrama estan intentando inactivar por mutacion cada uno de los 23 reguladores
de respuesta en el cromosoma de R. etli CFN42. La idea es que el RR que trabaje con RdsA
no deberia de poderse inactivar por mutacién, dado que seria también un gene esencial. Los
RR que se comporten como genes esenciales seran modificados para generar expresion
condicional de ellos, empleando el sistema de cumato. Nos concentraremos en aquel que
muestre un fenotipo similar a cKD24, tanto en forma como en divisién celular. De
encontrarse, verificaremos su posible interaccion por coinmunoprecipitacion, ademas de
realizar experimentos de fosfotransferencia.

Los sistemas de dos componentes que contienen HK-hibridas, frecuentemente requieren de
un tercer elemento de interacciéon, un elemento HPt (Gao y Stock, 2009). En el genoma de R.
etli CE3 se han reconocido, hasta ahora, dos proteinas con dominios HPt que podrian ser
esenciales. El grupo de Lourdes Girard determiné que los genes hpt ( RHE_CHO03800) y
chpT no pueden ser mutados por interrupcion (datos no publicados). Para determinar si estos
HPts son parte del sistema de dos componentes de RdsA, Carmen Guadarrama utilizé el
sistema de dimerizacion in vivo LexA (Dmitrova et al., 1998). Este sistema podria determinar
si alguna de estas HPts son capaces de heterodimerizar o interactuar con RdsA. Sin
embargo, no fue posible demostrar interaccion o dimerizacion entre RdsA y alguno de los dos
elementos HPts analizados. Asi mismo, probamos con este mismo sistema LexA, la posible
interaccién entre RdsA y RHE_PEO00001. Sin embargo, tampoco fue posible encontrar una
interaccion entre estas dos proteinas.

No obstante, aun son necesarios mas estudios para concluir si RdsA y RHE_PEO00001
participan en una misma via de sefalizacion o si convergen de alguna manera. O bien, si HPt
o ChpT son posibles elementos de fosforelevo para RdsA.

Adicionalmente, en el grupo de trabajo no habia sido posible construir mutantes por
interrupcién en ambos genes esenciales RHE 00001, y rdsA. Sorprendentemente, Araceli
Davalos logré obtener mutantes por interrupciébn en ambos genes, pero a una frecuencia

extremadamente baja, estimada en 1078 a 107, Debido a su baja frecuencia, proponemos
que estas mutantes portan ademas mutaciones supresoras. Las mutantes supresoras se
originan debido a que una pequefia parte de la poblacion bacteriana contiene una segunda
mutacion (0 mas) en su genoma, la cual permite la interrupcion del gen, sin generar un
fenotipo. Este fendmeno enmascara el efecto de la mutacién por interrupcién, y no genera un
fenotipo claro de la funcion del gen interrumpido. Sin embargo, la secuenciacion de mutantes
supresoras puede generar informacion interesante que nos permita entender la funcion de
estos genes.

Se obtuvieron un total de 4 mutantes supresivas para el gen RHR_PE00001 y 2 para rdsA.
Las mutantes supresivas en los genes RHE_PEO0001 y rdsA crecieron de manera similar a
la cepa silvestre, y no mostraron alteraciones en su forma celular.

En colaboracién con Patricia Bustos y Victor Gonzéalez, se realiz6 la secuenciacién del
genoma completo de las 6 mutantes y 2 cepas mas pertenecientes a la cepa silvestre CE3.
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La secuenciacion fue de una alta cobertura, con rangos que van de 57X a 210X. Al agrupar
las 6 mutantes supresivas, se obtuvieron un total de 13 SNPs ubicados en el cromosomay 9
que se encontraron repartidos en los plasmidos p42a, p42c y p42f. Vale la pena aclarar que
ninguno de estos SNPs se presentaron en las cepas silvestres que se secuenciaron en
conjunto con las mutantes supresivas.

Algo que resultd especialmente interesante de este andlisis, es que dentro de los 13 SNPs
cromosomales, 2 se encuentran compartidos en las mutantes supresivas del gene
RHE_PEO0001 y esos mismos 2 SNPs son compartidos en conjunto con las 2 mutantes
supresivas del gen rdsA.

El primer SNP compartido en las 6 mutantes cae dentro de la secuencia que codifica el gen
RHE_CHO03804. RHE_CHO03804 es un gen que se encuentra rio abajo del operon FtsEX.
RHE_CHO03804 se encuentra anotada como una probable aminotransferasa de aminoacidos
de cadena ramificada. Contiene un Unico dominio que pertenece a la superfamilia de
proteinas YdcF-like. YdcF esta involucrada a la resistencia de vancomicina y podria estar
involucrada en la biogénesis de pared celular (Chao et al., 2008).

Los SNPs que encontramos en RHE_CHO03804 realizaron dos tipos de cambios de codon
V101F y C124Stop. Ambos cambios pueden significar una pérdida total o parcial de la
actividad del gen RHE_CHO03804 en las mutantes supresivas de RHE_PEO0O0001 y rdsA.

El segundo SNP compartido por las mutantes supresivas para ambos genes, se encuentra
en la region intergénica entre los genes rne, codificado en la cadena negativa, y amiC,
codificado en la cadena positiva. Rne es una ribonucleasa E con actividad de degradacion de
MRNA y sRNA de manera dependiente. Por otro lado, AmiC es una amidasa que patrticipa en
la sintesis de PG. El cambio en la zona intergénica es A-C. Este cambio se presenté en las
todas las mutantes supresivas para ambos genes. Al ser un cambio en una region intergénica
podria significar un cambio la expresion de rne o amiC.

Para clarificar si RHE_CH03804 puede ser un gen relacionado en las vias de regulacion de
rdsA y/o de RHE_PEO00001, realizamos mutaciones por interrupcién en RHE_CH03804.

Las mutantes por interrupcién en RHE_CHO03804 se obtuvieron a una baja frecuencia en un

rango que va de 108 2109, Esto sugiere que RHE_CHO03804 podria ser un gen esencial en
R. etli CE3. Debido a esto, se construyé una mutante condicional para el gen RHE_CH03804
bajo el sistema de cumato. La mutante condicional en RHE_CHO03804, en ausencia de
cumato, presento crecimiento similar a la cepa silvestre CE3. No obstante, la sobrexpresion
en RHE_CHO03804 presentd problemas de crecimiento, y un cambio en su forma celular. La
mayoria de las células que mantienen sobrexpresion en RHE_CH03804 presentaron células
bacilares con un claro engrosamiento en la parte media, este tipo de forma fue nombrada
como pseudo-redonda. La sobrexpresion de RHE_CHO03804 generaron células
pseudoredondas en un 54%. Ademas, también fue posible observar células con una clara
forma redonda en un 22.4%. Con esto podemos proponer que RHE_CH03804 es un gen
esencial que podria participar en la biogénesis de pared celular.

RdsAy RHE_P00001 son genes conservados en Rhizobiales. Ambos, estdn conservados en
R. etli y especies cercanas, como Rhizobium leguminosarum. RdsA contiene un posible
homélogo en A. tumefaciens con la HK-hibrida Atu5509, con un porcentaje de identidad de
48%. Mientras que, en S. meliloti, RdsA no parece tener homologos claros. Por otro lado,
RHE_PEOO0001 present6 posibles homdlogos en A. tumefaciens (Atu6047 con una identidad
del 48%) y en S. meliloti (SM_b20042 con una identidad del 59%). Araceli Davalos reviso la

45



posible esencialidad de Atu5509. Para lo cual, realiz6 mutantes por interrupcién de

secuencia. El gen Atu5509 pudo ser interrumpido a frecuencias altas, mayores de 1076. sin
embargo, fue posible observar que Atu5509 parece tener una copia en el genoma de A.
tumefaciens. Esto se atribuye debido a que las cepas mutantes en Atu5509, mostraron
amplificacion por PCR del mismo producto Atu5509. En todos estos casos la insercion del
plasmido que interrumpid la secuencia de una de las copias de Atu5509 fue debidamente
corroborada por PCR.

Ademas, para revisar la posible esencialidad de los homdélogos de RHE_PEO0001 en A.
tumefaciens y en S. meliloti, (Atu6047 y SM_b20042 respectivamente) Araceli Davalos
realizO mutantes por insercibn en ambos genes y obtuvo mutantes con frecuencias altas

(mayores a 10'6).

De esta manera, podemos sugerir que RdsAy RHE_PEO0O0001 son genes esenciales para un
taxon determinado (R. etli y especies cercanas). Existen varios genes que son esenciales
Gnicamente para un taxén en especifico. Un ejemplo claro, es el factor de terminacién de
traduccion RF1 (prfA), el cual es esencial solo en E. coli K12. El resto de las cepas de esta
especie pueden prescindir de RF1. E. coli K12 contiene una mutacion en RF2, que ocasiona
una actividad ineficiente en RF2, por lo que RF1 resulta esencial como factor de terminacion
de traduccion en E. coli K12 (Johnson et al., 2012). En una circunstancia similar, la
inactivacion de rluD (que codifica para una pseudouridina sintasa) en E. coli K12 provoca un
crecimiento extremadamente lento, un mal reconocimiento en codones de término y defectos
en el ensamble de la subunidad 50S del ribosoma, asi como en la asociacion de las
subunidades 50S y 30S en el ribosoma. En contraste, la inactivacion de rluD en E. coli B 6 en
Salmonella enterica tuvo efectos practicamente indetectables en crecimiento, reconocimiento
de codones de término 6 ensamble de subunidades ribosomales. Estas diferencias entre
cepas y especies se deben a cambios especificos en el gene para RF2 en E. coli K12 (O
"Connor y Gregory, 2011).

Un ejemplo particularmente interesante es el del complejo elongasoma, que es esencial y se
conserva ampliamente en Bacterias con forma bacilar, tanto en Gram positivas como en
Gram negativas. Sin embargo, existen algunos taxones con forma bacilar, que presentan
ausencia de gran parte de las proteinas que conforman el elongasoma. Como es el caso
concreto de Rhizobiales, y algunas Actinobacterias (Streptomycetes y Mycobacteria) (Yulo y
Hendrickson, 2019; Daniel y Errington, 2003). Claramente, en estos grupos se han
desarrollado formas alternativas capaces de participar en este proceso.

La readaptacién de genes regulatorios puede generar también esencialidad especifica para
un taxon determinado. El sistema de dos componentes PhoP-PhoQ es no esencial en
practicamente todas las bacterias analizadas, Este sistema se activa en respuesta a
modificaciones en la concentracion de magnesio, calcio 6 presencia de péptidos cati6nicos
antimicrobianos, activando la expresion de una serie de genes que permiten adaptacion a su
nicho, incluyendo el control de algunos genes relevantes para virulencia. El sistema PhoP-
PhoQ resultdé ser esencial en la bacteria Xanthomonas campestris pv. campestris. En esta
bacteria, la reduccion en la expresion de phoP 6 phoQ provoco la detencion en crecimiento,
asi como problemas en division celular. Estos efectos se deben a que ahora varios genes
esenciales para crecimiento y divisién celular, incluyendo ftsA, estan en X. campestris pv
campestris bajo el control de sstema PhoP-PhoQ (Peng et al., 2017). Este es un ejemplo
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particularmente interesante, donde la recomposicion de una red regulatoria origina una
esencialidad especifica para un taxon.

Estos ejemplos nos permiten comprender que las bacterias generan mecanismos alternativos
para contrarrestar la pérdida de uno o varios genes esenciales. Esto tiene como resultado, la
generacion de vias y mecanismos alternativos, que pueden resarcir la perdida de alguna
funcién esencial. Por tanto, existen multiplicidad de genes que son esenciales solo en un
taxdn determinado. Alternativamente, es posible que el gen esencial especifico, sea
resultado de mutaciones adquiridas, en el gen, lo que permitiria suplantar la esencialidad de
otros genes.

Un aspecto interesante a desarrollar a futuro, es poder comprender cudles son los
mecanismos evolutivos y adaptativos que dieron paso a la esencialidad especifica de RdsA'y
RHE_PEO00001.
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Conclusiones

RdsA y RHE_PEOO0001 son genes que se encuentran codificados dentro del cromosoma
secundario p42e de R. etli. rdsA y RHE_PEO00001 son genes esenciales que le confieren alta
estabilidad al cromosoma secundario p42e.

RdsA es un regulador global que esta involucrado en la determinacion de forma celular, y
division celular en R. etli.

RHE_PEO0001 es un posible regulador esencial de R. etli, que también afecta forma y
division celular.
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Perspectivas

Para adquirir mayor informacién sobre la actividad del gen RHE_PEO0001 se propone
realizar un analisis de RNAseq, en la cepa mutante cKDO1, en condicion de deplecion
(ausencia de induccion) en comparacion con la cepa silvestre CE3. Dicho andlisis podria
generar informacién inicial sobre una via o funcién en la que el gen RHE_PEO0001 pueda
estar involucrado. Adicionalmente, podria brindar informacion sobre posibles genes que
interactien con RHE_PEO000O0L1.

Localizacién por microscopia de fluorescencia de RdsA, a través de la fusion con una
proteina fluorescente. Localizar RdsA a lo largo del ciclo celular de R. etli, nos permitira
establecer su participacion en la polarizacion de R. etli.

Localizacion de posibles RR de RdsA

Con la finalidad de encontrar proteinas que interaccionen directamente con RdsA. Se
propone realizar ensayos tipo pull-down con la proteina purificada RdsA, y anticuerpos
especificos para RdsA. Este analisis puede brindar informacion sobre cuales son las
proteinas con las que RdsA interacciona directamente y asi poder localizar posibles
elementos del sistema de dos componentes de RdsA como su RR o Hpt.

Ensayos de Fosforelevo entre posibles RR interactuando con RdsAy de posibles elementos
HPt.
No obstante, para facilitar esta oportunidad se propone:

Analisis bioinformético que nos permita localizar posibles RR de RdsA.

Los RR candidatos deberan cumplir con bajas frecuencias de conjugacion al realizar
mutantes por insercion. Esto nos permitira identificar posibles RR esenciales.

Construir mutantes condicionales en estos posibles RR esenciales. Analizar si mutantes
condicionales en RR muestran fenotipos similares a la mutante cKD24.

Complementacion de la mutante cKD24 con el o los posibles blancos de RdsA. La
complementacion también podria buscarse con posibles genes blancos de la via de
regulacion de RdsA.

Realizar analisis in vitro de fosforelevo, con posibles elementos que puedan formar parte del
sistema de dos componentes de RdsA. Ya sean, elementos HPt y/o posibles RR esenciales.

Efecto de la mutante cKD24 en la fisiologia de R. etli.

Analizar la composicion de pared celular en cKD24 en comparacion a la cepa silvestre CE3.
Para lo cual se propone marcar D-aminoécidos, ya sea con un marcaje fluorescente o
radiactivo. Lo que nos permitira medir la cantidad y el tipo de D-aminoacidos que son
incorporados por las diferentes cepas. Adicionalmente, es posible obtener el tipo y cantidad
de D-aminoacidos por medio de un andlisis por cromatografia liquida por HPLC.
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Analizar la capacidad de Respiracion en la cepa cKD24 en comparacion la cepa silvestre
CE3. Por medio de la comparacion de la capacidad de crecimiento de las cepas en
condiciones anoxigénicas 6 microoxigenicas.

Analizar la capacidad de motilidad en la cepa cKD24 en comparacién a la cepa silvestre CE3.

Localizacién de proteinas esenciales para divisién celular y de biogénesis de pared celular,
en las diferentes mutantes condicionales de los genes esenciales, por medio de proteinas
fluorescentes

Analizar la capacidad de nodulacién y fijacion de nitrégeno en la cepa cKD24 en
comparacion a la cepa silvestre CE3.
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Materiales y Métodos

Las cepas bacterianas y plasmidos utilizados en los resultados adicionales, se encuentran en
listados en la tabla 1 y los oligos utilizados para su construccion en la tabla 2. Los oligos
utilizados para el analisis de RT-gPCR en tabla 3.

Construccion de cepas

Construccion de cepas de expresion condicional con genes reporteros

Con la finalidad de evaluar la capacidad de deplecién y sobrexpresion de sistemas de
expresion condicional en R. etli. Se generaron plasmidos replicativos de expresion
condicional, utilizando sistemas de regulacion positiva. Para rastrear adecuadamente la
actividad de cada sistema se utilizaron los genes reporteros mCherry y uidA. Debido a que
no existen sistemas de induccion previamente probados en R. etli, se seleccionaron cuatro
sistemas de induccion exitosos en especies cercanas a R. etli (Tabla 1; Chubiz et al., 2013;
Khan et al., 2008; Mostafavi et al., 2014).

Sistema replicativo inducible por lac

Se coloco el gen reportero uidA bajo el control del sistema de induccion lac. Para ello, se
construyo el plasmido replicativo pSRKKmgus. El gen uidA se amplifico utilizando como
templado el plasmido pWM5 (Metcalf y Wanner 1993) y se clon6 en el plasmido replicativo
pSRKKm (Khan et al., 2008) con las enzimas Ndel y Nhel.

Sistemas replicativos inducibles por de Q y Ant

Se utilizaron las construcciones pJP18T y pJP22T realizados por Chubiz et al. (2013).
Ambos plasmidos son replicativos en Rhizobiales. Contienen el gen reportero mCherry bajo
el control de los sistemas inducibles por Q y Ant respectivamente.

Sistema replicativo inducible por tau

El plasmido pBBMCS53 se gener6 como herramienta para rastrear la actividad de
promotores (Girard et al., 2000). Es por ello que contiene el gen uidA como gen reportero en
ausencia de promotor. Por lo que, utilizamos el plasmido pBBMCS53 para medir la actividad
del sistema de induccion por tau. Para lo cual se amplificé el promotor Pwuw Y €l represor.
TauR usando como templado el genoma de Sinorhizobium fredii GR64. El producto de PCR
se clono en el plasmido pBBMCS53 con las enzimas EcoRI-Kpnl.

Construccion de sistemas de expresidon condicional integrativos en Rhizobiales
Con el objetivo de tener una herramienta que posiblemente nos permita controlar la
expresion de un gen especifico, se generaron plasmidos de expresion condicional
integrativos, El objetivo de los plasmidos, es colocar la expresion del gen deseado, bajo el
control de un promotor inducible, donde la capacidad del promotor, depende de la
concentracion del inductor. Esto se logra mediante un evento de recombinacion homaologa,
que logre desplazar el promotor nativo del gen a controlar. Esto genera como resultado la
incorporacion del promotor inducible rio arriba del gen completo (Fig. 6). Para ello, se
clonaron las regiones reguladoras (promotor-operador-represor) del sistema de expresion
condicional Q en el plasmido integrativo pK18mob (Schafer et al., 1994). pK18mob carece de
un sistema de replicacion en células Rhizobiales, por lo tanto, para que se lleve a cabo la
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replicacion del plasmido, es necesario su integracion al genoma por medio de un evento de
recombinacién homologa (Schafer et al., 1994).

Tabla 1. Cepas y plasmidos.

Plasmido o Descripcion o genotipo Referencia
Cepa
Escherichia coli
DHSa supE44 AlacU169 $80d/acZAMIS hsdR171 Hanahan
recAl endAl gyrA96 thi-1 relA1 1983
5171 E. coli 204::[RP4-2 (Tc::Mu) (Km::Tn7)] thi | Simon 1983
pro hsdR hsaM ArecA, Spr
Sinarhiz abium
fredii
GR64 Cepa silvestre. Con el sistema nativo indu- | Herrera-Cer-
cible por tau, NaF vera et al
1999
Rhizobium etli
CE3 Derivada de la cepa silvestre CFN42, smr | Noel et al
1984
CE3lac CE3 pSRKKm::uigA-Kmr Este trabajo
CE3Q CE3 pJP18T-Knr Este trabajo
CE3Ant CE3 pJP22T-Kmr Este trabajo
CE3ta CE2 pBETauGmr Este trabajo.

cKDlac-nadABC | CE3-pMasLac::nadA-Kmi-PygnadABC Este trabajo

CKDiac01 | CE3-pMasLac - 01-Kmi-Pp,..RHE_PEODO01 | Este trabajo

cKD01 CE3-pMasQ::01-Kmr-Pg; Este trabajo
emio: RHE_PE00001

CcKDANIOL CE3-pMasAnt-01-Kmr-Pgy Este trabajo
Terp::RHE_PEQ0001

cKDtau0l Este trabajo

CKDiac24 | CE3pMasLac:0L-Kmr-Pp,.-RHE_PE00024| Este trabajo

cKD24 CE3-pMasQ::01-Kmr-Pgy Este trabajo
emio: RHE_PE00024
cKDANI24 CE3-pMasAnt::01-Km-Pgy Este trabajo
Ten“RHE_PE00024
cKDtau24 CE3-pMasTau::24-Kmr- Este trabajo
PauaRHE_PED0024
Plasmidos
PBBRIMCS-5 Vector de clonacion Gmr Kovach et al
1995
pWMS Plasmido con el gen uidA Metcalf et al
1993
pK18mob Vector de mutagenesis por insercion Kmr |Pridmore et al
1987
PSRKKm Vector de expresion con el sistema de in- | Khanetal
duccion iac, de amplio rango de hospedero 2008
Kmr

pBBMCS53 Derivado de pBBRIMCS 5 sin promotor. Girard et al
Con el gen uidA de pWMS sin promotor 2000

pLC290 Vector de expresion con el sistema de in- | Chubiz et al
duccion por Q, de amplio rango de hospede-| 2013
o
pLC291 Vector de expresion con el sistema de in- | Chubiz et al
duccién por Ant, de amplio rango de hospe- 2013
dero
PSRKKmgus PSRKKm: uidA Este trabajo
pIP18T pLC290::mChemy Chubiz et al
2013
pIP22T pLC291-mChemy Chubiz e al
2013
pBBTau PBBRIMCS-5: TaUR-Pya 8 Este trabajo
pMASLac pK18mob::Lacl-Ppg, Este trabajo.
pMasQ pK18mob::CymR-Pricmio Este trabajo
pMasAnt pK18mob: TetR-Pr a0 Este trabajo
pMasTau pK18mob:: TauR-Pia s Este trabajo
pMasLac::Nad pK18mob::Lacl-Py-NadA Este trabajo
pMasLac::01 pK18mob::Lacl-Py. 'RHE_PE0O0OD0L Este trabajo
PmasLac:24 pK18mab::Lacl-P . 'RHE_PEQO0D0Z4. Este trabajo

pMasQ::01 pK18mob::CymR-Prjcmo::RHE_PEQOQOL | Este trabajo

pMasQ::24 | pK18mob::CymR-PricmoRHE_PED0D24 | Este trabajo

pMasAnt:01 | pK18mob: TetR-Pryeyp:RHE_PEDOODL | Este trabajo

pMasAnt: 24 | pK18mob: TetR-PrreqRHE_PED0024 | Este trabajo

PmasTau-01 | pKI8mob: TauR Pyas RHE PEDOO0L | Este trabajo

PmasTau::24 pK18mob:: TauR-Pig,a::RHE_PE0D024 Este trabajo




Tabla 2. Oligos usados para la construccién de cepas.

Oligos utilizados para la construccion de cepas

Sitio de res- Posicién Tamaiio de
Gene o region amplificada Primer Secuencia triccion in- Templado de inicio Referencia amplicon
corporado (bp)
vidA uidA F CCGCATATGTTACGTCCTGTAGAAACCCCA Ndel DWW 1000 1854
uidA R AGGCTGGCTAGCCGACGATGGTGCG Nhel 2854
. TauR-Piaa TuaR-PtauAF | CGAACGAATTCTGCAAGGCTCATTCTAACCC EcoRl | Sinorizobium meli-| 1049309 |, cq1gac 4 1643
TuaR-PtaA R GAGGTACCCGTTACCCTCTTTGGTTATGTC Kpnl loti 1021 1050951
B QIANtF GCTGAATTCCACTCATTAGGCACCCCAGG EcoRl 1996 KC296704.1/
CMyRITeR - PricmiolPrreo QANR ACCGTCGACGGTGAGCTCGCATGCACTA Sall PLC290LE29T ' —77e—] KC206705.1 1456
24-QIAnt F AGGGTACCAGATGGAAGTGCTGGATCGAC Kpnl 31785
RHE_PE00024 24-QIAntR ATCGTCGACATGACGACATGCGCCCAAA Sall CES3 (p42e) 32001 | MC-0077651 343
01 Q/ANT F AAGGTACCAGCTTAACAATGCGCTACGA Kpnl 167
RHE_PE00001 01 Q/ANTR GCCGTCGACGGTTCGCCGGTCCAGATG Sall CES (p42e) 471 NC_007765.3 305

Tabla 3. Oligos usados para el analisis por RT-qPCR.

Oligos utilizados para el analisis por RT-gPCR

Nombre del gen Oligo Secuencia Templado Referencia Posicién de inicio | Tamafo de amplicon (bp)
rpoA-F CCGATCGGCCTTATCCC 1781850
rpoA RHE_CH01609 OAR GTTTGCCGAACGGACCGACAG | CE3CNr NC_007761.1 1782141 312
rdsA RHE_PE00024 or24F _ |GCAGGATCTCTCGCTGACAT | g3 pape | NC_007765.1 = 198
of24-R  |GAGGTTTCGATCGTGGTGAG 32900
01F ACGAGGAATGGGATGAGGAG 756
ofr01 RHE_PE00001 IR GAGATGCGAAGCGACCTTAC | CE3-P42e NC_007765.1 9% 200

Sistemas integrativo indubles por Q
La construccion de los sistemas integrativos inducibles por Q (pMASQ) se realizo por medio
de la amplificacion del fragmento represor-promotor-operador de los plasmidos pLC290
(Chubiz et al., 2013). El fragmento se clon6 en pK18mob con las enzimas Ecorl-Sall.

Tabla 4. Sistemas inducibles de expresion disefiados para Alfaproteobacterias. Cada sistema
genera fenotipos consecuentes a la deplecion en la expresion del gen.

Sistema de Promotor Represor Especie Gene Fenotipo Referencia
Induccion
IPTG lac Lacl A. TraR Transferencia Khan et al.
tumefaciens del plasmido Ti (2008)
Cumato Pr 16-3 CymR M. FtfL Crecimiento en Chubiz et al.
extorquens metanol (2013)
Anhidrote-  Pr 16-3 TetR M. FtflL Crecimiento en Chubiz et al.
traciclina extorquens metanol (2013)
Taurina PtauA TauR S. meliloti  PleC Viabilidad Mostafavi et
celular al. (2014)

Construccion de mutantes condicionales (cKD) en los genes RHE_PE00001,

RHE_PE00024.

Los plasmidos integrativos inducibles por Q pueden ser una herramienta para regular la
expresion de un gen deseado. Para ello es necesario clonar un fragmento del gen que se
desea regular, en el plasmido integrativo inducible. Dicho fragmento corresponde al inicio de
traduccion méas aproximadamente 300 bp rio abajo. De esta manera se permitira un evento
de recombinacién homéloga, que tendra como resultado la integracion del sistema inducible
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rio arriba del gen completo. Por lo tanto, se genera el desplazamiento del promotor nativo
(Fig. 6).

Para la construccion de mutantes condicionales (ckKD) en los genes RHE_PEO00001 y
RHE_PE00024, se realizaron con la amplificacion de los fragmentos de cada gen
correspondientes al inicio de traduccién y aproximadamente 300 pb mas, rio abajo, utilizando
como templado la cepa R. etli CE3. Los productos se clonaron individualmente en el sistema
integrativo de expresion condicional por Q (pPMASQ). Los fragmentos de los genes fueron
ligados rio abajo del promotor inducible del sistema inducible con los sitios previamente
restringidos por las enzimas Kpnl-Sall.

Cada plasmido construido se transformé en E. coli DH5 (Tabla 2). Los plasmidos purificados
de dichas transformantes, se verificaron a través de PCR, empleando los mismos oligos que
se usaron para su construccién (Tabla 3), y mediante digestion con las enzimas de restriccion
adecuadas.

Los plasmidos verificados fueron introducidos en R. etli CE3 por conjugacion utilizando la
cepa E. coli S17 (Tabla cepas), previamente transformada de manera individual con cada uno
de plasmidos.

Las transconjugantes fueron seleccionadas por su resistencia a los antibidticos Nal-Kan o
Nal-Gm de acuerdo a los requerimientos de cada construccion. Las transconjugantes fueron
corroboradas a través de su perfil de los plasmidos. Adicionalmente, en el caso de las
transconjugantes en las cepas cKD, se verificO la correcta integracion de los genes
RHE_PEO00001 y RHE_PE00024 junto con los sistemas de inducciéon, por PCR mediante la
combinacion de los oligos universales M13 (Invitrogene) y los propios utilizados para cada
construccion integrativa.

Ensayos de actividad de los sistemas inducibles de Q y Ant utilizando como gen
reportero mCherry

La actividad de los sistemas inducibles Q y Ant en R. etli CE3 fue rastreada a través del gene
reportero mCherry. A partir de los overnights de la cepa CES3 silvestre, CE3Q y CE3A, fueron
colocados en placas de ELISA con cultivos iniciales a Aeo de 0.05, en 150 pl de medio PY
liquido. La capacidad de los promotores inducibles por Q y Ant se midi6 colocando
concentraciones de induccion crecientes desde 0 a 10 ug mil-1 de Q y de 0 a 25 ng ml-1 de
Ant, respectivamente. Los niveles de actividad de mCherry se midieron a una longitud de
onda de emision de 645 £ 40 nm, y los niveles de crecimiento por A, utilizando Bio-Tek
Synergy HT, un detector que permite leer fluorescencia y absorbancia, y controlar la
temperatura y agitacion para permitir crecimiento. La actividad de mCherry se midi6 a lo largo
del crecimiento de las cepas por 18 h realizando lecturas de crecimiento y fluorescencia cada
3 h.

Ensayos de actividad de los sistemas inducibles tau y lac utilizando como gen
reportero uidA

Cultivos iniciales de 0.05 Asxo, en 5 ml de medio liquido PY de las cepas CE3 silvestre,
CE3lac y CE3tau, con concentraciones crecientes de los inductores IPTG (0-750uM) y tau (O-
5mM) respectivamente, crecidos durante 18 h fueron utilizados para medir el nivel de
expresion del gen uidA utilizando p-nitrofenil glucurénido como sustrato (Corvera et al.,
1999). La reaccién colorimétrica de cada muestra, se dispensé en 200 ul en placas de Elisa,
se registro el cambio de coloracion cada 2 min por 90 min empleando Bio-Tek Synergy HT.
Los datos se normalizaron de acuerdo con la concentracion de proteina celular total,
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utilizando el método de Lowry (Ausubel et al., 1996) en un segundo conjunto de muestras de
1 ml.

Ensayos de microscopia

Los ensayos de microscopia y time-lapse en la cepa cKDO1l se realizaron siguiendo la
metodologia expuesta en los resultados publicados en Martinez-Absalon et al., 2022
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