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Resumen

RpoS es un factor sigma clave para la adaptacién al crecimiento en fase estacionaria, asi
como para la respuesta general a estrés. En Escherichia coli, la disponibilidad de RpoS en
fase exponencial, se regula a través del complejo proteolitico CIpXP con la participacion del
adaptador RssB, un miembro de la familia de reguladores de respuesta que se encuentra
conservada en bacterias. Por ejemplo, en Pseudomonas aeruginosa la proteina PA2798 es

un homologo estructural a RssB de E. coli.

En Azotobacter vinelandii, RpoS controla la expresion del operon phbBAC y su regulador
phbR, involucrados en la sintesis de poli-B-hidroxibutirato (PHB), un biopolimero de interés
industrial. Al igual que en E. coli, RpoS de A. vinelandii es degradado en fase exponencial
por el complejo proteolitico ClpXP, y en fase estacionaria por el complejo proteolitico CIpAP,
en presencia de la proteina EIIAN' no fosforilada, provocando una disminucion en la sintesis
de PHB. Sin embargo, se desconoce el mecanismo por el cual RpoS es reconocido por

ambos complejos proteoliticos.

A través de una busqueda bioinformatica, se encontré que el producto del gen Avin32720
comparte una identidad del 79% con la proteina PA2798 de P. aeruginosa. Cabe mencionar
gue Avin32720 se encuentra formando un posible operén con el gen Avin32710 (que
codifica para un factor anti-anti-sigma). Por lo tanto, en este trabajo se caracterizé la
participaciéon de los genes Avin32720-Avin32710, renombrados como rssB y rssC

respectivamente, en la degradacién del factor sigma RpoS.

Las mutaciones nulas de los genes rssB y rssC tuvieron un efecto positivo en la produccion
de PHB en la cepa UW136 silvestre. Por otro lado, en una cepa con un fondo genético con
el alelo mutante ptsN-H68A (EIIAN" en estado no fosforilado constitutivo) la ausencia de
RssB y RssC promovi6 una restauracion parcial de los niveles de PHB. Ademas, de manera
interesante, se observé en ambas cepas un aumento en los niveles y estabilidad de RpoS
durante la fase exponencial, sin embargo, no se observaron diferencias significativas
durante la fase estacionaria. Esto sugiere que existe una via adicional por la cual se lleva a
cabo el reconocimiento de RpoS por el complejo CIpAP en presencia de EIAN" no
fosforilada. Tomados en conjunto, nuestros resultados revelan un nuevo mecanismo, por el
cual RssBy RssC participan en la degradacion del factor sigma RpoS por el complejo ClpXP

en A. vinelandii.



1 Introduccion
1.1 Caracteristicas generales de Azotobacter vinelandii

Azotobacter vinelandii es un organismo modelo para el estudio de la produccion de
biopolimeros, la fijacion de nitrégeno aerdbica y la fisiologia microbiana. Se clasifica
como una bacteria Gram negativa de vida libre, perteneciente a la familia
Pseudomonadaceae. Es aerobia estricta y quimiorganotréfica, es decir, puede
utilizar una gran variedad de sustratos de carbono, incluidos alcoholes, acidos

organicos y azucares (Noar y Barcena, 2018).

Bajo condiciones desfavorables de nutrientes, A. vinelandii sufre un proceso de
diferenciacion a través de cambios morfo-fisioldgicos que resultan en la formacién
de quistes resistentes a la desecacion, a la desintegracion mecanica y a la
radiacion ultravioleta. Una vez que las condiciones son nuevamente favorables, los

quistes pueden germinar iniciando un nuevo ciclo de vida (Sadoff, 1975).
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Fig. 1. Quiste maduro de Azotobacter vinelandii. Se muestra la organizacion de los componentes del
quiste: polihidroxibutirato, alquilresorcinoles y alginato, asi como las estructuras que lo componen:
cuerpo central, capa interna (intina) y capa externa (exina) (Modificado de Espin, 2016).

La morfologia del quiste (fig. 1) consiste en una célula ovalada llamada cuerpo
central que contiene numerosos granulos insolubles del polimero de reserva poli-
B-hidroxibutirato (PHB). El cuerpo central esta rodeado por una capsula compuesta

por una capa interna llamada intina y una capa externa llamada exina, cuyo



componente principal es el exopolisacéarido alginato. Por otra parte, los fosfolipidos
de la membrana son reemplazados por los lipidos fendlicos alquilresorcinoles y
alquilpironas. Estos lipidos fendlicos también son componentes de la capa de exina
(Segura et al., 2020).

1.2 Caracteristicas generales e importancia del poli-B-hidroxibutirato
(PHB)

El poli-B-hidroxibutirato (PHB) se clasifica dentro de la familia de los
polihidroxialcanoatos (PHAS), un grupo de biopolimeros sintetizados por una amplia
gama de géneros bacterianos, tales como, Alcaligenes, Azotobacter, Bacillus,
Caulobacter, Pseudomonas, Ralstonia y Rhodobacter, entre otros. Es un
homopolimero compuesto de monémeros de 3-hidroxibutirato, en los que el grupo
carboxilo de un monoémero forma un enlace éster con el grupo hidroxilo del
monomero vecino. La masa molecular del PHB define sus propiedades mecanicas,

y, por lo tanto, su aplicacion final (Espin, 2001; Gonzalez et al., 2013).

En bacterias productoras de PHB, su acumulacion se presenta en respuesta a una
limitacion del crecimiento, principalmente por la falta de algun nutriente, como
nitrégeno, fésforo, magnesio u oxigeno, y en presencia de un exceso de la fuente

de carbono y energia (Espin 2001; Jendrossek et al., 2002).

El PHB tiene caracteristicas similares a los plasticos convencionales como el
polipropileno y el polietileno; sin embargo, presenta ventajas al ser un polimero
biodegradable y biocompatible. Gracias a estas propiedades es utilizado para la
produccion de articulos de uso diario como envases, revestimientos, botellas y otros
articulos desechables como navajas de afeitar, pafales, vasos, bolsas, tapas, entre
otros. Ademas, se ha buscado darle una aplicacion biomédica como su uso en
dispositivos médicos (endoprétesis vascular, suturas, dispositivos cardiovasculares,
dispositivos de reparacion de nervios y vendajes para heridas), andamios de
ingenieria de tejidos, sistemas de administracion de farmacos, materiales dentales,

etc. (Velazquez-Sanchez et al., 2020).



A pesar de que la produccion de PHB representa un beneficio para el medio
ambiente, su produccion a nivel industrial aun es limitada debido a los altos costos
de produccion relacionado con el precio de los sustratos utilizados y su
procesamiento posterior, por lo que se necesita mas investigacion y desarrollo para

convertirlo en un producto viable.

1.2.1 Biosintesis de PHB y su regulacién genética

La biosintesis de PHB en A. vinelandii (fig. 2) se lleva a cabo durante la fase
estacionaria de crecimiento como una desviacion del metabolismo central del acetil-
CoA, que en lugar de metabolizarse en el ciclo de Krebs se utiliza en la sintesis de
PHB en tres etapas enzimaticas. La primera reaccion es llevada a cabo por la
enzima B-cetotiolasa (codificada por phbA) y consiste en la condensacion de dos
moléculas de acetil-CoA para generar acetoacetil-CoA. A continuacién, el
acetocetil-CoA se reduce mediante la acetoacetil-CoA reductasa (codificada por
phbB) utilizando NADPH y produciendo 3-hidroxibutiril-CoA que finalmente se
polimeriza por la actividad de la PHB sintasa (codificada por phbC) (Velazquez-
Sanchez et al., 2020).

2 acetil-CoA

B-cetotiolasa
(PhbA)

CoA

NADPH NADP+ CoA

Acetoaceti-CoA | ———<Z . D-(-)-B- —~ Poli-B-
hidroxibutiril-CoA hidroxibutirato

Acetoacetil-CoA PHB Sintasa
Reductasa{PhbB) {PhbC)

Fig. 2. Biosintesis de polihidroxibutirato.

Los genes phbA, phbB y phbC se encuentran organizados en el operén phbBAC
gue se transcribe a partir de dos promotores, pBl y pB2, respectivamente (fig. 3).
Corriente arriba de este operéon y de manera opuesta, se encuentra el gen phbR
cuyo producto (PhbR) activa de manera directa la transcripcion del operdn a partir



del promotor pB1, mientras que el promotor pB2 depende del factor sigma de fase
estacionaria RpoS (08). La transcripcion del gen phbR esta controlada a partir de
dos promotores: pR1y pR2. La proteina PhbR activa la expresion de su propio gen
a partir del promotor pR1, por otra parte, el promotor pR2 es inducido por RpoS
(Peralta-Gil, 2002; Herndndez-Eligio 2011; Velazquez-Sanchez et al., 2020).

/ N\

pR1 pR2 pB2 pB1

— - * ‘v phbB phbA 3 phbC o
;gR\_/‘ Acetoacetil-CoA  B-cetotiolasa PHB

reductasa sintasa

Fig. 3. Modelo de regulacién genética del operén phbBAC.

1.3 Sistema de fosfotransferasa asociado a nitrégeno (PTSN)

Un sistema de fosfotransferasa (Phosphotranspherase System, PTS) se define
como un grupo de enzimas que transfieren un grupo fosfato procedente del
fosfoenolpiruvato (PEP), de un miembro del sistema al siguiente, en un orden
determinado (Pfluger-Grau y Gorke, 2010). Se han identificado dos tipos generales

de PTS, los cuales difieren en el nimero y funcion de sus integrantes.

El primer sistema caracterizado fue el PTS asociado a carbohidratos PTSaz0ca" (fig.
4A), involucrado en el transporte y fosforilacion de diferentes sustratos de azucar
(cetohexosas, aldohexosas, di y trisacaridos, y aminoazucares) al interior de la

célula.
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Fig. 4. Modelo de sistemas de fosfotransferasas. A) PTS clasico responsable del transporte de
carbohidratos al interior de las células bacterianas. B) PTSN" involucrado en funciones regulatorias
en bacterias (Adaptado de Lipa et al., 2020).

Se compone de cuatro proteinas citoplasméticas (El, HPr, EIIA y EIIB) y una
proteina de membrana (EIIC). La proteina El se autofosforila a partir de PEP e inicia
el fosforrelevo al transferir el grupo fosfato a la proteina HPr, y esta a su vez, fosforila
a la proteina EIIA. Posteriormente, EIIB recibe el grupo fosfato y finalmente lo
transfiere al aztcar unido a EIIC. Ademas del transporte de carbohidratos, este
sistema también participa en la regulacion de procesos fisiolégicos como la
represion catabdlica, la quimiotaxis, la formacion de biopeliculas, la virulencia y la

transduccion de sefales (Deutscher et al., 2014).

El segundo sistema PTS identificado esta asociado al metabolismo de nitrdgeno
(PTS\M) (fig. 4B) y esta presente en diversas proteobacterias, pero también, en
microorganismos de otros phylum, como espiroquetas y fusobacterias (Galinier y
Deutscher, 2017). Se conforma por las proteinas EIN', NPr\" y EIIAN', |as cuales
estan codificadas por los genes ptsP, ptsO y ptsN, respectivamente. En PTSN" el
fosforrelevo inicia con la autofosforilacion de EIN" a partir de PEP, a continuacion, el

grupo fosfato se transfiere a NPr\', por Gltimo, es recibido por la proteina EIIANY,



El sistema PTSN' carece de las proteinas EIIB y EIIC presentes en el PTS32 por
lo que se sugiere que esta involucrado exclusivamente en funciones reguladoras
(Pfluger-Grau y Gorke, 2010), y en la mayoria de los casos, esta actividad es
mediada a través del estado de fosforilacion de la proteina EIIAN", considerada
como el aceptor final del grupo fosfato y principal regulador entre los componentes
de este sistema. Por ejemplo, el sistema PTSN' participa en algunos procesos
fundamentales como la fijacion de nitrégeno, homeostasis del potasio y fosfato,
utilizacion de carbono, produccién de metabolitos secundarios y virulencia (Galinier
y Deutscher, 2017).

1.4 Complejos proteoliticos ClpP-Chaperona

Las proteasas dependientes de ATP (AAA*, ATPases associated with cellular
activities) evitan la acumulacion de proteinas mal plegadas o0 agregadas
asegurando la viabilidad celular. Ademas, juegan un papel crucial en la regulacién
del proteoma para dar respuesta a estimulos externos, lo cual permite una rapida

adaptacion celular.

Debido a que la protedlisis es un proceso irreversible, esta sujeta a una estricta
regulacion. Por lo tanto, los sustratos dirigidos a degradacién contienen secuencias
de reconocimiento llamadas degrons presentes en los extremos N- o C- terminal, o
bien, en una region interna que es expuesta debido a un estimulo (cambio

conformacional, corte endoproteolitico, etc.) (Bittner et al., 2016).

En bacterias Gram negativas se han descrito cinco diferentes proteasas AAA+, las
cuales se dividen en dos tipos, complejos de dos componentes (heterosubunidades)
y complejos de un componente (homosubunidades). Los complejos ClpXP, CIpAP
y HslUV contienen el dominio de ATPasa y proteasa en polipéptidos separados,
mientras que los dos dominios de ATPasa y proteasa de FtsH y Lon se encuentran
en un solo polipéptido (Bittner et al., 2016). ElI complejo proteolitico de dos
componentes ClpP-chaperona esta compuesto por una serina proteasa conocida
como ClpP, organizada en dos anillos heptaméricos, que realiza la hidrolisis de sus

proteinas blanco utilizando ATP, y una chaperona, ya sea CIpA (dos anillos
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hexaméricos) o ClpX (un anillo hexameérico), que reconoce los sustratos, los
desdobla y transloca al interior del canal proteolitico de ClpP para su degradacion
(Kirstein et al., 2009).

Complejo Clp-Chaperona

N domain

N domain

Proteina ~
AAA+

Proteasa -

CIpAP ClpXP

RssB
SspB
UmuD

ClpS

Fig. 5. Complejo Clp-Chaperona. En color verde se muestran las chaperonas CIpA y ClpX, mientras
que en color rojo se muestra la proteasa ClpP (modificado de Kirstein et al., 2009).

Ademas, existen proteinas adaptadoras que reconocen los sustratos, Yy
posteriormente, los transfieren a los complejos ClpP-chaperona. Se han descrito
tres proteinas adaptadoras para el complejo ClpXP: SspB, RssB y UmuD, mientras
que para el complejo CIpAP solo se ha identificado el adaptador ClpS (fig. 5)
(Kirstein et al., 2009).

En la mayoria de las bacterias Gram negativas y positivas, los complejos ClpXP y
ClpAP, participan en la protedlisis de los productos originados por el sistema de
rescate de ribosomas, los cuales son marcados en su extremo C-terminal por el
tmRNA SsrA, esto permite liberar a los ribosomas estancados en RNAm dafiados y
degradar proteinas andmalas (Kirstein et al., 2009). Ademas, ambos complejos
participan en diferentes procesos celulares como la virulencia, la esporulacion, la
division celular, la replicacion, transicion de fase de crecimiento, entre otros
(Mahmoud y Chien, 2018).



1.5 Factor sigma RpoS

La adaptacion celular ante diferentes sefiales ambientales como la disponibilidad de
nutrientes, temperatura, osmolaridad o pH, se logra a través de la regulacion de la
expresion de genes para dar respuesta al estrés.

Este ajuste se da en gran medida por factores sigma, proteinas que se unen al
ndcleo de la RNA polimerasa y le permiten iniciar la transcripcion en diferentes tipos
de promotores. En proteobacterias, el factor sigma RpoS (0% o %), es el principal
coordinador de la respuesta general de estrés y de la fase estacionaria, cuando los
nutrientes estan limitados (Gottesman, 2019). RpoS controla aproximadamente del
10%-23% del genoma de E. coli, por lo que es importante para muchos procesos
como la formacion y maduracion de biopeliculas, la resistencia a antibidticos,
virulencia, el dafio a DNA, cambios morfologicos, dafio oxidativo, cambios de

osmolaridad, entre otros (Dorich et al., 2019).

En A. vinelandii, RpoS controla la expresion de los genes involucrados en la sintesis
de PHB y de alquilresorcinoles (ARs). Ademas, regula la expresion de los genes
algE1-7 y eexDEF, que codifican las epimerasas y el sistema de secrecion de tipo
I, responsables de controlar las proporciones adecuadas de residuos de glucuronato
en el alginato presente en la cédpsula del quiste (Moreno et al.,, 2018). También
regula la expresion de la proteina de choque térmico Hsp20, una de las proteinas
mas abundantes de los quistes y esencial para la resistencia a la desecacién
(Cocotl-Yanez et al., 2014; Segura et al., 2020).

Debido a que el regulén de RpoS es muy amplio, su expresion es controlada a nivel
transcripcional y post-transcripcional; particularmente este ultimo de manera
negativa por proteinas que se unen y secuestran al factor sigma (anti-sigmas) y por

protedlisis, regulando asi su disponibilidad y estabilidad (Gottesman, 2019).



2 Antecedentes

En estudios anteriores se reportd que en cepas mutantes ptsP y ptsO de A.
vinelandii, disminuye drasticamente la expresion de los genes phbB y phbR, y, por
lo tanto, la produccion de PHB (Noguez et al., 2008). Este fenotipo se relaciona con
la presencia de EIIAN" en su estado no fosforilado, ya que de acuerdo con la cascada
de fosforilacion de PTSN', la mutacién de los genes ptsPy ptsO, por interrupcién de
Tn5 y por casete de resistencia respectivamente, evitan la transferencia del grupo
fosfato hacia EIIAN" (fig. 6).

2.5+ R
& c
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g 20 £ 2.0
3 Q
v x
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g 13 @ 15
210 £ 104 |
£ -
g . v
8% : g 051 ,
<% 3 -
Rt 0 -

UW136 ptsP-  ptsO- UWI36 ptsP-  pisO-

Fig. 6. Efecto de la inactivacion de los genes ptsP y ptsO. Disminucién de la expresién de los genes
phbB (A) y phbR (B), asi como la reduccién drastica en la sintesis de PHB (C) (Modificado de Noguez
et al., 2008).

El efecto del estado de fosforilaciéon de la proteina EIIAN" sobre el PHB se confirmé
mediante la construccién de una cepa que expresa a la proteina EIIAN" no
fosforilable, la cual presenta un cambio en la histidina 68 por una alanina (H68A).
La cepa con el alelo ptsN-H68A presenta un fenotipo negativo de sintesis de PHB
(fig. 7), lo cual confirma que EIIAN" no fosforilada afecta de manera negativa la
sintesis de PHB (Noguez et al., 2008). Debido a que la proteina EIIAN" no presenta
dominios de union a DNA, se propuso que su efecto negativo sobre la expresiéon de
los genes phbB y phbR es de manera indirecta, involucrando al menos un

intermediario.
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En estudios posteriores, se identificé que la proteina EIIAN" no fosforilada, afecta la
transcripcion de phbR y phbBAC mediante la induccion de la degradacion de RpoS
por el complejo proteolitico CIpAP (Muriel-Millan et al., 2017), el cual se conforma
por la serina proteasa ClpP y la chaperona CIpA, que reconoce los sustratos y los
transloca al interior de ClpP para su degradacion (Kirstein et al., 2009).

UW136 ptsN-H68A

\ il

Fig. 7. Fenotipo de produccién de PHB de la cepa mutante ptsN-H68A. Las cepas se crecieron en
medio PY sacarosa al 2% durante 72 h a °C. La opacidad de la estria esta relacionada con la
produccion de PHB (Modificado de Muriel-Millan, 2015).

Ensayos tipo Western blot, mostraron que en la cepa con el alelo mutante ptsN-
H68A (EIIAN" no fosforilada, presente) los niveles de RpoS asi como su estabilidad
se reducen. Sin embargo, se observo que una mutacion por insercion de casete de
resistencia en los genes clpP o clpA, promueve un aumento en los niveles y
estabilidad de RpoS en comparacién con la cepa parental (ptsN-H68A) (fig. 8). Cabe
mencionar que a través de ensayos gRT-PCR se determiné que los niveles de
RNAmM de rpoS se mantuvieron estables en la cepa silvestre, lo cual sugiere que la
reduccion de los niveles de proteina RpoS fue causada solo por su protedlisis a

través del complejo CIpAP y no por una reduccion en su transcripcion.

Los datos anteriores indican que en fase estacionaria y en presencia de EIIAN" en
su forma no fosforilada, los niveles de RpoS se reducen por una protedlisis mediada
por CIpAP, que a su vez disminuye la transcripcion de los genes implicados en la
sintesis de PHB (Muriel-Millan et al., 2017). En nuestro conocimiento, el trabajo
realizado por Muriel-Millan et al., 2017, es el primer estudio en el que se ha

reportado la actividad de la chaperona CIpA en la degradacion de RpoS.

11



A B

pisN-H68A Minutes after Sp addition
UW136  poS clpd  clpP 0 15 30 60 120
RpoS —> | ene D — c—

UW136 (WT) Sromts oy i . -k

100 §5(16) 96 (12) 129 (15) ,

. | PisN-H68A I - - I
* L RpoS

pisN-H68A/clpA I— T - — ‘I

pIsN-H68A/clpP ‘! — -_l

Fig. 8. Los niveles y estabilidad de RpoS estan reducidos en la cepa ptsN-HE68A. A) Deteccidén de RpoS
por Western blot usando antisuero policlonal anti-RpoS, en células cultivadas en medio PY durante
48 h a 30°C. Una interaccion inespecifica de antisuero con una proteina que migra mas bajo que
RpoS se muestra como el control de carga (*). B). Determinacién de la estabilidad de RpoS en cepas
cultivadas en medio liquido PY durante 48 h a 30°C (Modificado de Muriel-Millan et al., 2017).

Existe una variedad de chaperonas que interactian con ClpP (Kirstein et al., 2009).
En E. coli, ClpX, pero no CIpA, ha sido reportada como la chaperona responsable
del reconocimiento y presentacion de RpoS a la proteasa ClpP en fase exponencial
(Battesti et al., 2011). En A. vinelandii, el complejo CIpXP también degrada a RpoS
durante fase exponencial (fig. 9) (Muriel-Millan et al., 2017).

UWI136 rpoS clpA clpX clpP

RPOS > —— | —

100 87 (10) 252(93) 313 (117)

Fig. 9. Mutaciones en clpX y clpP aumentan los niveles de RpoS en la cepa UW136 durante la fase
exponencial. Deteccién de RpoS por Western blot usando antisuero policlonal anti-RpoS, en células
cultivadas en medio PY durante 8 h a 30°C. Una interaccién inespecifica de antisuero con una
proteina que migra mas bajo que RpoS se muestra como el control de carga (*) (Modificado de
Muriel-Millan et al., 2017).

En general, los complejos ClpP-Chaperona requieren una proteina adaptadora que
confiera especificidad sobre sus proteinas blanco. ClpS es una proteina pequefia

gue trabaja como un adaptador del complejo CIpAP, uniéndose especificamente a
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sus sustratos y presentandolos a ClpA (Kirstein et al., 2009). En A. vinelandii, una
mutacion en el gen clpS no restauro la sintesis de PHB en la cepa mutante ptsP (fig.
10), lo que indica que el adaptador ClpS no participa en el reconocimiento de RpoS
por CIpAP (Muriel-Millan et al., 2017).

Fig. 10. La mutacién en clpS no restaura la sintesis de PHB en la cepa ptsP de A. vinelandii. Las
cepas se crecieron en medio PY sacarosa 2% durante 72 h a 30°C (Modificado de Muriel-Millan,
2015).

Debido a lo anterior, se propuso que EIIAN" podria actuar como un adaptador que
reconoce a RpoS para su degradacion por CIpAP; sin embargo, mediante el sistema
bacteriano de dos hibridos basado en la reconstitucién de la adenilato ciclasa
(BACTH), no se observo interaccion entre EIIAN"y el factor sigma RpoS, sugiriendo
gue podria haber alguna otra proteina que funcione como adaptador (Muriel-Millan
et al., 2017).

En E. coli, la proteina adaptadora RssB se une a RpoS y permite su reconocimiento
por la chaperona ClpX y su subsecuente degradacién por ClpP durante la fase
exponencial (Batestti et al., 2011). En P. aeruginosa, también se ha reportado que
ClpXP degrada a RpoS en fase exponencial (Bertani et al., 2003). En un estudio se
identificd que el gen PA2798 codifica para una proteina con una estructura similar
a la de RssB de E. coli (Battesti et al., 2013), compartiendo una identidad del 28%.
De manera interesante, en A. vinelandii el producto del gen Avin32720 presenta una
identidad de 79% con la proteina PA2798 de P. aeruginosay del 26% con la proteina

RssB de E. coli. PA2798 y Avin32720 tienen un contexto gendmico similar, ya que
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se encuentran formando un posible operdn con un gen que codifica para un anti-
anti-sigma, PA2797 y Avin32710, respectivamente. Cabe mencionar que en ambos
casos el ATG del primer gen se sobrelapa con el codoén de paro del siguiente gen,

y, por lo tanto, podrian participar en la misma actividad (fig. 11).

RssB
P. aeruginosa tal PA2797 PA2798 | PA2799 vac |—
A. vinelandii tal Avin32710  Avin32720 vacJ

Anti-anﬁ-éigma

Fig. 11. Contexto gendmico de los genes PA2798-PA2797 de P. aeruginosa y Avin32720-Avin32710
de A. vinelandii.
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3 Hipotesis

En A. vinelandii, las proteinas codificadas por los genes Avin32720 y Avin32710,
participan en el reconocimiento de RpoS y su degradacién por los complejos ClpXP
y/o CIpAP (fig. 12).

Fase exponencial Fase estacionaria

SistemaPTSNr

EIIAY no
fosforilada

Avind2TT10 | Avin32i20

Sintesis de PHB

Fig. 12. Modelo hipotético de la degradacion de RpoS a través de las proteinas Avin32720 y
Avin32710 con la participacion de las proteasas ClpXP (lzquierda) y CIpAP (Derecha). ClpP se
representa de color rojo, ClpX de color azul y CIpA de color verde.

4 Objetivos

4.1 Objetivo General

e« Determinar la participacion de las proteinas Avin32720-Avin32710 en la

degradacion del factor sigma RpoS por los complejos ClpXP y/o ClpAP.

4.2 Objetivos Particulares

1. Inactivar los genes Avin32720y Avin32710 en las cepas UW136 y ptsN-H68A
de A. vinelandii.
2. Determinar el efecto de la mutacion en los genes Avin32720 y Avin32710

sobre la produccion de PHB en las cepas UW136 y ptsN-H68A.
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3. Determinar el efecto de la mutacién en los genes Avin32720 y Avin32710

sobre los niveles y estabilidad de la proteina RpoS en fase exponencial y

estacionaria en las cepas UW136 y ptsN-H68A.

5 Materiales y métodos
5.1 Cepas bacterianas, plasmidos y oligonucleétidos utilizados.

Las cepas utilizadas de A. vinelandii y E. coli, asi como los plasmidos y

oligonucledtidos utilizados en este trabajo se describen en la tabla 1, 2 y 3,

respectivamente.

Tabla 1. Cepas de A. vinelandii y E. coli, utilizadas en el presente trabajo.

Cepa Descripcion Referencia

Uw136 Mutacion natural en algU, Rif". Coleccion
del
laboratorio

UW136::pALA8a Plasmido cointegrado en el cromosoma, Noguez et

expresando a EIIAN' no fosforilable H68A, al., 2008

(ptsN-H68A) K"

LMW35 (UW136 UW136 con mutacion en el gen clpP. Muriel et al;

ClpP) 2017.

LMW38 (ptsN- ptsN-H68A con mutacion en el gen clpP Muriel et al,

H68A ClpP) 2017.

UW RssB UW136 con mutacion en el gen Este trabajo

Avin32720::Gm" orientacion no polar.

ptsN-HG68A RssB

ptsN-H68A con mutacion en el gen

Avin32720::Gm", orientacién no polar.

Este trabajo

UW RssC

UW136 con mutacién en el gen Avin32710,
Gm', orientacion no polar.

Este trabajo

ptsN-HG68A RssC

ptsN-H68A con mutacion en el gen

Avin32710, Gm', orientacién no polar.

Este trabajo
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UW RssB/RssC

UW136 con mutacion en los genes
Avin32720-Avin32710, Gm', orientacién no

polar.

Este trabajo

ptsN-HG68A RssB/
RssC

ptsN-H68A con mutacion en los genes
Avin32720-Avin32710, Gm", orientacion no

polar.

Este trabajo

UW RssB-B* UW RssB con una copia del gen Avin32720 | Este trabajo
integrado en el gen melA.
UW RssC-C* UW RssC con una copia del gen Avin32710 | Este trabajo

integrado en el gen melA.

UW RssB/ RssC

-BC*

UW RssB/RssC con una copia de los genes
Avin32720-Avin32710 integrado en el gen

melA.

Este trabajo

ptsN-H68A RssB-
B+

ptsN-H68A RssB con una copia del gen
Avin32720 integrado en el gen melA.

Este trabajo

ptsN-HG68A RssC-
C+

ptsN-H68A RssC con una copia del gen
Avin32710 integrado en el gen melA.

Este trabajo

ptsN-H68A
RssB/RssC-BC*

ptsN-H68A RssB/RssC con una copia de
los genes Avin32720-Avin32710 integrado

en el gen melA.

Este trabajo

E. coli DH5a endAl hsdR17 supE44 thi-1A-recAl gyrA96 | Coleccion
relAAlacU169¢80 (AlacZ AM15). del
laboratorio
Tabla 2. Plasmidos utilizados en el presente trabajo.
Plasmidos Descripcién Referencia

pJET 1.2 Vector de clonacion. Thermo
Scientific

pBSL141 Fuente del casete Gm' Alexyev et
al., 1995
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pJET PgyrA pJET con regidn promotora del gen gyrA sin | Coleccion
Shine Dalgarno. laboratorio

pUMA Tc Plasmido usado para la integracion del Cocotl-
DNA dentro del locus melA de A. Yafez et
vinelandii, Tc'. al., 2014

pJET FragRssB-
RssC

pJET con region codificante de los genes
Avin32720 y Avin32710.

Este trabajo

pJET RssB pJET con el gen Avin32720 interrumpido Este trabajo
con casete de resistencia a Gm, orientacion
no polar.

pJET RssC pJET con delecion parcial del gen Este trabajo

Avin32710 e insercidon de casete de

resistencia a Gm, orientacion no polar.

pJET RssB/RssC

pJET con delecién parcial del operon
Avin32720-Avin32710 e insercion de casete

de resistencia a Gm, orientacion no polar.

Este trabajo

pJET RssB-Comp

pJET con regioén codificante del gen
Avin32720.

Este trabajo

pJET RssC-Comp

pJET con region codificante del gen
Avin32710.

Este trabajo

pJET PgyrA-RssC

pJET PgyrA con region codificante del gen
Avin32710.

Este trabajo

pUMA RssB pPUMA Tc con regién codificante del gen Este trabajo
Avin32720.
pUMA RssC pPUMA Tc con regién codificante del gen Este trabajo

Avin327210.

pUMA RssB/RssC

pUMA Tc con region codificante de los
genes Avin327210 y Avin32720.

Este trabajo

Tabla 3. Oligonucledtidos utilizados en el presente trabajo.
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Oligonucledtidos Secuencia5'a 3' Referencia

FragRv-RssB GGG CAG ATC GAACAACTG G Este trabajo
MutRssC-RV CTGTCGATGCTC TGAGTT TC Este trabajo
MutDoble-FW CAA GGC CAA GGT GCT GGA AG Este trabajo
MutDoble-RV AAC CGC TGT CCT CCA GGT AG Este trabajo
RssBRv-Comp GAA CAC AAG GTC AGC CGG ATT TC Este trabajo
BamHI-RssC GGATCC GAG GTACTC TGG ATG GAT Este trabajo
Comp-Fw TG

MelAL-F GGCCTTCTACCTGTCCTTC Este trabajo
MelAL-R TGG CGC TTG ATG AAC CAG G Este trabajo

5.2 Medios y Condiciones de Cultivo

Las cepas de A. vinelandii se crecieron en medio minimo Burk-Sacarosa (BS), cuya
composicion es la siguiente (g/L): MgCl2:-6 H20, 160; NaMoOa-2 H20, 0.2; FeS04-7
H20, 5; CaCl2-2 H20, 7.3; Na2S04-18.3; K2HPO4, 8; KH2PO4, 2; Sacarosa, 200. El
pH se ajust6 a un valor de 7.2. Se agreg6 agar bacteriolégico 15 (g/L) para solidificar
el medio. Ademas, se crecieron medio Peptone-Yeast (PY), cuya composicion es la
siguiente: 5 (g/L) de Peptona y 3 (g/L) de levadura, suplementado con 2% de

sacarosa.

Los cultivos de E. coli se crecieron 24 h a 37°C en medio Luria-Bertani (LB) cuya
composicién es la siguiente (g/L): peptona de caseina, 10; extracto de levadura, 5;
NaCl, 5. En medio liquido se creci6 a 37°C con una velocidad de agitacién de 200

rpm.

Los antibidticos usados fueron: gentamicina 1y 10 pg/ml (Gm); kanamicina 1y 10
png/ml (Km); espectinomicina 100 pg/ml (Sp); ampicilina 100 pg/ml (Amp);

rifampicina 10 pg/ml (Rif) para A. vinelandii y E. coli, respectivamente.
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5.3 Procedimiento con acidos nucleicos

La extraccion de DNA de plasmido se realizd con el kit de purificacion GeneJET
Plasmid Miniprep, mientras que la purificacion de productos de PCR se llevo a cabo
con el kit GeneJET Gel Extraction Kit, ambos de Thermo Scientific. Para las
amplificaciones de los genes de interés por PCR, se utiliz6 DNA cromosomal de A.
vinelandii, y DNA de plasmido de E. coli. Las enzimas utilizadas fueron Taq DNA

Polimerasa y DNA Polimerasa Phusion High-Fidelity de Thermo Scientific.

5.4 Extraccion de DNA de plasmido (Técnica del Perclorato)

Se crecid a E. coli en 10 ml de medio LB durante 24 hrs. Se centrifugé 1.5 ml de
cultivo y se recuperaron las células. Se resuspendio6 la pastilla en 175 pl de TES
(15% Sacarosa, 50mM TRIS pH 8.5, 50mM EDTA pH 8.0), se afadieron 25 pl de
lisozima (10mg/ml) y se incubé en hielo durante 20 minutos. Se afiadieron 400 pul de
agua helada y se incub6 durante 15 minutos a 73°C. Se centrifugd y se descarto el
pellet con un palillo. Se afadieron 60 ul de NaClO4 5M y 600 pl de isopropanol, se
mezclé y se centrifugd durante 15 minutos. Se lavo el pellet con 1ml de etanol al
70% y se centrifugd a 12, 000 r.p.m. Se secé en savant durante 15 minutos a 60°C.
La pastilla se resuspendié en 50 ul de RNAsa (20 pg/ml).

5.5 Transformacion de E. coli

Se utilizaron 200 ul de células competentes quimicas por cloruro de calcio de E. coli
DH5a y se incubaron en hielo durante 30 minutos. Se dio un shock de calor durante
2 minutos a 42°C. Se agregdé 1 ml de medio LB liquido sin antibiético y se incubd
durante una hora a 37°C con agitacion. Se platearon 100 pl y 200 pl en medio LB
con Amp.

5.6 Construccion de mutantes por insercidén de casete de resistencia
o eliminacion en rssB (Avin32720), rssC (Avin 32710) y rssB/rssC
(Avin32720-Avin32710)

Para la construccion de mutantes nulas en los genes rssB, rssC y rssB/rssC, se

utilizaron los oligonucleotidos FragFwRssB y FragRvRssB para amplificar un
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fragmento que contuviera a ambos genes debido a que no hay una regién
intergénica entre ellos, usando como templado DNA cromosomal de la cepa WT. El
producto de 2315 pb se ligo en el vector pJET 1.2 y el plasmido resultante se nombro
pJET FragRssB-RssC. El gen de resistencia a gentamicina se obtuvo del plasmido
pBSL141 (Alexyev,1995) y fue insertado en un sitio Unico Sall dentro del gen rssB
en la orientacioén no polar, resultando en el plasmido pJET rssB. La mutacion en los
genes rssC y rssB/rssC, se realizé por delecion parcial del gen a través de una PCR
inversa, en la que se utilizé el plasmido pJET FragRssB-AAS como templado. Los
oligonucledtidos MutRssC-RV y MutDoble-FW eliminaron una seccion de 207 pb del
gen rssC, mientras que los oligonucleétidos MutAAS-RV y MutDoble-FW, eliminaron
una seccion de 1476 pb del operon rssB/rssC. Posteriormente, cada producto fue
ligado al casete de resistencia a gentamicina dando origen a los plasmidos pJET
RssC y pJET RssB/RssC. Los plasmidos construidos se linealizaron con la enzima
Pdml y se transformoé a las cepas UW136 (WT) y ptsN-H68A de A. vinelandii.

5.7 Complementacion de las mutaciones en los genes rssB, rssCy
rssB/rssC

El gen rssB se amplificé con los oligonucleotidos FragFw-RssB y RssBRv-Comp, el
producto de 1609 pb se clono en el vector pJET 1.2 resultando en el plasmido pJET
RssB-Comp. Los plasmidos pJET RssB-Comp y pJET FragRssB-RssC fueron
digeridos con la enzima Bglll y las bandas obtenidas con las regiones rerguladoras
y codificantes de los genes rssB y rssB/rssC se ligaron al vector pUMA Tc,
previamente digerido con la enzima BamHI, resultando en los plasmidos pUMA
RssB y pUMA RssB/RssC, donde cada gen queda bajo el control de su propio
promotor. El vector pUMA Tc contiene el gen melA (locus neutro del genoma de A.
vinelandii) interrumpido por un casete de resistencia a Tc. Los plasmidos resultantes
fueron linearizados con la enzima Ndel y usados para transformar a las cepas
mutantes de los genes rssB y rssB/rssC, resultando en las cepas complementadas
UW RssB-B*, ptsN-H68A RssB-B*, UW RssB/RssC-BC*, ptsN-H68A RssB/RssC-
BC".
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Los oligonucledtidos BamHI-RssC-Comp-Fw y FragRv-RssB se utilizaron para
amplificar un fragmento de 895 pb, para clonar al gen rssC (sin su region reguladora)
en el vector pJET 1.2, resultando en el plasmido pJET RssC-Comp. Posteriormente,
fue digerido con las enzimas BamHI y Xbal, y la banda de interés fue clonada en el
vector pJET PgyrA corriente abajo y en el mismo sentido que el promotor de gyrA,
el plasmido resultante se nombré pJET PgyrA-RssC. Posteriormente, el plasmido
fue digerido con la enzima Bglll y la banda de interés se ligd al vector pUMA Tc,
previamente digerido con la enzima BamHlI, resultando en el plasmido pUMA RssC.
El plasmido resultante se digiri6 con la enzima Ndel y se uso para transformar a las
cepas mutantes del gen rssC, dando origen a las cepas complementadas UW RssC-
C*y ptsN-H68A RssC-C*.

5.8 Cuantificacion de PHB

La cuantificacion de PHB se realizé por el método de Law y Slepecky (1961), basado
en la conversion de PHB a &cido croténico por tratamiento con &cido sulfarico
concentrado. Las células fueron cosechadas de medio solido PY suplementado con

sacarosa al 2% a las 72 h de incubacion y resuspendidas en 1 ml de MgSO4 10mM.

Las muestras se centrifugaron y se deseché el sobrenadante, posteriormente se
resuspendié en 1 ml de hipoclorito de sodio al 30% y se incubaron a 37°C durante
una hora. Las muestras se centrifugaron 13000 rpm por 7 minutos, lavadas con 1ml
de agua y centrifugadas nuevamente. Se hicieron dos lavados posteriores con
etanol absoluto y acetona. Una vez secas las pastillas de PHB, fueron
resuspendidas en 1 ml de acido sulfurico concentrado y calentados durante 10
minutos a 95°C. La densidad oOptica de las muestras se determiné a una longitud de
onda de 235 nm. Los resultados de la cuantificacion de PHB se obtuvieron con la
ecuacion de Lambert-Beer (Alonso et al., 2009):

A=2ClI

donde:
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A= absorbancia

C= concentracion(pg/mL)

> = coeficiente de extincion molar del acido crotdnico (15600M*cm?)
I= longitud de la celda(lcm)

5.9 Cuantificacion de proteina

La cuantificacién de proteina de las cepas utilizadas para la determinacion de PHB
se realizé por el método de Lowry et al., (1951). Los ensayos se realizaron por
triplicado. El procedimiento fue el siguiente: se tom6 1 ml de medio de cultivo y se
centrifug6 a 13,000 rpm durante 5 min para obtener el paquete celular, el cual se
resuspendio en 1 ml de MgSO4 10mM. Se tomaron 20 pl de células resuspendidas
y se llevo a 200 pl con H20. Se afiadié 1 ml de solucion reactiva, se agito y se dejo
reposar 10 min. Se afiadié 0.1 ml de reactivo de Folin diluido con 1 volumen de H20
y se dej6é reposar 30 min. Por ultimo, se ley6 absorbancia a 625 nm en el
espectrofotometro. Simultdneamente se analizé una curva patrén con las siguientes

concentraciones en pg/ml de albumina: 25, 50, 100, 200, 400.
Solucién reactiva:

Solucion A: Na2COs 2% en NaOH 0.1 N

Solucién B: Tartrato de Na y K 2%

Solucién C: CuS041%

Se mezclo 0.5 ml de solucion C + 0.5 ml de solucion B + 49 ml de solucion C
5.10 Curva de crecimiento

Las cepas se crecieron en medio BS liquido durante 24 h. Se tomo 1 ml de cultivo
y se cuantifico proteina por el método de Lowry, posteriormente se inocularon 300

pug de proteina por cada cepa en matraces con 50 ml de medio BS liquido. Se
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tomaron muestras a las 0, 8, 12, 18, 24, 36, 48, 60 y 72 h. La curva de crecimiento

se determind por cuantificacion de proteina por el método de Lowry.

5.11 Determinacién de niveles y estabilidad de RpoS por Western-blot

Las cepas se crecieron en medio PY liquido, se centrifugd el cultivo y se cuantifico
proteina por el método de Lowry. Posteriormente 30 pg de proteina total fueron
mezclados con el buffer de carga para SDS-PAGE y calentados a 95°C por 10 min.
Las proteinas fueron separadas en geles SDS-PAGE al 10% vy transferidas a
membranas de PVDF. La proteina RpoS fue detectada usando el antisuero
policlonal RpoS-6His a una dilucién 1:2000 en PBST, seguido por un anticuerpo
anti-conejo IgG a una dilucién 1:10000 en PBST. Las membranas fueron reveladas
mediante 1-Step NBT/BCIP de Thermo Scientific.

Para la determinacién de la estabilidad in vivo de RpoS, las cepas fueron crecidas
en medio liquido PY durante 8 h y 48 h. La sintesis de proteinas fue bloqueada
mediante la adicion de espectinomicina a una concentracion final de 1mg/ml. Se
tomaron muestras a 0, 15, 30, 60 y 120 minutos luego de la adicion del antibiotico y
se trataron como se describié anteriormente. Los niveles relativos de RpoS se
calcularon por densitometria utilizando el programa ImageJ (Schneider et al., 2012).
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6 Resultados
6.1 Analisis delos genes Avin32710y Avin32720

En A. vinelandii el producto del gen Avin32720 codifica para un posible homdélogo
funcional del adaptador RssB de E. coli, y rio abajo de este se encuentra el gen
Avin32710. De acuerdo con su contexto genético, ambos genes se encuentran
formando un posible operén de 1664 pb ya que no existe una region intergénica
entre ellos (fig. 13). A partir de esta informacién y para fines practicos, se decidié
renombrar al gen Avin32720 como rssB y al gen Avin32710 como rssC.

270 pb
Lipoproteina de union Regulador de respuesta  Anti-anti sigma
a fosfolipidos Homologo de RssB (AAS)

1664 pb

Fig. 13. Contexto genetico de los genes Avin32720 y Avin32710.

La proteina RssB de A. vinelandii se conforma de 394 aminoacidos y presenta una
identidad del 79% con su homélogo PA2798 presente en P. aeruginosa. Se
encuentra anotado en el genoma (KEGG) como un regulador de respuesta, ya que
posee en su extremo N-terminal un dominio receptor (REC) y en el extremo C-
terminal un dominio efector de la familia PP2C que se ha visto asociado a fosfatasas
de serina/treonina (fig. 14A). Sin embargo, dentro de su contexto genético no se
localiza una proteina histidina cinasa por lo que se considera un regulador de
respuesta huérfano. Por otro lado, RssC se conforma de 160 aminoacidos, posee
una identidad del 89% con PA2797 de P. aeruginosa, contiene un dominio STAS
(sulfate transport and anti-sigma factor antagonist) por lo que se considera un

probable factor anti-anti-sigma (AAS) (fig. 14B).
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RssB

rRec  GGH PP2C

RssC

STAS

Fig 14. Representacion de los dominios presentes en las proteinas A) RssB y B) RssC de A.
vinenlandii.

6.2 Construccion de cepas mutantes en los genes rssB-rssC

Para determinar el papel de rssB-rssC sobre la degradacion de RpoS, se generaron
mutaciones de estos genes en las cepas UW136 y ptsN-H68A. Como se describe
en la seccion de materiales y métodos, la mutacion en rssB se realiz6 a través de la
insercién de un casete de resistencia a gentamicina en un sitio tnico Sall del gen
(fig. 15B), mientras que la mutacion en rssC (fig. 15C) y en el operon rssB-rssC
(fig.15D) se generd por delecion parcial a través de una PCR inversa, en la que se

eliminaron 207 pb y 1476 pb de los genes, respectivamente.

Posteriormente se insertd el casete de resistencia a gentamicina. Las mutaciones
generadas se confirmaron mediante PCR. Se observé un fragmento de 2315 pb al
utilizar como templado el DNA de la cepa silvestre. Por otra parte, el fragmento
obtenido de las cepas mutantes rssB, rssC y rssB-rssC fue de 3206 pb (fig. 16A),
3033 pb (fig. 16B) y 1764 pb (fig.16C), respectivamente.
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Fig. 15. Mapa fisico de la regidon cromosomal mlaA, rssB y rssC de A. vinelandii A) UW136 (WT). B)
Mutacién del gen rssB por interrupcion con casete de resistencia a Gm. C) Mutacion por delecion
parcial del gen rssC. D) Mutacién por delecion parcial del operén rssB-rssC.

Se observo la presencia de bandas inespecificas, sin embargo, no se observo la
presencia de bandas silvestres en las clonas verificadas, por lo que se corrobora la

correcta mutacion de los genes.

Fig. 16. Electroforesis en gel de agarosa 1% del producto de PCR de la mutacion del gen A) rssB,
B) rssC y C) rssB-rssC en las cepas 1) UW136 y 2) ptsN-H68A. M marcador de peso molecular, (-)
control negativo (H20) y (+) control positivo (DNA de la cepa WT).
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6.3 Efecto de las mutaciones en los genes rssB, rssCy rssB-rssC
sobre el crecimiento celular de las cepas UW136 y ptsN-H68A

Con el proposito de caracterizar el efecto de la inactivacion de los genes rssB, rssC
y rssB-rssC, se realiz6 una cinética de crecimiento en las cepas mutantes

generadas.

Cinética de crecimiento-BS

b UW136

UW rssB

UW rssC

UW rssB-rssC

0.1

Frowe

0.01

mg de proteina/ml de cultivo

0.001+4 T T T T
0 12 24 36 48

Horas

Cinética de crecimiento-BS

-o- UW136

-©- ptsN-HEBA

-8 ptsN-HE8A rssB

-A- ptsN-HB8A rssC

7 ptsN-HE8A rssB-rssC

mg de proteina/ml de cultivo

0.001 | 1 1 1 1
0 12 24 38 48

Horas
Fig 17. Cinética de crecimiento. Efecto de la inactivacién de los genes rssB, rssC y rssB-rssC en las
cepas A) UW136 y B) ptsN-H68A. Las células se crecieron en medio BS-liquido a 30°C durante 48h.

Como se observa en la fig. 17A, a partir de las 8 h (en fase exponencial), las cepas
UW rssB, UW rssC y UW rssB-rssC, presentan una fase lag mas extendida que la
cepa silvestre. Sin embargo, producen la misma cantidad de biomasa que la cepa
silvestre al final de la fase estacionaria (48 h). De manera interesante, se puede
notar que la cepa ptsN-H68A rssB presenta un fenotipo similar a su parental,
mientras que en las cepas ptsN-H68A rssC y ptsN-H68A rssB-rssC se observa una

ligera diferencia en la fase lag del crecimiento celular (fig. 17B). Esto sugiere que la
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mutacion de los genes rssB-rssC tienen un efecto en la regulacion de proteinas

involucradas en el crecimiento celular en fase exponencial.

6.4 Fenotipo de PHB

A continuacion, las cepas mutantes fueron evaluadas en su capacidad para
sintetizar PHB. Dado que proponemos que RssB y RssC participan en la
presentacion de RpoS para su degradacion ante los complejos ClpXP y CIpAP,
predecimos que los niveles de este factor sigma aumenten en un fondo genético
con mutaciones nulas en rssB-rssC. En ausencia de estos genes, la acumulaciéon
de RpoS promoveria la expresion del operdn biosintético phbBAC y la acumulacion
de PHB desde etapas tempranas, a diferencia de lo que ocurre en la cepa silvestre.
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Fig. 18 Fenotipo de sintesis de PHB. Se observa el efecto de la inactivacion de los genes rssB, rssC
y rssB-rssC en la cepa UW sobre el fenotipo A) y acumulacion B) de PHB. Las células se crecieron
en medio solido PY sacarosa 2% durante 72 h a 30°C. La diferencia significativa fue analizada
mediante t- test y se encuentra indicada (* denota valor P<0.01, ** denota valor P<0.001, *** denota
valor P<0.0001).
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Como se observa en la fig. 18B, la cepa UW rssB presentdé un aumento en la
produccion de PHB del 26% en comparacion con la cepa UW136, mientras que en
las cepas UW rssC y UW rssB-rssC, se observé un aumento del 66% y 59%,

respectivamente.
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ptsN-H68A ptsN-H68A ptsN-HB8A
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Fig. 19. Fenotipo de sintesis de PHB. Se observa el efecto de la inactivacion de los genes rssB, rssC
y rssB-rssC en la cepa ptsN-H68A sobre el fenotipo A) y acumulacién B) de PHB. Las células se
crecieron en medio solido PY sacarosa 2% durante 72 h a 30°C. La diferencia significativa fue
analizada mediante t- test y se encuentra indicada (** denota valor P<0.001, *** denota valor
P<0.0001).

La cepa ptsN-H68A presentd una disminucién de PHB del 74% (fig.19B), lo que
concuerda con los antecedentes presentados, en donde se menciona que en
presencia de la proteina EIIAN" no fosforilada, se afecta la transcripcién de phbR y
phbBAC mediante la induccion de la degradacion de RpoS por el complejo
proteolitico CIpAP (Muriel-Millan et al., 2017).
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Similar a la inactivacion de clpP y clpA (Muriel-Millan et al., 2017), la mutacion de
los genes rssB-rssC restauré de manera parcial la capacidad de sintesis de PHB en
la cepa ptsN-H68A con respecto a lo acumulado por la cepa silvestre UW136 (fig.
19). Se observé un aumento en los niveles de PHB del 90% y 113% en las cepas
ptsN-H68A rssB y ptsN-H68A rssC, respectivamente. De manera interesante, se
observo un efecto acumulativo en la sintesis de PHB en la cepa ptsN-H68A rssB-

rssC con un aumento del 165%.

Para confirmar que el efecto que ejercen las mutaciones en los genes rssB, rssC y
rssB-rssC sobre la sintesis de PHB no es causado por efectos polares o mutaciones
no deseadas, se complemento a las cepas mutantes con los plasmidos pUMA RssB,
PUMA RssC y pUMA RssB-RssC, estos permiten insertar una copia complementaria
del gen correspondiente en un locus neutro del genoma de A. vinelandii nombrado
melA (Cocotl-Yarfiez et al, 2014., Muriel-Millan et al., 2015), a través de un evento

de doble recombinacion.

Como se esperaba, la complementaciéon de cada una de las cepas redujo los niveles
de PHB similares a los mostrados por las cepas parentales UW136 y ptsN-HE68A
(fig. 18 y fig. 19). Estos resultados confirman que los genes rssB-rssC estan
asociados con el efecto observado sobre la produccién de PHB.

6.5 Deteccidn de la proteina RpoS en las cepas mutantes en los genes
rssB, rssCy rssB/rssC

Previamente se demostré que en A. vinelandii el factor sigma RpoS es degradado
en fase exponencial (8 h de crecimiento) por el complejo proteolitico ClpXP (Muriel-
Millan et al, 2017). Nuestra hipdtesis propone que las proteinas RssB y RssC actian
como un adaptador de RpoS, por lo que en su ausencia, los niveles del factor sigma

aumentarian desde la fase exponencial debido a la falta de su protedlisis por ClpXP.
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Por medio de ensayos Western blot, se determind que los niveles de RpoS
aumentaron en doble proporcion durante la fase exponencial en las cepas mutantes
UW rssB, UW rssC y UW rssB/rssC, en comparacion con la cepa UW136 (fig. 20).
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Fig. 20. Mutaciones en rssB-rssC afectan los niveles de RpoS en la cepa UW136 en fase
exponencial. A) Deteccion de RpoS por Western blot de las cepas UW136, UW rpoS, UW rssB, UW
rssC, UW rssB-rssC y UW clpP (los nimeros entre paréntesis representan la desviacion estandar).
Las cepas se crecieron en medio PY sacarosa 2% durante 8 h a 30°C. Para cada muestra, se
utilizaron 20 pg de proteina total. La proteina RpoS fue detectada utilizando un antisuero policlonal
anti-RpoS. Una interaccion inespecifica del antisuero con una proteina que migra mas bajo que RpoS
se muestra como el control de carga (*). B) Densitometria del experimento en el panel A, la densidad
de los niveles de RpoS en la cepa UW136 fue asumida como 100%. La diferencia significativa fue
analizada mediante t- test y se encuentra indicada (* denota valor P<0.01, *** denota valor
P<0.0001).

Adicionalmente se determiné la estabilidad in vivo de RpoS en fase exponencial. La
sintesis de proteinas se inhibid6 con la adicibn de espectinomicina (1 mg/ml
concentracion final). Se demostré que en la cepa UW136, la vida media de RpoS
fue de <30 minutos. Como se esperaba, RpoS presentd una vida media mayor a
120 minutos en las cepas UW rssB, UW rssC y UW rssB-rssC (fig. 21). En conjunto
estos resultados sugieren fuertemente que RssB y RssC promueven la degradacion

de RpoS en fase exponencial.
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Fig. 21. Mutaciones en rssB-rssC afectan la estabilidad de RpoS en la cepa UW136 en fase
exponencial. A) Determinacion de la estabilidad de RpoS en cepas cultivadas en medio liquido PY
durante 8 h a 30°C. La sintesis de proteinas se detuvo mediante la adiciébn de 1 mg/ml de
espectinomicina. RpoS fue detectado por Western blot. B) Densitometria del experimento en el panel
A, la densidad de los niveles de RpoS en el tiempo 0 fue asumida a ser el 100%. Se presenta el
promedio de tres experimentos independientes.

De acuerdo con lo reportado, la cepa ptsN-H68A presentd niveles menores de RpoS
que la cepa UW136 (fig. 22). Por otro lado, se observd un aumento de
aproximadamente tres veces en los niveles de RpoS, en las cepas ptsN-H68A rssB,
ptsN-H68A rssC y ptsN-H68A rssB-rssC en comparacion con su parental ptsN-

H68A, sin embargo, los niveles no se restauraron a valores silvestres.

Observamos que la estabilidad de Rpos en la cepa ptsN-H68A presentd una vida
media de <15 minutos. Por otra parte, la estabilidad de RpoS tuvo una vida media
de aproximadamente 50 minutos en las cepas ptsN-H68A rssB y ptsN-H68A rssB-
rssC, mientras que en la cepa ptsN-H68A rssC fue de aproximadamente 70 minutos
(fig. 23).
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Fig. 22. Mutaciones en rssB-rssC afectan los niveles de RpoS en la cepa ptsN-H68A en fase
exponencial. A) Deteccion de RpoS por Western blot de las cepas UW136, UW rpoS, ptsN-HE68A
rssB, ptsN-HB68A rssC, ptsN-HB68A rssB-rssC y ptsN-H6B8A clpP (los nimeros entre paréntesis
representan la desviacion estandar). Las cepas se crecieron en medio PY sacarosa 2% durante 8 h
a 30°C. Para cada muestra, se utilizaron 20 pg de proteina total. La proteina RpoS fue detectada
utilizando un antisuero policlonal anti-RpoS. Una interaccion inespecifica del antisuero con una
proteina que migra mas bajo que RpoS se muestra como el control de carga (*). B) Densitometria
del experimento en el panel A, la densidad de los niveles de RpoS en la cepa UW136 fue asumida
como 100%. La diferencia significativa fue analizada mediante t- test y se encuentra indicada (*
denota valor P<0.01, ** denota valor P<0.001).

En conjunto, estos resultados sugieren que las proteinas RssB y RssC podrian
participar en la presentacion de RpoS para su degradacion por el complejo ClpXP
en fase exponencial en condiciones silvestres y en presencia de la proteina EIIANT

en su estado no fosforilado.
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Fig. 23. Mutaciones en rssB-rssC afectan la estabilidad de RpoS en la cepa ptsN-HE8A en fase
exponencial. A) Determinacion de la estabilidad de RpoS en cepas cultivadas en medio liquido PY
durante 8 h a 30°C. La sintesis de proteinas se detuvo mediante la adicibn de 1 mg/ml de
espectinomicina. RpoS fue detectado por Western blot. B) Densitometria del experimento en el panel
A, la densidad de los niveles de RpoS en el tiempo 0 fue asumido a ser el 100%. Se presenta el
promedio de tres experimentos independientes.
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Muriel et al. 2017 report6 que los niveles y estabilidad de RpoS disminuyen en la
cepa ptsN-H68A durante la fase estacionaria debido a su degradacién por la
actividad del complejo proteolitico CIpAP. Por lo tanto, se decidié determinar si los
niveles de RpoS son afectados por las proteinas RssB y RssC en la cepa ptsN-
HG68A en fase estacionaria.

ptsN-H68A F 2004 ¥k
& —_—
rssB/ §
rpoS UW136 rssB rssC g CipP ¢ 1509 ns
1]
RooS | . | w ] ns
po§ —> g 100 —
100 42 (4) 49 (4) 48 (8) 51 (14) 144 (17) % T 1
" 50 — 5 s
* | | 2
— [T}
: 2
d

Fig. 24. Mutaciones en rssB-rssC afectan los niveles de RpoS en la cepa ptsN-H68A en fase
estacionaria. A) Deteccion de RpoS por Western blot de las cepas UW136, UW rpoS, ptsN-HE68A
rssB, ptsN-H68A rssC, ptsN-H68A rssB-rssC y ptsN-H68A clpP (los nimeros entre paréntesis
representan la desviacion estandar). Las cepas se crecieron en medio PY sacarosa 2% durante 8 h
a 30°C. Para cada muestra, se utilizaron 20 pg de proteina total. La proteina RpoS fue detectada
utilizando un antisuero policlonal anti-RpoS. Una interaccion inespecifica del antisuero con una
proteina que migra mas bajo que RpoS se muestra como el control de carga (*). B) Densitometria
del experimento en el panel A, la densidad de los niveles de RpoS en la cepa UW136 fue asumida
como 100%. La diferencia significativa fue analizada mediante t- test y se encuentra indicada (***
denota valor P<0.0001, NS denota No significativo).

Como se muestra en la fig. 24, no se observaron diferencias significativas en los
niveles de RpoS en las diferentes cepas mutantes comparadas con su parental
ptsN-H68A. Esto sugiere que en fase estacionaria y en presencia de la proteina
EIIAN" en estado no fosforilado, existe una via independiente a RssB-RssC por la

cual se presenta a RpoS al complejo proteolitico CIpAP.
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A continuacion se determind la estabilidad de RpoS en la cepa ptsN-H68A, la cual

presento una vida media de 53 minutos aproximadamente, similar a lo reportado
previamente por Muriel-Millan et al. 2017, la cual fue de 45 minutos, y menor a la
determinada en la cepa silvestre (>120 minutos) (fig. 25). Las mutaciones en rssB y
rssC en la cepa ptsN-H68A aumentaron la vida media de RpoS a 90 minutos
aproximadamente (fig. 25). Estos resultados sugieren, que en fase estacionaria y
en presencia de EIIAN" en su estado no fosforilado, existe un ligero aumento en la
estabilidad de RpoS pero este no tiene un efecto significativo en los niveles de la
proteina, por lo que es probable que exista una via independiente de RssB por la

cual se presenta RpoS al complejo CIpAP en esta condicion.

Fig. 25. Mutaciones en rssB-rssC afectan la estabilidad de RpoS en la cepa ptsN-H68A en fase
estacionaria. A) Determinacién de la estabilidad de RpoS en cepas cultivadas en medio liquido PY
durante 8 h a 30°C. La sintesis de proteinas se detuvo mediante la adicibn de 1 mg/ml de
espectinomicina. RpoS fue detectado por Western blot. B) Densitometria del experimento en el panel
A, la densidad de los niveles de RpoS en el tiempo O fue asumido a ser el 100%. Se presenta el
promedio de tres experimentos independientes.
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7 Discusion

RpoS es un factor sigma fundamental en la respuesta general a estrés durante la
fase estacionaria. E. coli es el modelo de investigacion en el que se han descrito la
mayoria de los estudios sobre el papel de RpoS asi como los mecanismos que
regulan su actividad. Por ejemplo, se ha reportado que durante la fase exponencial
de crecimiento es reconocido por el adaptador RssB y es entregado posteriormente
al complejo proteolitico ClpXP para su degradacion. En otras especies como P.
aeruginosa y A. vinelandii también se ha descrito este mecanismo de regulacion de
RpoS, sin embargo, hasta el momento no se ha identificado una proteina
adaptadora que lo presente a CIpXP. En este trabajo se logré demostrar evidencias
gue proponen la participacion de las proteinas RssB y RssC en la degradacion de

RpoS por ClpXP en A. vinelandii.

La inactivacion de los genes rssB, rssC y rssB-rssC sobre el fondo genético de la
cepa UW136 produjo una extension en la fase lag de crecimiento (fig. 17-A), fenotipo
similar al reportado en la cepa UW clpP (Muriel-Millan et al., 2017). Por otro lado,
se observd en menor magnitud el efecto sobre la fase lag del crecimiento en las
cepas donde se encuentra la proteina EIIAN" en su estado no fosforilado (fig. 17-B),
debido probablemente a que los niveles de RpoS fueron similares a los de la cepa
silvestre. En un estudio publicado por Nystrém, T. 2004, se menciona que el
crecimiento y la supervivencia celular estan regulados por la competicién de los
factores sigma por la adquisicion de la RNA polimerasa, debido a que su
disponibilidad esta limitada en la célula. Ademas, esta competencia esta regulada
por la alarmona ppGpp Yy por la disponibilidad de nutrientes en el ambiente. Por lo
tanto, es probable que el fenotipo observado en el crecimiento de las cepas
mutantes esté relacionado con la presencia del factor sigma RpoS desde una etapa
temprana, debido a la ausencia del sistema que lleva a cabo su degradacion
(RssBC-ClpXP), de manera que podria favorecer su competencia con el factor 070
por el core de la RNA polimerasa, afectando la activacion de sus genes blanco

involucrados en el crecimiento celular ocasionando un desbalance en la bacteria.
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Ademas, se observo un aumento de la sintesis de PHB en las cepas UW RssB, UW
RssC y UW RssB-RssC (fig. 18), lo cual podria deberse a un aumento en la
trascripcion del operon phbBAC debido a que uno de sus promotores es
dependiente de RpoS (Herndndez-Eligio et al.,, 2011). Por otro lado, estas
mutaciones restauraron de manera parcial el fenotipo de PHB en las cepas
derivadas de ptsN-H68A (fig. 19). Anteriormente se reportd que mutaciones en los
genes clpA o clpP recuperaron de manera parcial la produccion de PHB en la cepa
mutante ptsP. Aunque los niveles de RpoS y la transcripcion del operén phbBAC se
recuperaron completamente, la proteina EIIAN" en su estado no fosforilado también
ejerce un efecto negativo a nivel postranscripcional en la expresion del operén
(Muriel et al., 2017). Por lo tanto, son necesarios experimentos adicionales para
determinar si en las cepas estudiadas se ve afectada la expresion del operén
phbBAC a nivel transcripcional y postranscripcional. Ademas, seria interesante
realizar una cinética de acumulacion de PHB y asi determinar si hay una mayor

produccion del polimero a partir de la fase exponencial en las mutantes rssB y rssC.

La participacion de RssB en la degradacion de RpoS se describié por primera vez
en E. coli (Pratt & Silhavy, 1996). Posteriormente, se reportd la estructura de una
proteina homdloga de RssB en P. aeruginosa nombrada PA2798 (PDB-3EQ2),
compartiendo 23% de identidad con RssB de E. coli (Battesti et al., 2013). Sin
embargo, existen diferentes referencias que mencionan que estas proteinas no son
funcionalmente equivalentes. Por ejemplo, a pesar de que ambas proteinas se
clasifican como reguladores de respuesta y poseen un dominio efector fosfatasa del
tipo PP2C Ser/Thr, en E. coli este dominio no es funcional, ya que carece de algunos
de los aspartatos cataliticos criticos de union a Mn2+, y, por lo tanto, no tiene
actividad. Por otro lado, en PA2798 los residuos clave de union a metales estan
conservados, por lo que se considera que el sitio activo es funcional (Galperin,
2006). Cabe mencionar que estos residuos también estan presentes en RssB de
A. vinelandii. Otro punto para considerar es su estructura, a pesar de que en RssB
de E. coliy P. aeruginosa, el dominio receptor y el dominio efector estan unidos por
un linker, en E. coli esta formado por una a hélice que contiene un motivo de acidos

glutamicos (EEEE) que le confieren flexibilidad, de manera que, en su forma activa,
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podria ajustarse para lograr multiples conformaciones, permitiendo interacciones
ajustables con histidina cinasas, RpoS, ClpX y anti-adaptores. Por el contrario, en
PA2798 y en RssB de A. vinelandii este motivo esta ausente, por lo que el linker es
mas rigido y no podria sustituir funcionalmente a RssB de E. coli (Dorich et al.,
2019).

De manera interesante, en la Ultima parte de este trabajo se logré determinar a
través de ensayos Western blot, que la mutacién de rssB aumenta los niveles y
estabilidad de RpoS en las cepas UW136 y ptsN-H68A durante la fase exponencial
(figs. 20-23), similar a lo reportado (Gottesman, 2019). Ademas, esta red de
regulacion involucra a RssC, ya que se observo el mismo efecto sobre RpoS en las
cepas mutantes del gen (figs. 20-23). Estos datos sugieren que RssB y RssC
participan conjuntamente en la degradacion del factor sigma RpoS por el complejo
ClpXP.

Adicionalmente, se evalué la participacién de RssB y RssC en la degradacién de
RpoS en la cepa ptsN-H68A (EIIAN" no fosforilada) durante la fase estacionaria.
Como se observa en la fig. 24, no hubo cambios significativos en los niveles del
factor sigma en las cepas que tiene mutaciones en rssB o rssC, pero si un ligero
aumento en la estabilidad de RpoS (fig. 25). Por lo que, en esta condicion, la
degradacion de RpoS por el complejo CIpAP es independiente de RssB-RssC, v,
por lo tanto, existe un adaptador o via adicional que lleva a cabo el reconocimiento

del factor sigma y su presentacion al complejo proteolitico.

Anteriormente se menciond que RssC presenta un 89% de identidad con la proteina
PA2797 de P. aeruginosa, ambas poseen un dominio STAS (Sulfate transport and
anti-sigma factor antagonist) el cual es regulado por la fosforilacion del primer
residuo de serina dentro de un motivo DSSG. Las proteinas que poseen este
dominio estan involucradas en un mecanismo de regulacion nombrado Partner-
Switching System (PSS), el cual controla la disponibilidad de un factor sigma
objetivo de acuerdo con las necesidades celulares, a través de la interaccion

proteina-proteina. En este sistema participan 4 elementos: un factor anti-sigma con
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actividad serina cinasa (dominio HATPasa), una proteina anti-anti-sigma (dominio
STAS fosforilable), una proteina serina fosfatasa (dominio PP2C) y un factor sigma
objetivo. En un PSS tipico el factor anti-sigma fosforila al anti-anti-sigma para unirse
al factor o objetivo inhibiendo su union con la RNA polimerasa. En presencia de una
sefal inductora, la fosfatasa PP2C se activa y desfosforila al anti-anti-sigma, el cual
es reconocido por el anti-sigma ya que tiene una mayor afinidad por su estado no
fosforilado, lo que permite la liberacion del factor o, y, por lo tanto, la transcripcion

de sus genes blanco (Bouillet et al., 2018).

Se ha sugerido que en P. aeruginosa las proteinas PA2798 (dominio PP2C) y
PA2797 (dominio STAS) forman parte de un PSS que lleva a cabo la regulacién del
factor sigma RpoS, debido a que poseen dominios funcionales necesarios para este
tipo de regulacién, y, ademas, por las diferencias estructurales entre PA2798 y RssB
de E. coli (Gottesman, 2019). Sin embargo, no hay evidencia que demuestre esta
hipétesis. Por otro lado, dada la alta identidad de las proteinas RssB-RssC de A.
vinelandii con las proteinas PA2798-PA2797 de P. aeruginosa, se espera que en
esta Ultima especie estas proteinas también estén involucradas en la degradacion
de RpoS.

A pesar de que RssB (dominio PP2C) y RssC (dominio STAS) tienen dominios
funcionales necesarios para la actividad de un posible PSS, nuestros datos sugieren
gue ambos genes participan en la degradacion proteolitica del factor sigma RpoS,
lo que nos permite proponer un nuevo modelo de regulacion (fig. 26) En nuestro
modelo proponemos que en la fase exponencial de crecimiento, las proteinas RssB
y RssC inducen la degradacién de RpoS por el complejo proteolitico ClpXP. Dado
gue la inactivacion de estos genes produce el mismo efecto sobre los niveles y
estabilidad de RpoS, estas proteinas podrian estar interaccionando entre ellas para

llevar a cabo su funcion,

Este evento también ocurre en presencia de la proteina EIIAN" en su estado no

fosforliado. Sin embargo, en esta condicion, pero en fase estacionaria, RssB y
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RssC, no participan en la degradacion del factor sigma RpoS por el complejo

proteolitico CIpAP, por lo que existe una via independiente que regula este proceso.

Fase Fase
exponencial estacionaria
| \ L ]
PEP Piruvato

5 p
:AA> " /\
phbR phbBAC
- Hup
/'

Fig. 26. Modelo propuesto para la degradacion de RpoS por los complejos proteoliticos ClpXP y
CIpAP en A. vinelandii.

8 Conclusiones

La mutacion de los genes rssB-rssC tiene un efecto positivo y acumulativo
sobre la produccion de PHB en las cepas UW136 y ptsN H68A.

Durante la fase exponencial de crecimiento de A. vinelandii, las proteinas
RssB y RssC promueven la degradacion del factor sigma RpoS a través del
complejo ClpXP.

Existe una via alterna por la cual se presenta RpoS al complejo proteolitico
CIpAP para su degradacion en fase estacionaria en presencia de la proteina
EIIN" no fosforilada.

9 Perspectivas

Caracterizar a nivel transcripcional y postranscripcional la expresion del
operon phbBAC en las cepas mutantes de los genes rssB, rssC y rssB-rssC.
Determinar a través de ensayos de doble hibrido la interaccion de las
proteinas RssB-RssC con RpoS y el complejo ClpXP.

Determinar si en P. aeruginosa las proteinas PA2798-PA2797 estan
involucradas en la degradacién de RpoS.
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