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. RESUMEN

Pseudomonas aeruginosa es un patégeno oportunista en humanos que produce y libera
un gran arsenal de factores de virulencia entre los que destaca la piocianina. En este
proyecto se trabajo con la cepa ID4365 cuya caracteristica importante es que sobre-
produce piocianina en comparacién con las cepas clinicas de referencia PAOly PA14. En
un estudio en curso se obtuvo el proteoma de la cepa ID4365 y de su derivada mutante en
rsmA. Un andlisis inicial mostrd que parte de los genes que aumentan su expresion son
aquellos involucrados en degradar al factor sigma RpoS. Por lo tanto, en este proyecto
realizamos un analisis detallado de las proteinas cuya expresion cambian en la mutante
en rsmA con respecto a la cepa silvestre ID4365. Encontramos que los niveles de 512
proteinas totales que se mueven en la mutante en rsmA, 318 bajan y 194 aumentan, de
estas, algunas estan involucradas en la expresiéon del factor sigma RpoS.
Posteriormente, mediante fusiones transcripcionales y traduccionales confirmamos que
RsmA regula al factor sigma alternativo RpoS y mediante ensayos de western blot
encontramos que en la mutante en rsmA los niveles de este factor sigma se ven
reducidos, sugiriendo que RsmA es un regulador positivo de la expresion de rpoS.
Finalmente, al expresar a rpoS bajo un promotor inducible en la mutante en rsmA los
niveles de piocianina disminuyeron indicando que RpoS es un regulador negativo de la
produccién de esta fenazina y que en la cepa ID4365 existe una cascada regulatoria en
la cual RsmA controla la produccién de piocianina a través de controlar positivamente la

expresion de rpoS.



II. GLOSARIO

Quorum Sensing: Es un mecanismo de regulacion de la expresion genética en

respuesta a la densidad de poblacion celular.

Piocianina: Es una fenazina con propiedades oxido reductores, factor de virulencia

producido por P. aeruginosa.

Sistema Rsm: Regulador de metabolismo secundario se compone por las proteinas
RsmA y RsmN; asi como por 4 RNAs pequeiios no codificantes RsmV, RsmW, RsmY y
RsmZ.

Factor sigma RpoS: Son proteinas que se encuentran en procariontes como
subunidades de laARN polimerasa. Le permiten reconocer las secuencias

promotoras del ADN para iniciar la transcripcion.

Sistema Las: Es un sistema de Quérum Sensing compuesto LasR que es el activador
transcripcional y la sintasa Lasl que produce el autoinductor N-3-oxo-dodecanoil-

homoserina lactona

Sistema Rhl: Sistema de Quérum Sensing formado por el regulador transcripcional

RhIR y la sintasa Rhll que produce el autoinductor N-butiril-homoserina lactona

Sistema Pgs: Es una proteina que interacciona con RhIR para iniciar la transcripcion de
phzly phz2 necesarias para la sintesis de piocianina.


https://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADnas
https://es.wikipedia.org/wiki/Procarionte
https://es.wikipedia.org/wiki/ARN_polimerasa
https://es.wikipedia.org/wiki/Promotor_del_ADN
https://es.wikipedia.org/wiki/Promotor_del_ADN
https://es.wikipedia.org/wiki/ADN
https://es.wikipedia.org/wiki/Transcripci%C3%B3n_gen%C3%A9tica
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. INTRODUCCION

1. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa se describié por primera vez en el siglo XIX por Walter Migula
en el instituto Karlsrule (Palleroni et al., 2010). Pero fue el cientifico Schroeter quién dio
a conocer el término “aeruginosa” en 1872, al describir la coloracion verde-azulado que
se presentaba en los medios de cultivo y dando indicios a que éste pigmento era soluble
en agua (Schroeter et al.,1872). Mas tarde se afirmaria que debido a la solubilidad de
estos pigmentos se originaban coloraciones caracteristicas, verde-azulados para
piocianina o amarillo-verde para pioverdina (Peix et al., 2009). Sin embargo, P.
aeruginosa fue aislada por primera vez en 1882 por Gessard en secreciones derivadas
de pus con coloracion verdosa directamente de heridas de pacientes infectados (Gessard
et al., 1884).

Esta bacteria pertenece al orden Pseudomonadales, en clase Gammaproteobacteria
(Mesquita et al., 2015). P. aeruginosa es un patdégeno ubicuo en el medio ambiente, es
decir que se puede aislar practicamente de cualquier sitio, debido a su amplia capacidad
de adaptacion (Peix et al., 2009). P aeruginosa es un bacilo largo de 1,5-5 umy 0,5-1 um
de diametro (Whitman et al., 2015). La gran capacidad que le permite desplazarse y poder
colonizar hacia otros érganos se encuentra dada por un flagelo polar (Mesquita et al.,
2015). Se considera como una bacteria aerobia facultativa debido a su capacidad de
poder utilizar nitrégeno o arginina como aceptor terminal de electrones (Vander et al.,
1984). Esta bacteria ha cobrado cada vez mas relevancia considerandose como la quinta
causa mas frecuente en las infecciones en general a nivel mundial, la segunda causa de
neumonia nosocomial, la tercera causa de infecciones urinarias, el cuarto de infecciones
de sitios quirdrgicos y el séptimo responsable de sepsis (Pereira et al., 2015). Dentro de
los patébgenos mas estudiados son aquellos que presentan gran resistencia a los
antibioticos, sin duda, P. aeruginosa se encuentra en esta clasificacion ya que forma parte
de las bacterias denominadas ESKAPE, dentro de las que se clasifican bacteria como
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, asi como especies de Enterobacter las cuales son de importancia primordial
por sus altos niveles de resistencia a los principales antibiéticos utilizados en clinica, por
ejemplo: B-lactamicos, aminoglucosidos y fluoroquinolonas (Oie et al., 2009). P.
aeruginosa causa enfermedad principalmente en pacientes inmunocomprometidos
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resaltando los pacientes con VIH, quemados o que padecen fibrosis quistica (Elliot et al.,
2017). Estudios han demostrado que la manera en que P. aeruginosa logra el estado de
infeccion, es mediante su capacidad de poder manipular la interaccién patdgeno-
huésped. (Lamont et al., 2003). Aunque este patdgeno no infecta Gnicamente a seres
humanos, al poder colonizar diversos sistemas es comun que se encuentre asociado a
infectar una gran diversidad de plantas y animales, incluso puede crecer en equipos
inanimados como dispositivos médicos, habitaciones de hospitales, lavabos y duchas
(Trautmann et al., 2009, Abreu et al., 2009). Este patdgeno es responsable del 10% de
infecciones nosocomiales, debido a su frecuencia es la segunda causa de muerte para
pacientes con neumonia y la tercera en infecciones del torrente sanguineo (BSI) (Afshari
et al., 2012). Parte de este poderio infeccioso, se debe a que P. aeruginosa produce
multiples factores de virulencia tales como la elastasa, proteasa LasA, fosfolipasa C,
exotoxina A, exoenzima S, ramnolipidos, cianuro de hidrégeno (HCN) y piocianina las
cuales contribuyen a la patogénesis de esta bacteria (Delden et al., 1998).

Al estudiar la produccion de estos factores de virulencia se dio a conocer que se
encuentran controlados por circuitos reguladores y sistemas de sefalizacién
interconectados, que le dan a este patdégeno una gran flexibilidad y adaptacion, dichos
sistemas son conocidos como sistemas de quorum sensing (Aboushleib et al., 2015,
Jiménez et al., 2012).

2. Sistemas de quorum sensing
El sistema de quorum sensing (QS) se dio a conocer por primera vez en la bacteria marina
Aliivibrio fischeri (Vibrio fischeri), la cual se identific6 al observar que produce
bioluminiscencia Gnicamente en altas poblaciones celulares, ya que se debe a la
acumulacion del auto inductor (Nealson et al., 1970). La comunicacién que se da entre
célula-célula bacterianase ha definido como QS, sucede Unicamente en altas poblaciones
celulares y dependende la deteccidbn de una molécula sefal. Hoy en dia, se ha
documentado que los sistemasde QS regulan procesos celulares como bioluminiscencia,
produccion de factores de virulencia, formacion de biopeliculas, esporulacion y
apareamiento, segun el microorganismo (Williams et al., 2009, Brassier et al., 2002).
También, se ha reportado que en P. aeruginosa existen tres sistemas de QS, los cuales
se organizan de manera jerarquica, segun las condiciones de cultivo y son conocidos

como Las, Rhl y Pgs. Estosse encuentran estrechamente relacionados y son regulados
11



a través de la deteccidon de moléculas sefial (Ilamadas auto-inductores) por proteinas que
funcionan como reguladores transcripcionales y que les permiten controlar la expresion
de diversos factores de virulencia y metabolitos secundarios (Schuster et al., 2003, Latifi
et al., 1996).De esta manera los sistemas estan organizados como se muestran en la
figura 1, de manera jerarquica, con el sistema Las en la cima de la cascada de regulacion.
Particularmente, en medios ricos como el LB, el sistema Las activa la expresion de los
sistemas Rhl y Pgs (Latifi et al 1996).

Sistema

' Las xoproteasas
~———> Regulacién positiva PQSR@ - @ EXOﬁ)é(;\Ta A
— Regulacién negativa 1 / @

LasR@
Ramnolipidos Sistema .
Piocianina Rhli

Lectinas
Elastasa

HCN

L/ @
—| rhl>{ rh%}—{ rh% rh>
RhIR
© Sistema
Pqgs
pq5>1 pq5>) pq5> pqS>( pq%}—{ phf}( ph @
Fenazinas

o2 0 Q

Figura 1. Organizacién jerarquica de los sistemas de QS en P. aeruginosa. Cada sistema regula
directamente la expresién de un grupo particular de genes, los cuales estan involucrados en la produccién
de diversos factores de virulencia. Los sistemas se organizan en una cascada regulatoria con el sistema
Las en la cima. El sistema Las activa a los sistemas Rhl y Pqgs, mientras que el sistema Rhl regula
negativamente al sistema Pgs, pero éste a su vez regula positivamente a los sistemas Las y Rhl. La
actividad de los sistemas Las y Rhl controla la expresion de 6 al 10% del genoma de la cepa PAOL.
Modificado de Garcia-Reyes et al., 2019.

2.1.Sistema Las
El sistema Las posee un factor transcripcional llamado LasR, el cual interacciona con el
auto-inductor N-3-oxo-dodecanoil-homoserina lactona (C12), producido por la sintasa
Lasl. De esta manera se forma el complejo LasR/C12, que tiene la funcion de promover

la transcripcion de los genes lasB, lasl, rhIR, rhll, pgsH y pgsR que forman parte de los
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sistemas Rhl y Pgs. También se ha descrito que induce la transcripciéon de rsaL, un gen
integrado en el sistema Las que codifica para el regulador transcripcional negativo RsalL
(Gilbert et al., 2009; De kievit et al., 2002; De Kievit et al.,1999).

2.2.Sistema Rhl
Los genes rhIR y rhll (que son activados por el complejo LasR/C12) codifican para el
factor transcripcional RhIR y la sintasa Rhll, esta dltima produce el autoinductor N-
butanoil-homoserinalactona (C4) que unido a RhIR forma el complejo RhIR/C4 que activa
la transcripcion de genes que participan en la sintesis de factores de virulencia como:
rhlAB (ramnolipidos), lecA (lectina), hcnABC (acido cianhidrico), phzM (piocianina), y los

operones reiterados phzA1-G1y phzA2- G2 (sintesis de fenazinas) (Medina et al., 2003).

2.3. Sistema Pqs

El tercer sistema se ha denominado Pseudomonas quinolone signal (Pgs), en este
sistema las enzimas codificadas por el operon pqsABCDE producen los autoinductores
de tipo alquil-4-quinolonas (AQ), las mas importantes son la 2-heptil-4-hidroxiquinolona
(HHQ) -que es convertida en 2-heptil-3-hidroxi-4- quinolona (PQS) por la mono-oxigenasa
PgsH. Ambas moléculas sefial, PQS y HHQ, pueden unirse y activar al regulador
transcripcional PgsR. Los complejos PqsR/HHQ o PgsR/PQS pueden unirse a la region
promotora del operon pgsABCDE incrementando su transcripcién y generando un efecto
de autorregulacion positiva que aumenta la produccion de AQs e incrementando la
expresion de pgsE, codificado por el dltimo gen estructural del operéon pgsABCDE (Heeb
et al., 2011; Dulcey et al., 2013).

PgsE es una tioesterasa involucrada en la biosintesis de AQs, esta proteina controla de
manera indirecta la expresion de mdltiples factores de virulencia, el mecanismo por el
cual PgsE influye sobre los genes blanco regulados por los sistemas de QS sigue siendo
desconocido, aunque se ha documenta que funciona a través de controlar la actividad de
RhIR (Drees & Fetzner, 2015; Garcia- Reyes et al., 2020; Hazan et al., 2010; Rampioni
et al., 2010, 2016).

3. Piocianina
Este pigmento, brinda la coloracion azul-verdosa, caracteristica de esta bacteria, sin
embargo, el nombre que originaba la pigmentacién azulada surgio hasta 1860 por Fordos,
13



que al igual que Gessard obtuvo muestras purulentas a partir de pacientes infectados por
P. aeruginosa, aqui se origina el nombre del pigmento por la combinacién de palabras
griegas, utilizadas para designar pus (pyo) y el color azul (cyanin). En sus trabajos
describié las propiedades de este pigmento, como su solubilidad y los colores que
presentaba, aunque la mayoria Unicamente hacia mencion al color azul, también existian
otras coloraciones caracteristicas que se producian y que dependian de los diferentes
valores de pH, que afios mas tarde se le daria el nombre del efecto camaledn (Joven et
al., 1947; Kurashi et al., 1958). En 1924 se purificé la molécula piocianina convirtiéndose
en la primera fenazina obtenida y purificada a partir de un laboratorio (Gaby et al., 1946).
Después de afios de largo trabajo Wrede y Straek propusieron una estructura quimica de
la piocianina, aunque mas tarde seria corregida por Hillemann y la estructura que hoy en
dia conocemos se dio a conocer en 1938 (Schoetal et al., 1941). Una de las ventajas que
tiene P. aeruginosa es que logra inhibir el crecimiento de otros organismos procariotas y
causar dafio en células eucariotas, ya que la piocianina causa estrés oxidativo por la
produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS), tales como el superoxido (O2),
peroxido de hidrogeno (H202) y radicales hidroxilos (HO) logrando incrementar el estrés
oxidativo en las células y que pueda llegar a la muerte celular. (Hassan et al., 1980). En
medios de cultivo como LB se ha observado que la coloracién azul-verdosa se produce
de las 48 a las 72 horas del inicio de su incubacion, cuando las bacterias se encuentran
en su fase estacionaria (Tamagnini et al., 1997). Las bacterias al encontrarse en
constante interaccion con el medio ambiente se encuentran expuestas a variaciones en
la temperatura, el pH, nutrientes, todos estos factores van a influir en la sintesis de
piocianina, al producir P. aeruginosa este compuesto la hace tener una ventaja sobre
otros organismos (Barakat et al., 2015). Dentro de las caracteristicas que posee la
piocianina se encuentra la solubilidad que presenta en cloroformo y su difusién en agua,
aunque se ha documentado que el rango de pH en el que oscila su produccién es entre
7.4y 8.4. La coloracion azul intenso que produce es caracteristica, se ha reportado que
absorbe a una longitud de onda del rango 230-700 nm lo cual va a depender de la forma
en que se encuentre ya sea protonada o desprotonada. (Kurashi et al., 1958, Moayedi et
al., 2017). La piocianina tiene la propiedad de ser un compuesto hidrofobico e hidrofilico,
gue le permite interactuar facilmente con la membrana de varios organismos. Ademas,
puede generar ROS en las células huésped logrando producir dafio oxidativo celular,

agotamiento de NADPH e inhibicion enzimatica (Baron et al., 1981; Hall et al., 2016).
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Como se ha mencionado, la produccién de piocianina es controlada a nivel transcripcional
por los sistemas de QS (Hense et al., 2015). Curiosamente esta sustancia no es toxica
para P. aeruginosa, estudios han revelado que presenta resistencia al estrés oxidativo
como resultado a dicha exposicion, su mecanismo de resistencia suele estar asociado al
producir catalasas, superéxido dismutasa y oxidorreductasas, promoviendo un ciclo
redox mediado por NADPH, neutralizando la piocianina de su estado protonado, logrando
el equilibrio en el medio intracelular, y en el medio ambiente (Hassett et al., 1992). Por
otro lado, se tiene la perspectiva de que la piocianina llegue a ser de uso potencial para
la industria o en la farmacologia, debido a su naturaleza antimicrobiana que presenta. La
piocianina ha sido empleada como antibiético en la acuicultura contra la vibriosis, una
enfermedad con una alta tasa de mortalidad, especialmente en el cultivo de camardn, la
actividad antimicrobiana de la piocianina depende de la dosis y se puede controlar con el
uso de antioxidantes, de igual manera puede utilizarse como antifingico ya que también
exhibe actividad contra ciertos hongos acuéaticos (Priyaja et al., 2016).

Los agroquimicos son moléculas bioactivas naturales con uso potencial como pesticida,
recientemente la piocianina demostr6 actividad potencial agroquimica contra
Magnaporthe grisea y Xanthomonas oryzae en concentraciones de 150 y 200 mg/L,
respectivamente. Ademas, aplicando el concepto de biocolorante, el tratamiento de
muestras de tela de algodon con una solucién de piocianina permitié lograr colores
sélidos y duraderos, que varian de lila a rosa, lo que sugiere que el uso de piocianina es
una fuente alternativa como textil natural, agente de color, dotado de una fuerte

durabilidad y un interesante espectro de colores (Britto et al., 2020).

4. Sintesis de piocianina
La molécula precursora de la piocianina es el acido corismico (CA), el producto final en
la via shikimato (Sterrit et al., 2018). Para lograr la conversiéon de CA a acido fenazina-1-
carboxilico (PCA), P. aeruginosa posee dos operones reiterados con >98% de similitud a
nivel de secuencia de nucledtidos, los cuales estan conformados por siete genes cada
uno: phzA1B1C1D1E1F1G1 (phzl) y phzA2B2C2D2E2F2G2 (phz2). Para llegar a la
sintesis de piocianina se encuentran involucrados dos pasos, primero el PCA se convierte
en 5-metilfenazina-1-acido carboxilico betaina (MPCBA), a través de una metiltransferasa
especifica de fenazina (PhzM). Después el MPCBA es catalizado por la proteina PhzS,

con funcion de flavina dependiente monooxigenasa que implica la hidroxilacion de la
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betaina MPCBA a 1-hidroxi-5-metil fenazina, es decir, piocianina (Mavrodi et al., 2001,
Jayaseelan et al., 2014). Existen otros derivados a partir del mismo precursor PCA, tales
como la 1-hidroxifenazina (1-OHPHZ) y la fenazina-1-carboxamida (PCN), aunque
modelos de infeccion han reportado que la piocianina es una de las mas importantes por
su poder oxidativo en presencia de oxigeno, por lo anterior es de las méas estudiadas
(Starkey et al., 2009, Lau et al., 2004). La regulacién de la expresion de los operones
phzl y phz2 es distinto porque sus regiones promotoras son diferentes, su aporte en la
produccion de piocianina también lo es (Mavrodi et al., 2001). De manera mas especifica
existe un regulador de tipo Lux, QscR, que esta presente en la region promotora rio arriba
del operén phz2, pero no para el operon phzl, esta diferencia sugiere que la expresion
de ambos operones se regule de manera distinta (Chugani et al., 2001). Ambos operones

también son controlados a nivel post-transcripcional por RsmA (Ren et al., 2014).

5. Sistema Csr/Rsm

La proteina CsrA (carbon storage regulator A) o regulador de almacenamiento de carbono
fue originalmente descrita en E. coli al controlar la sintesis de glicogeno, mas tarde se
identific6 un homélogo en P. aeruginosa, el cual se llamd RsmA (regulator of secondary
metabolism) sin embargo, a diferencia de E. coli, esta proteina no controla metabolismo
primario, sino la produccion de metabolitos secundarios. (Romeo et al., 1993, Romeo et
al., 1998). El sistema Rsm en P. aeruginosa se compone por las proteinas de unién al
ARNm, llamadas RsmA y RsmN; asi como por 4 RNAs pequefios no codificantes que
antagonizan el efecto de RsmA y RmnN, llamadas RsmV, RsmW, RsmY y RsmZ( fig 2).
(Liu etal., 1995, Miller et al., 2016). De manera general, RsmA se considera un represor
de la traduccién, ya que bloguea el sitio de unién al ribosoma (RBS) con lo cual controla
la traduccion de los ARNm. En P. aeruginosa se ha establecido que una mutantersmA
produce altos niveles de piocianina, actuando como un regulador negativo de su
produccion, mientras que la sobreexpresion de rsmA disminuye los niveles no solo de
piocianina si no también proteasas, la elastasa, la lectina y HCN. (Williams et al., 2001).
Por otra parte, se ha descrito que RsmA es quien regula la expresion de los operones
encargados de la produccion de piocianina en la cepa M18, se ha reportado que regula
negativamente el operén phzl y regula positivamente la expresion del operéon phz2

ambos a nivel post-transcripcional (Ren et al., 2014). Ademas, en la cepa ID4365 la
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inactivacion de rsmA disminuye la produccion de ramnolipidos y elastasa mediante la
reduccion de los niveles de la proteina RhIR. Sin embargo, en esta cepa el aumento en
la sintesis de piocianina sugiere que a pesar de que los niveles de proteina RhIR
disminuyen en la cepa mutante rsmA, hay suficiente proteina RhIR para activar la sintesis

de esta fenazina (Cocotl-Yafiez et al., 2020).

GacS

Dimero de RsmA
1) Bloquear traduccién
2) Reordenamiento de leader

Infeccidn aguda
SST3, pili tipo IV,

Infeccidn crénica
SST6, PYO,
exopolisacarido

ramnolipidos
ravava U VL o viva

Figura 2. La red del sistema Gac en P. aeruginosa controla la transicion reversible de infecciones agudas

a cronicas. La fosforilacion de GacA a través de GacS estimula la produccion de los pequefios ARNs RsmZ
y RsmY, que se unen a la proteina RsmA, liberando la represién de los factores de virulencia asociados
con infecciones cronicas y reprimiendo la produccion de infecciones agudas. Modificado de Jimenez et al.,

2012.

6. Factor sigma RpoS
Las bacterias constantemente se encuentran en contacto con el medio ambiente, lo que
implica que no siempre obtengan sus requerimientos necesarios, RpoS (o también
conocido como sigma 38 o ¢38) participa en la expresion de genes relacionados en la
proteccion cruzada a diversos tipos de estrés; cuando existe limitacion de nutrientes,
presibn osmdtica, estrés oxidativo, choque térmico que se presentan en la fase
estacionaria (Loewen et al., 1998). En E. coli fue descrito por primera vez el factor sigma
alternativo RpoS de la ARN polimerasa. Ademas del factor sigma housekepping (sigma

70) que se encarga de controlar la transcripcidbn de una gran cantidad de genes, las
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bacterias también poseen factores sigma alternativos que estan encargados de
reconocer promotores especificos (Hengge-Aronis, 1999); Schellhorn, 2014). Dicho
factor se expresa preferencialmente en fase estacionaria cuando las bacterias estan
sometidas a diferentes tipos de estrés. Asi, cuando la enzima central de la ARN
polimerasa se une al factor sigma 38 se origina una respuesta a nivel molecular en donde
predominara este factor activando la transcripcion de los genes controlados por RpoS
(Hengge-Aronis et al 2000). Se ha identificado que RpoS controla el 10% del genoma de
E. coli en condiciones de estrés (Weber et al., 2005). Mientras que para P. aeruginosa,
son 772 genes regulados por RpoS en la fase estacionaria que corresponden al 14% de
su genoma (Schuster et al., 2004).

Diversos factores sigma compiten para ocupar el nucleo de la ARN polimerasa, como
resultado de esta competencia, se expresan diferentes conjuntos de proteinas en funcion

dequé factor sigma esté activo o unido a la ARN polimerasa central (Farell et al., 2003).

En E. coli, se ha demostrado que los niveles intracelulares de rpoD permanecen
constantesa través de las fases de crecimiento, mientras que la concentracion de rpoS
aumenta durante el inicio de la fase estacionaria. Cuando los niveles de RpoS aumentan,
el factorsigma RpoS puede posicionarse en la RNAP logrando desplazar al factor sigma
70 (Jishage et al., 1995)

Estudios in vitro demostraron que RpoS es regulado negativamente por RsmA en P.
protegens CHAO (Heeb et al., 2005) y recientemente se ha evidenciado que RsmA se
une directamente al promotor de RpoS en P. putida regulandolo de manera negativa
(Valverde et al., 2004), sin embargo en P. aeruginosa no se ha determinado si existe esta

regulacion.

7. Regulacion de la expresion de RpoS
El factor sigma RpoS de fase estacionaria es el encargado de mediar la respuesta general
al estrés y ha sido ampliamente estudiado en E. coli a partir del trabajo de Lange y
Hengge-Aronis en 1994 donde construyeron fusiones transcripcionales y traduccionales
estableciendo que la regulacién de RpoS ocurre a diferentes niveles: transcripcion,
traduccion y estabilidad de proteinas. (Lange y Hengge et al., 1994). Se han descrito los
mecanismos para comprender mas acerca de la regulacion de rpoS. La transcripcion de

rpoS inicia a partir del promotor ubicado dentro del gene nlpD que codifica para una
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lipoproteina de membrana externa, implicada en la division celular mediante el
metabolismo de peptidoglicanos (Lange y Hengge et al., 1994). Se tuvo evidencia en
1990 que debido a la existencia de un 5"UTR largo se podria regular la expresion génica
a través de ARN pequefios no codificantes (ncCARNS), ahora se sabe que al menos tres
NcARNSs pueden participar de manera independiente para controlar la traduccion de rpoS
(Gottesman et al., 2019), los cuales son DsrA, ArcZ y RprA y cada uno necesita de Hfq
para reconocer el 5 UTR de rpoS, y poder protegerlos de la degradacion antes del
emparejamiento. Cabe mencionar que cada ncARNSs se produce en respuesta a sefales
diferentes (Battesti et al., 2011).

Se ha documentado que RpoS es inestable en condiciones de crecimiento exponencial y
se vuelve estable al entrar en la fase estacionaria o en condiciones de estrés (McCann
et al., 1993). La degradacién de RpoS ocurre por el complejo ClpXP dependiente de ATP
gue contiene un nucleo proteolitico ClpP y de la proteina adaptadora RssB la cual es un
miembro de la familia de reguladores de respuesta que contiene un aspartato que puede
ser fosforilado por la molécula de acetil fosfato (Scflweder et al., 1996). La rapida
degradacion de RpoS depende del complejo ClpXP que depende de ATP (Flynn et al.,
2003). Sin embargo, RpoS no es reconocido directamente por ClpXP, requiere un factor
de reconocimiento especifico, el regulador de respuesta de dos componentes RssB que

se encarga de entregar a RpoS al complejo ClpXP (Muffler et al., 1996).

] Transcriptional

signals

pnipD p i;igs &t

= — 1poS mRNA
n nm O:M'T//
: Stress
poS mRNA S UTR:S67nt , > C——mc—— signals
/ m— /
Translational C‘/L:—_J/ d >
activation N Antiadaptors
l Regulated
RpoS (o8) + RpoS proteolysis
core RNA polymerase (©5) /‘s\' RssB i
®) (oS) 2
RNAP crl P S
oS - | O¥) r“S|
\Q G
RpoS regulon

Degradation
Figura 3. Mdltiples niveles de regulacion afectan la disponibilidad del factor sigma en respuesta a diversas

sefiales ambientales en E. coli. Tomado de Gottesman et al., 2019.

19



Asi, en E. coli la transcripcién de rpoS es regulado positivamente por el sensor quinasa
BarA, por los niveles intracelulares de cAMP y su proteina receptora CRP y por la
guanosina 30,50-bispirofosfato (ppGpp) y UDP-glucosa. A nivel post-transcripcional por
los ncARNSs que favorecen la traduccion del ARN, como DsrA, Arcz y RprA, y a nivel post-

traduccional por RssB y ClpXP que controlan los niveles de la proteina.

Con respecto a P. aeruginosa solo se ha descrito la regulacion a nivel transcripcional de
RpoS por Vir y PsrA. El regulador del factor de virulencia (Vfr) en P. aeruginosa es un
factor de transcripcion que se une al AMP ciclico (CAMP). La expresion de Vir se controla
a nivel de transcripcion, la actividad de Vfr-cAMP est4 altamente integrada en numerosos
sistemas regulatorios globales, incluida la sefializacion c-di-GMP, el sistema Gac / Rsm,
la sefial MucA/AlgU/AlgZR y Hfg/sRNAs. Vir regula muchos genes relacionados con la
virulencia, incluida la produccion de exotoxina A, el sistema de detecciébn quérum la
biogénesis pilus tipo IV y el sistema de secrecion tipo Il (West et al., 2009; Davinic et al.,
2009; Albus et al., 1997; Beatson et al., 2002).

Por otro lado, estudios han demostrado que en P. aeruginosa un regulador de la familia
TetR llamado PsrA esta involucrado en la regulacion transcripcional inducida por fase
estacionaria de rpoS. PsrA se une a los promotores rpoS y psrA, los cuales tienen

secuencias palindrémicas (Kojic et al., 2001).

IV. ANTECEDENTES

En P. aeruginosa la regulacion a nivel post-transcripcional involucra al sistema Rsm el
cual esta formado por cuatro pequefios ARNs no codificantes RsmV, RsmW, RsmY y
RsmZ y dos proteinas de union a RNA llamadas RsmA y RsmN que se unen a la region
no traducida del ARNm y generalmente impiden su traduccién, por lo cual se consideran
reguladores negativos a nivel postranscripcional (Vakulskas et al., 2015).

En este proyecto se empled la cepa ID4365 un aislado ambiental proveniente del Océano
indico, cuya caracteristica principal es que sobre-produce piocianina en comparaciéon con
las cepas clinicas de referencia PAO1 y PA14 (Manwar et al., 2004). Recientemente se
demostré que la delecion del gen rsmA en esta cepa (IDrsmA) tiene como resultado la
sobreproduccién de piocianina, lo que indica que RsmA funciona como un regulador

negativo de fenazinas. Por el contrario, se demostré que la sobreexpresion de rsmA,
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desde un promotor constitutivo, da lugar a la reduccion de piocianina (Cocotl-Yafiez et
al., 2020).

Debido a la alta produccién de piocianina originada por la cepa IDrsmA, nuestro grupo de
trabajo se ha centrado en determinar cudél es la respuesta protectora que evita el dafio
toxico producido por la sobreproduccién de esta fenazina y, particularmente, si RsmA
controla dicha respuesta ademas de profundizar como RsmA controla la produccion de
piocianina. Un analisis protedémico preliminar mostré que hay un gran cambio en la
expresion de los niveles de diversas proteinas en la mutante en rsmA en comparacion
con la cepa silvestre en condiciones de sobreproduccion de piocianina. Interesantemente
se incluyen proteinas relacionadas en la regulacidon de rpoS en diferentes niveles. Cabe
mencionar que hasta ahora en P. aeruginosa no se ha documentado si existe una
regulaciéon entre RsmA y RpoS tal y como se ha reportado en otras especies bacterianas
tales como P. putida (Hebb et al., 2004). Sin embargo, se ha reportado que la inactivacion
de rpoS asi como la mutante en rsmA también tiene un incremento en la produccion de

piocianina (Sang et al., 1993).

Diferente a nuestro trabajo, mediante estudios de transcriptomica se ha reportado para la
cepa P. aeruginosa PAK que RsmA incluye mas de 500 genes, de los cuales
aproximadamente un tercio se vieron afectados negativamente por una mutacion rsmA,
mientras que el resto se vieron afectados positivamente, a pesar de que son diferentes
las técnicas empleadas se logra ver el gran efecto que tiene éste sistema de poder regular
tanto positivamente como negativamente a una gran cantidad de genes (Brencic y Lory
et al., 2009).

Por lo tanto, en el presente trabajo nos enfocamos en analizar de manera detallada el
cambio de los niveles de las proteinas cuya expresion disminuye en la mutante en rsmA
comparada con la cepa silvestre en condiciones de sobreproduccion de piocianina.
Adicionalmente determinamos si RsmA controla la expresion de RpoS y con ello la

produccion de esta fenazina.
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V. HIPOTESIS

RsmA controla la expresion de proteinas involucradas en la respuesta protectora ante la
sobreproduccion de piocianina y, adicionalmente, existe una cascada de regulacion de
RsmA sobre RpoS en la cepa de Pseudomonas aeruginosa ID4365, que impacta en la

produccion de piocianina.

VI. OBJETIVOS:

1.1. Objetivo general
Analizar el proteoma de la mutante en rsmA y validar experimentalmente si RsmA

controla la expresion del factor sigma RpoS en Pseudomonas aeruginosa 1D4365

1.2.Objetivos

1.Analizar las proteinas cuyos niveles disminuyen en la cepa IDrsmA en

comparaciéncon la cepa silvestre y agruparlas por su funcion.

2. Determinar si la expresion del factor sigma RpoS es regulado por la proteina RsmA

yen qué nivel.

3. Determinar el efecto de la sobre-expresién de RpoS en la produccion de piocianina en

la cepa IDrsmA.
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VILI. MATERIALES Y METODOS

1.1.Cepas bacterianas, plasmidos y medios de cultivo
Las cepas bacterianas y plasmidos empleadas en este estudio se enlistan en la tabla 1.

Todas fueron crecidas rutinariamente en medio lisdgenico (LB) o Protease Peptone-

Glucose-Ammonium Salts (PPGAS) a 225 rpm e incubadas a 37 °C durante 24 horas. En

los experimentos de ensayos de expresion se utilizé el medio PPGAS suplementado con

arabinosa al 1%. Cuando fue requerido, el medio LB fue suplementado con los siguientes

antibidticos para E. coli: tetraciclina (Tc) 15 pg/ml, estreptomicina (Sm) 30 pg/ml,

ampicilina (Ap) 200 pg/ml; para P. aeruginosa Tc 120 pug/ml, Sm 200 pg/ml y (Cb) 200

pg/ml.

Cepa
Pseudomonas
aeruginosa 1D4365
Escherichia coli
DH5a
ID4365/pLPrpoS
ID4365/pLPpsrA
ID4365/pLPrssB
ID4365/pLPtig
IDrsmA/pLPrpoS

IDrsmA/pLPpsrA

IDrsmA/pLPrssB

Caracteristicas

Tipo silvestre: aislado ambiental del Mar
de Goa
@80AlacZAM15A[lacZYA-argF]U169 endA
recAl hsdR17 deoR thi-1 supE44; Cepa
no patégena.

CbR; cepa 1D4365 que contiene la fusion
transcripcional rpoS-lacZ

CbR; cepa 1D4365 que contiene la fusion
transcripcional psrA-lacZ

CbR; cepa 1D4365 que contiene la fusion
transcripcional rssB-lacZ

CbR; cepa 1D4365 que contiene la fusion
transcripcional tig-lacZ

Cb/TcR; cepa IDrsmA que contiene la
fusion transcripcional rpoS-lacZ

Cb/TcR; cepa IDrsmA que contiene la
fusion transcripcional psrA-lacZ

Cb/TcR; cepa IDrsmA que contiene la

fusion transcripcional rssB-lacZ

Referencia

(Manwar et al., 2004)

(Hanahan et al.,
1983)Invitrogen

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
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IDrsmA/pLPtig Cb/TcR; cepa IDrsmA que contiene la  Este trabajo
fusion transcripcional tig-lacZ

ID4365/pSEVrpoS  SmR; cepa ID4365 que contiene la fusibn = Este trabajo
traduccional rpoS’-lacZ

ID4365/pSEVpsrA  SmR; cepa ID4365 que contiene la fusibn = Este trabajo
traduccional psrA’-lacZ

ID4365/pSEVrssB  SmR; cepa ID4365 que contiene la fusion = Este trabajo
traduccional rssB’-lacZ

IDrsmA/pSEVrpoS Tc/SmR; cepa IDrsmA que contiene la  Este trabajo
fusion traduccional rpoS’-lacZ

IDrsmA/pSEVpsrA  Tc/SmR; cepa IDrsmA que contiene la  Este trabajo
fusion traduccional psrA’-lacZ

IDrsmA/pSEVrssB  Tc/SmR; cepa IDrsmA que contiene la  Este trabajo
fusion traduccional rssB’-lacZ

Plasmidos Caracteristicas Referencia

pLP170 Vector de clonacién con resistencia a Cb (Michael et al., 1997)

puUJ9 Vector de clonacién con resistencia a Cb (Lorenzo et al., 1990)

pPpSEVA Vector de clonacién con resistenciaa Sm  (Silva-Rocha et al.,
2012)

pLPrpoS CbR; fusion transcripcional rpoS-lacZ. Este trabajo

Contiene 441 pb del 5°-UTR gen rpoS (sin
incluir el RBS) clonados entre los sitios
EcoRI-HindlIl del vector pLP170.

pLPpsrA CbR; fusién transcripcional psrA-lacZ. Este trabajo
Contiene 465 pb del 5°-UTR gen psrA (sin
incluir el RBS) clonados entre los sitios
EcoRI-HindlIIl del vector pLP170.

pLPrssB CbR; fusién transcripcional rssB-lacZ. Este trabajo
Contiene 445 pb del 5"-UTR gen rssB (sin
incluir el RBS) clonados entre los sitios
EcoRI-HindlIIl del vector pLP170.
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pLPtig

pSEVrpoS

PSEVpsrA

pSEVrssB

pRpoS

CbR;  fusién transcripcional tig-lacZ.
Contiene 452 pb del 5-UTR gen tig (sin
incluir el RBS) clonados entre los sitios
EcoRI-HindlIll del vector pLP170.

SmR;  fusiéon traduccional rpoS’-lacZ.
Contiene 465 pb del 5°-UTR del gen rpoS
(incluye el RBS) clonados entre los sitios
EcoRI-BamHI del vector pUJo.
Posteriormente digerido con Notl vy
subclonado en el mismo sitio del vector
PSEVA.

SmR;  fusién traduccional psrA’-lacZ.
contiene 503 pb del 5°-UTR del gen psrA
(incluye el RBS) clonados entre los sitios
EcoRI-BamHI del vector pUJo.
Posteriormente  digerido con Notl vy
subclonado en el mismo sitio del vector
pSEVA.

SmR;  fusién traduccional rssB*-lacZ.
Contiene 495 pb del 5-UTR del gen rssB
(incluye el RBS) clonados entre los sitios
EcoRI-BamHI del vector pUJo.
Posteriormente digerido con Notl vy
subclonado en el mismo sitio del vector
PSEVA.

Plasmido araC-pBAD; rpoS inducible por
arabinosa que expresa a rpoS

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Montelongo-Martinez,

2022
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1.2. Técnicas de manipulacion de ADN
Todos los oligonucledtidos se disefiaron con base a los datos gendmicos de la cepa
ID4365 que se encuentran disponibles en la p4gina de pseudomonas.com (Stover et al.,
2000). Los fragmentos fueron amplificados mediante reacciones en cadena de la
polimerasa (PCR) empleando las enzimas ADN polimerasa GoTaq® Flexi DNA
(PROMEGA) y ADN polimerasa de alta fidelidad Phusion Hot Start Il (Thermo Scientific),
utilizando ADN como molde a partir de la cepa ID4365 y purificados usando el sistema
de ADN GeneJET (Thermo Scientific ®). Los oligos se encuentran enlistados en la tabla
2,y su sintesis fue realizada en la Unidad de Sintesis y secuenciacion de ADN (USSDNA)
en el Instituto de Biotecnologia, UNAM. La manipulacion de ADN fue realizada de acuerdo
a los métodos moleculares estandares en el laboratorio (Sambrook et al., 1987; Fillux &
Ramos, 2014). La extraccion de los plasmidos se realiz6 con el kit Wizard® Plus SV
Minipreps DNA Purification System de acuerdo a las indicaciones del proveedor, se
emplearon enzimas de restriccion New England BioLabs y para las ligaciones se utilizo
la enzima T4 DNA ligase (Promega). Todos los plasmidos se trabajaron en la cepa E. coli
DH5a y se transformaron en P. aeruginosa ID4365 por electroporacion como se ha

reportado anteriormente (Cadoret, Soscia y Voulhoux, 2014, Fillux & Ramos, 2014).

Tabla 2. Oligonucleotidos empleados en este trabajo

Oligonucleétido Secuencia

FRposSUpE1 CTGAATTCTGGCCTGCGAC
FTRpoSDwnH3 CTAAGCTTTTCGACTCAAG
FPTRpoSDwnBH1 CGTGATCCTCCGGCCCTTC
FPsrAUpE1 CTGAATTCCAGGCCCTCAT
FtPsrADwnH3 CTAAGCTTTGACAAACACT
FtPsrADwnBH1 CTGGATCCCGTTCGACGG
FRssBUpE1 CTGAATTCCTTCCAGTCCC
FtRssBDwnH3 CTAAGCTTACAGTGGGTCC
FptRssBDwnBH1 CTGGATCCAGCGTGGCAC
FTIgUpE1l CTGAATTCGGGCGGTGAG
FtTigDwnH3 CTAAGCTTTCCGGCTCCCA
pPOFw CACGGAAATGTTGAATACT
p9Rv GTGCATCTGCCAGTTTGA
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1.3. Construccion de fusiones transcripcionales de pLPrpoS, pLPpsrA,
pLPrssB y pLPtig

Para la construccion de las fusiones transcripcionales se amplificaron por PCR los
fragmentos que corresponden a las regiones promotoras de los genes rpoS (441 pb),
psrA (465 pb), rssB (445 pb) y tig (452 pb), cada secuencia fue amplificada con un par de
oligonucledtidos especificos y enzima de alta fidelidad. Se empleé el plasmido pLP170 el
cual es replicativo en P. aeruginosa, este vector contiene un marcador de resistencia a
carbenicilina (Cb). Para cada fusion, los productos de PCR, asi como del vector pLP170,
se digirieron con las enzimas EcoRI y Hindlll. Para la digestion, el ADN purificado fue
tratado con las endonucleasas EcoR1 y Hindlll utilizando el buffer 3.1 en un volumen final
de 40 ul que se incubo a 37 °C durante 2 h. Las regiones promotoras y el vector pLP170
fueron sometidos a reacciones de ligacion en relacion 1:3 (vector: inserto) en un volumen
final de 20 pl que se incubaron a 4 °C durante 16 h. La reaccion de ligacion fue movilizada
por choque térmico a la cepa E. coli DH5a para su propagacion. Posteriormente, las
clonas de E. coli DH5a fueron seleccionadas por su perfil de resistencia a Cb, los
plasmidos fueron purificados y comprobados por ensayos de restriccidn y secuenciacion
de la region clonada. Posteriormente, se movilizaron a P. aeruginosa y se comprobd su
presencia por reacciones de PCR, utilizando un oligonucleétido delantero especifico
(p9Fw) que reconoce la regidon de cada promotor clonada y un oligonucleétido reverso
(P9RV) que reconoce el gen reportero lacZ.
1.4.Construccion de fusiones traduccionales de pSEVrpoS, pSEVpsrA'y
pSEVrssB

Por otra parte, para la construccion de fusiones traduccionales se amplificaron
fragmentos para rpoS (465 pb), psrA (503 pb) y rssB (495 pb), empleando
oligonucledtidos especificos que abarcan la regién promotora, el sitio de union a ribosoma

o Shine-Dalgarno (RBS o SD) y al menos 8 tripletes de cada gen estructural.

Para la construccion de fusiones traduccionales se empleo el plasmido pUJ9 este vector
contiene un marcador de resistencia a Cb, que a diferencia del plasmido pLP170 no se
replica en P. aeruginosa, por lo que se clonaron en este vector y posteriormente se sub-
clonaron en el vector pSEVA el cual se replica en P. aeruginosa. Cada secuencia fue
amplificada la region promotora de rpoS, psrA y rssB con un par de oligonucle6tidos

especificos y enzima de alta fidelidad. Para cada fusion, los productos de PCR, asi como
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del vector pUJ9, se digirieron con las enzimas EcoRI y BamHI.

Para la digestion, el ADN purificado fue tratado con las endonucleasas EcoR1 y BamHI
utilizando el buffer 3.1 en un volumen final de 40 ul que se incub6 a 37 °C durante 2 h.
Las regiones promotoras y el vector pUJ9 fueron sometidos a reacciones de ligacién en
relacion 1:3 (vector: inserto) en un volumen final de 20 ul que se incubaron a 4 °C durante
16 h. La reaccioén de ligacion fue movilizada por choque térmico a la cepa E. coli DH5a
para su propagacion. Posteriormente, las clonas de E. coli DH5a fueron seleccionadas
por su perfil de resistencia a Cb, los plasmidos fueron purificados y comprobados por

ensayos de restriccion y secuenciacion de la region clonada.

Posteriormente se sub-clonaron en el vector pSEVA el cual se replica en P. aeruginosa,
para la digestion, el ADN purificado fue tratado con la enzima Not-1 y el buffer tango en
un volumen final de 40 pl que se incub6 a 37 °C durante 2 h. Las regiones promotoras y
el vector pSEVA fueron sometidos a reacciones de ligaciéon en relacion 1:3 (vector:
inserto) en un volumen final de 20 pl que se incubaron a 4 °C durante 16 h. La reaccion
de ligacion fue movilizada por choque térmico a la cepa E. coli DH5a para su propagacion.
Posteriormente, las clonas de E. coli DH5a fueron seleccionadas por su perfil de
resistencia a Sm, los pladsmidos fueron purificados y comprobados por ensayos de

restriccion y secuenciacion de la region clonada.

Finalmente, se movilizé aproximadamente 1 ug de cada plasmido a las diferentes cepas
de P. aeruginosa ID4365 mediante el método de electroporacién. Las clonas se
seleccionaron por resistencia, y finalmente se comprobaron por reacciones de PCR,
utilizando un oligonucleotido delantero especifico (Fw) que reconoce la region de cada

promotor clonado y un oligonucleétido reverso (p9Rv) que reconoce el gen reportero lacZ.

1.5. Protocolo de cuantificacion de actividad B-galactosidasa
A partir de pre-cultivos en LB de las cepas seleccionadas se utiliz6 la cantidad de
precultivo necesario para obtener una densidad celular inicial (D.O.s00= 0.05) en matraces
de 125 ml con 30 ml de PPGAS (pH 7.4) que se incubaron a 37 °C y 225 rpm, durante 24
h. A partir de alicuotas de 1 ml, se obtuvo la pastilla celular por centrifugacion (14,000
rpm, 4 °C, 15 min), el paquete celular obtenido se lavo hasta su aclaramiento con PPGAS
estéril, la pastilla se secé y mantuvo en hielo hasta su utilizacién. La determinacion de la

actividad B-galactosidasa se realiz6 como previamente se ha reportado (Miller J et al.,
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1972). Brevemente, las células se resuspenden en 1 ml de buffer ZB (Na2HPO4-7H20 60
mM; NaH2PO4-H20 40 mM; KCI 10 mM; MgSO4:7H20 1mM, pH 7.0, B-mercaptoetanol
50 mM), una alicuota de 200 ml se diluyen 1:5 con buffer ZB y se determina la
absorbancia a 600 nm. Para el tratamiento celular, 200 (Il de células resuspendidas en
buffer ZB se afiaden a un tubo nuevo de 2.0 ml que contiene 800 [IL de buffer ZB, 10 [JL
de SDS 0.1%y 10 [JL de cloroformo (por triplicado). Los tubos se cierran adecuadamente,
se mezclan con vértex durante 10 seg y se incuban a temperatura ambiente durante 5
min. La reaccién se inicia al afiadir 100 uL de orto-nitrofenil-B-galactésido (ONPG) (8
mg/ml) a cada tubo y se registra el tiempo inicial, después de observar la formaciéon de
color amarillo péalido la reaccién se detiene con 500 uL de Na>-CO3 1M (se registra como
tiempo final). Posteriormente se mide la absorbancia a 420 nm y 550 nm para cada tubo,
los valores se reportan en unidades Miller (MU), como previamente se ha reportado (Miller
Jetal., 1972).

Se realizan = 3 réplicas bioldgicas con 3 réplicas técnicas cada una, a partir de las cuales
se obtiene promedio + S.D. Para las comparaciones deseadas se realizd una prueba t-
test no pareado de dos colas, con un valor de confianza del 95%. Las graficas de barras

y analisis estadistico se realizaron con GraphPad Prism 9.0.1®.

1000[A 420 - 1.75(A550)]
(t)(v)(D0600)

Unidades Miller =
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1.6. Analisis estadistico
El andlisis estadistico se realizd utilizando el software Graph Prism 6.0®

(www.graphpad.com), en el cual se realizaron pruebas t-student, estableciendo un 95%

de confianza con un valor de significancia de P=0.05. Por lo tanto, los datos con diferencia
significativa tienen un valor de P<0.05 y se representan en las graficas con asteriscos:
P<0.05 (*), P<0.01 (**) y P<0.001.

1.7.Ensayos de expresion rpoS
Previamente se clon6 el gen rpoS en el vector pHERD20T, el cual tiene un sitio de
clonacién multiple (MCS) corriente abajo del promotor pBAD (Anexo |). La construccién
obtenida araC-pBAD:rpoS fue clonada en el vector pSEVA421 en el sitio Hindlll e
introducida en las cepas 1D4365 e IDrsmA por electroporacion (Montelongo-Martinez LF,
2022). Las cepas se inocularon a una DO= 0.05 en matraces de 125 ml con 30 ml de
PPGAS, cuando fue necesario las cepas se indujeron con arabinosa al 1% final y se
cuantificé la produccién de PYO siguiendo el procedimiento descrito por (Essar et al.,
1990). Después de 24 horas los cultivos en PPGAS mostraron agregados y se procedio

a cuantificar proteina mediante Branford. Los ensayos fueron realizados por triplicado.

1.8. Extraccién y cuantificacién de piocianina
La piocianina se cuantific6 como se ha reportado anteriormente, con algunas
modificaciones (Essar et al., 1990). Para ello se realizdé un pre-cultivo de 16 horas en
medio LB a 37 °C a 250 rpm, suplementado con antibiético si es el caso. Posteriormente,
a partir de este pre-cultivo se inocularon matraces con 30 ml de medio PPGAS a una
D.O. inicial de 0.05 sin antibidtico, se dejaron crecer por 24 horas a 37 °C. Después de
24 horas, los cultivos se centrifugaron (14,000 rpm por 10 minutos) y se guardaron los
precipitados. Se tomaron 3 ml de cada sobrenadante por triplicado y se les adiciono un
volumen de cloroformo. Se separ6 la fase organica y se acidifico con un volumen de HCI
0.2 M para obtener una solucidon rosa a partir de la que se obtiene la concentraciéon de
piocianina al medirla a una densidad oOptica de 520 nm y multiplicarlo por el coeficiente
de absorcion molar de 17,072 molicm™®. Los resultados son mostrados como

piocianina/proteina.
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1.9.Ensayos de Western blot
Las cepas se cultivaron en matraces de 125 ml con 30 ml de medio PPGAS (pH 7.4) a
37 °Cy 225 rpm, durante 24 h. A patrtir de alicuotas de 5 ml, se obtuvo la pastilla celular
por centrifugacion, que se lavaron con 1 ml de MgSO4 10 mM estéril, para ser
resuspendidas en 500 pl de amortiguador de lisis (50 mM NaH2PO#, 300 mM NacCl, pH
8.0) suplementado con mezcla de inhibidores de proteasas (Complete, Roche) y lisozima
0.8 mg/ml (concentracién final). La suspension celular se incub6 20 min a 30°C para ser
sonicada dos veces a una amplitud del 40% durante 20 s, manteniendo las células en
hielo para evitar el calentamiento. El lisado celular se centrifugé a 13000 rpm, 4°C por 20
min para obtener la fraccidn soluble, la cual fue transferida a un tubo de 1.5 ml. La
concentracion de proteina fue determinada por el método de Bradford. Una alicuota de
40 ug de proteina se mezcldé con amortiguador de carga 1X SDS-PAGE y se calent6 a
90°C por 10 min. Las proteinas fueron separadas en geles de poliacrilamida al 10% y
transferidas a membranas de nitrocelulosa, las cuales fueron bloqueadas con 5% de
leche descremada (Blotto Chem-Cruz, Santa Cruz Biotechnology) a 4 °C durante toda la

noche.

La proteina RpoS fue detectada utilizando el anticuerpo policlonal contra RpoS de
Azotobacter vinelandii (Muriel et al., 2017), diluido 1:4,000 en PBST (amortiguador de
fosfatos, pH 7.4, 0.05% Tween 20). Las membranas fueron incubadas con los anticuerpos
anti-RpoS durante 90 min a temperatura ambiente. La deteccion se realizé con anti-IgG
de conejo acoplado a fosfatasa alcalina (Abcam) diluido 1:5000 en PBST, que se
incubaron durante 60 min a temperatura ambiente. Las membranas fueron reveladas con
la solucion NBT/BCIP (Thermo Scientific).

1.10 Anadlisis protedmico de las cepas IDrsmA e ID4365
El analisis de datos se realiz6 con Scaffold v5.0.1 Proteome Software (Searle et al., 2010),
para obtener los datos normalizados del factor de abundancia espectral (NSAF) con valor
FDR<0.05 (Vaudel et al., 2012; Kanehisa et al., 2019) los cuales se exportaron a Excel
(Microsoft) para realizar las comparaciones deseadas. Se obtuvo el promedio y S.D. de
tres réplicas independientes. Los niveles de proteinas se consideraron significativos, si el
radio de los valores NSAF entre las condiciones evaluadas es = |1.5]| y p<0.05 (t- test no

pareado), las cuales fueron llamadas differentially abundant proteins (DAPS).
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VIII. RESULTADOS

1.1. Andlisis de los datos protedmicos de la cepa IDrsmA
A inicios del afio 2021 se obtuvo y analiz6 el proteoma de la cepa IDrsmA vs 1D4365
(Montelongo- Martinez LF, no publicado) a partir del cual se identificaron
aproximadamente 1,400 proteinas. Dichas proteinas fueron sometidas a un andlisis
estadistico, las que mostrarondiferencia significativa fueron representadas por un grafico
de volcan en donde podemos apreciar las proteinas que son reguladas tanto
negativamente como positivamente por rsmA, estas Ultimas son en las que se enfoca el

presente proyecto y estan representadaspor color azul (Figura 4).
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Figura 4: Diagrama de volcan que muestra el efecto de la inactivacion de rsmA en la cepa 1D4365. Los
puntos azules representan las proteinas cuya abundancia disminuye en ausencia de RsmA, las cuales son
reguladas positivamente por RsmA y los puntos rojos representan proteinas que aumentan en esta

condicion. Prom. + S.D. de las réplicas, cambio de expresion Log2FC>1.5, t-test, p<0.05.

Para profundizar en los mecanismos que le permiten a la cepa ID4365 contender contra
la sobreproduccion de PYO, realizamos la clasificacion funcional con base en la
Enciclopedia de Genes y Genomas de Kyoto (KEEG) (Kanehisa et al.,, 2019) de las
proteinas diferencialmente abundantes differentially abundant proteins (DAPS) cuyos
niveles se modifican en la cepa IDrsmA comparada con la cepa ID4365 (Figura 5). Como

se esperaba, la mayoria no han sido caracterizadas, sin embargo, de manera general en
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la cepa IDrsmA disminuyen los niveles de DAPs que participan en procesos de
transcripcion, traduccion, resistencia a antibiéticos y movilidad, mientras que incrementan
aquellas que participan en el metabolismo energético, sintesis de aminoéacidos,
cofactores, vitaminas, transportadores de carbohidratos y sustratos; asi como DAPs que
participan en la produccion de metabolitos secundarios, sistemas de secrecion,
reparacion del DNA, homeostasis redox, metabolismo de nucleétidos y degradacion de
xenobidticos. Encontramos una disminucién en DAPs que participan en la regulacion de
RpoS, uno de los principales elementos que controla la respuesta contra el estrés

oxidativo en E. coliy P. aeruginosa.

Perfil de proteinas expresadas IDrsmA

Blosgnihnh of secondary metabolites:
Blosynthesis of siderophore gr nonribosomal peptide

Bl Down-regulsted
a bmm.g:h Bl Up-reguiated

Xenobiotics blodegradation and metabolis:

Figura 5: Clasificacion KEEG de las DAPs controladas por RsmA en la cepa 1D4365. Las columnas
representan la cantidad de DAPs controladas por RsmA en la ID4365; asi como su clasificaciébn en
diferentes procesos celulares de acuerdo a KEEG. DAPs que incrementan sus niveles (barras rojas), DAPs

gue disminuyen (barras azules) al inactivar a rsmA.

De estas proteinas encontramos algunas se encuentran relacionadas con la produccion
de fenazinas y otras relacionadas con la regulacion de RpoS, las cuales se describen

brevemente:

PhzH: Es una proteina que se encuentra relacionada con la produccion de fenazinas. En

cepas de Pseudomonas la conversion de PCA en PCN es catalizado por una glutamina
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aminotransferasa codificada por phzH, el dominio N-terminal tiene un motivo que se
conserva en las aminotransferasas de glutamina de clase Il, el cual est4 presente en
PhzH (Massiere y Badet 1998; Woeng et al., 2003). En la mutante IDrsmA los niveles de
phzH disminuyen sugiriendo que todo el flujo de PCA se dirige hacia la produccion de
PYO.

ClpP: Forma parte del complejo proteolitico ClpXP, su funcion es catalizar la hidrolisis de
sus proteinas blanco utilizando ATP y una chaperona ya sea ClpA o ClpXp que reconoce
los sustratos, los desdobla y transloca al interior del canal proteolitico de ClpP para su
degradacion. La serina proteasa ClpP dependiente de ATP se encuentra altamente
conservado en eubacterias e interactla con sustratos a través de proteinas adaptadoras.
(Maurizi et al., 1990)

RhIB: Proteina que se encuentra relacionada con la produccion de ramnolipidos. Los
ramnolipidos son una clase de biosurfactantes y son moléculas anfipaticas que les
permite reducir las tensiones superficiales. Son ampliamente utilizados como
detergentes, solubilizantes o agentes emulsionantes a nivel industrial ya se encuentra en
campos el petroleo, la alimentacion, la industria farmacéutica y agricola (Vatsa et al.,
2010; Paulino et al., 2016). P. aeruginosa se ha utilizado como cepa modelo para la
biosintesis de ramnolipidos por ser el productor mas competente de estos compuestos
(Ochsner et al., 1995). La produccién de ramnolipidos involucra al operén rhlIABRI el cual
es regulado por el sistema Rhl (Feng et al., 2021). Ademas, se ha reportado que en la
cepa IDrsmA disminuye la produccion de ramnolipidos al reducirse los niveles de la
proteina RhIR y por lo tanto la expresion del operdn rhlABRI (Cocotl-Yafiez et al., 2020).

MucD: Proteina que se encarga de la regulacion de alginatos, en P. aeruginosa, mucD
esta situado por debajo de algU en lo que parece ser un operon algumucABCD (De las
Penas et al., 1997). Se ha documentado que mutaciones en mucD origina la produccion
de formacion de colonias mucoides como consecuencia de la sobreproduccion de
alginato (Boucher et al., 1996). La formacion para el fenotipo mucoide se debe a la
pérdida de la funcién MucD, y se debe a sefiales de estrés produciendo la acumulacién
de proteinas mal plegadas o dafiadas en el periplasma, originando una sobreproduccion
de alginato. Se ha reportado estas mutaciones en aislados provenientes de los pulmones
de pacientes con infecciones crénicas y pacientes con fibrosis quistica (Yorgey et al.,

2001).
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PchDy PchG

La infeccidon por P. aeruginosa se documento inicialmente en muestras de esputo de
pacientes con fibrosis quistica, que mostraron una mayor expresion de los genes pch
(Martin et al., 2011). P. aeruginosa produce dos sideroforos principales, la pioverdina
(PVD) y lapioquelina (PCH). La produccién de ambos sideréforos se encuentra regulada
por la biodisponibilidad del hierro (Brandel et al., 2012). La pioquelina es un factor de
virulenciaimportante, que actia como un promotor del crecimiento durante la infeccion,
los genes biosintéticos de PCH estan organizados en dos operones, pchDCBA y
pchEFGHI, y contribuyen a superar la respuesta de inanicion de hierro del huésped durante

la infeccibnbacteriana (Ronnebaum et al., 2018).
Vir

El regulador del factor de virulencia Vfr regula la produccién de proteasas por P.
aeruginosa y ejerce un efecto regulador global sobre la produccion de mdltiples factores
de virulencia (West et al., 1994). Se ha demostrado que Vir regula diferentes genes de
QS (incluyendo a lasR y lasB), motilidad de contraccion, biosintesis flagelar y el factor
sigma de fase estacionaria RpoS (Albus et al., 1997; Ambrosi et al., 2002; Bertani et al.,
2003; Dasgupta et al., 2002). Mediante el analisis de microarreglos se identificO mas de
200 genes regulados por Vfr incluyendo genes del sistema de secrecion de tipo |,
incluidos exoS y exsA (Wolfgang et al. 2003). Cabe mencionar que Vfr es ortdlogo a la

proteina represora del catabolismo (CRP) que regula a rpoS en E. coli.
PsrA

En estudios genéticos han identificado al regulador de la familia TetR llamado PsrA (26,3
kDa) relacionado en la regulacién transcripcional de rpoS y en su auto regulacion. Esta
proteina se encuentra presente en P. aeruginosa, y se ha demostrado que se une a los
promotores rpoS y psrA reconociendo secuencias palindrémicas con altos niveles de
identidad (Kojic et al., 2001). Si bien en nuestros resultados se identific6 un cambio en
los niveles de PsrA, éste no fue significativo, pero es tomado en cuenta por que en
estudios previos se ha demostrado que en P. aeruginosa PsrA esta involucrado en la

regulacion transcripcional inducida por fase estacionaria de rpoS.
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1.2.Comprobacién de fusiones transcripcionales pLPrpoS, pLPpsrA,
pLPrssB y pLPtig

Con el objetivo de evaluar si el efecto que ejerce el sistema RsmA sobre la expresion de
genes que tienen que ver con la regulacion de rpoS es a niveles transcripcional se
construyeron fusiones transcripcionales de los genes psrA, rssB, rpoS y del operon tig-
clpP. Las regiones promotoras de estos genes fueron clonadas en el vector pLP170 como
se menciond en materiales y métodos. Las construcciones fueron comprobadas por

ensayos de restriccion (Figura 6).

500kpb

Figura 6. Ensayo de restriccion utilizando las enzimas EcoR1 y Hindlll, la flecha indica la liberacion de los
fragmentos clonados en gel de agarosa: 1) 1,3,5y 7 plasmidos sin digerir; 2) pLPrpoS, 4) pLPpsrA; 6)
pLPrssB; 8) pLPtig.

1.3.Movilizacion de las fusiones transcripcionales a las cepas ID4365 e
IDrsmA.

Los plasmidos pLPrpoS, pLPpsrA, pLPrssB y pLPtig, asi como el vector vacio pLP170
fueron transferidos por electroporacion a la cepa 1D4365 silvestre y la cepa IDrsmA. La
presencia de las fusiones transcripcionales fue confirmada por reacciones de PCR
utilizando un oligonucleétido directo reconoce la cada promotor clonado y un
oligonucledtido reverso que reconoce el gen lacZ (Figura 7). De esta manera se
obtuvieron las cepas silvestres: 1D4365/pLP170, 1D4365/pLPrpoS, 1D4365/pLPpsrA,
ID4365/pLPrssB, ID4365/pLPtig, asi como las cepas: IDrsmA/pLP170, IDrsmA/pLPrpoS,
IDrsmA/pLPpsrA, IDrsmA/pLPrssB e IDrsmA/pLPtig.
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Figura 7. Identificacién de las fusiones transcripcionales en las cepas ID4365 e IDrsmA mediante PCR. 1)
pLP170 control negativo de reaccién de PCR; 2) ID4365/pLPrpoS, 3) ID4365/pLPpsrA, 4) IDrsmA/pLPrpoS,
5) IDrsmA/pLPpsrA, 6) pLP170 control PCR, 7) ID4365/pLP170, 8) ID4365/pLPrssB 9) IDrsmA/pLPrssB,
10) IDrsmA/ pLP170, 12) ID4365/pLPtig, 13) IDrsmA/pLPtig.

1.4. Actividad de las fusiones transcripcionales
Para evaluar la actividad de las fusiones transcripcionales construidas para los genes
implicados en la regulacion de rpoS utilizadas en este proyecto, se cuantificd su expresion
en las cepas ID4365 e IDrsmA en medio PPGAS, 24 horas a 37 °C a 265 rpm.

Como se observa en la figura 8, la actividad basal del plasmido pLP170 (utilizado
inicialmente como control negativo) no cambia en ambas cepas. Por otro lado, la actividad
de las fusiones pLPrpoS y pLPtig no cambian entre la cepa ID4365 e IDrsmA. Mientras
gue la expresion de pLPrssB incrementa al inactivar a rsmA, sugiriendo que RsmA
controla de manera negativa la transcripcion de rssB, probablemente de manera
indirecta. De manera inesperada la actividad de la fusion pLPpsrA se abate al inactivar a
rsmA, lo que sugiere una regulacion positiva a nivel transcripcional de RsmA sobre prsA.
Estos resultados demuestran que RsmA regula a nivel transcripcional la actividad de psrA
y rssB de manera positiva y negativa, respectivamente. Sin embargo, este efecto no se

refleja en la actividad de la fusién transcripcional pLPrpoS.
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Figura 8: Actividad de las fusiones transcripcionales. Cada replica biologica se realiz6 al afadir por
triplicado la cantidad de cultivo necesaria para llegar a una densidad celular inicial de D.0.600=0.05 los
cuales fueron incubados a 37 °C en PPGAS con agitacién, en estas condiciones de cultivo este valor de
densidad celular corresponde a la fase logaritmica, ID4365/pLPrpoS 1D4365/pLPpsrA, ID4365/pLPrssB,
ID4365/pLPtig Se muestra el promedio de 3 réplicas bioloégicas + desviacion estandar. Diferencia

significativa t-student: (*, P<0.05); (**, P<0.01) y n.s.= no significativo.

1.5.Comprobacion de fusiones traduccionales pSEVrpoS pSEVpsrA
YypSEVrssB.

Con el objetivo de comprobar que los genes afectados a nivel transcripcional en la
mutante en rsmA también se ven afectados en la traduccion y determinar que aquellos
cuya expresion no cambio a nivel transcripcional puedan verse afectados a nivel
traduccional, sugiriendo una regulacién directa por RsmA, se construyeron fusiones
traduccionales para los genes psrA, rpoS y rssB. Las regiones reguladoras, el RBS y al
menos 8 tripletes del gen estructural se fusionaron al reportero lacZ, como se mencioné
en materiales y métodos. Las construcciones se comprobaron por patron de restriccion
(Figura 9).

4 kph

Figura 9: Ensayo de restriccion de fusiones traduccionales lacZ subclonadas en pSEVA con la enzima
Notl, liberacion de los fragmentos clonados en gel de agarosa: 1) 1,3 y 5; plasmidos sin digerir; 2)
PSEVrpoS, 4) pSEVpsrA 6) pSEVrssB,
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1.6.Comprobacion de la movilizaciéon de las fusiones traduccionales en
Pseudomonas aeruginosa

Los plasmidos pSEVrpoS, pSEVpsrA y pSEVrssB, asi como el vector vacio pSEVA
fueron transferidos por electroporacion a las cepas 1D4365 e IDrsmA. La movilizaciéon de
las fusiones traduccionales fueron confirmadas por reacciones de PCR utilizando un
oligonucledtido directo que reconoce la cada promotor clonado y un oligonucleétido
reverso que reconoce al gen lacZ (Figura 8). De esta manera se obtuvieron las fusiones

PSEVrpoS, pSEVpsrAy pSEVrssB en la cepa silvestre y en la mutante en rsmA.

PM 1 2 3 4 5 6
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Figura 10: Comprobacion de la movilizacion de las fusiones traduccionales a las cepas ID4365 e IDrsmA
mediante PCR: 1) ID4365/ pSEVrpoS, 2) ID4365/pSEVpsrA, 3) ID4365/pSEVrssB, 4) IDrsmA/ pSEVrpoS,
5) IDrsmA/ pSEVpsrA, 6) IDrsmA/ pSEVrssB.

1.7. Actividad de las fusiones traduccionales
Con la finalidad de evaluar el efecto de RsmA a nivel post-transcripcional sobre los
elementos de interés, se evalud la expresion de las fusiones traduccionales en la cepa
silvestre 1D4365 e IDrsmA de las fusiones pSEVrpoS, pSEVpsrA y pSEVrssB. Las
condiciones empleadas fueron las mismas que como se describié anteriormente para las
fusiones transcripcionales. La actividad basal del plasmido pSEVA fue utilizado como
control negativo, debido a que sus niveles de expresion no cambian en ambas cepas.
Observamos que para la fusién pSEVrssB se activa considerablemente con respecto al
valor basal del pSEVA, pero estas actividades se mantienen sin cambios entre ambas
cepas. La actividad de las fusiones pSEVrpoS y pSEVpsrA disminuyen al inactivar a
rsmA, lo que sugiere una regulacién positiva por RsmA (Figura 11). Lo anterior sugiere
gue RpoS es regulado a nivel post-transcripcional por RsmA, probablemente de manera

directa, ya que a nivel transcripcional no se modifica (Figura 8).
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Figura 11: Actividad de las fusiones traduccionales. Cada replica bioldgica se realiz6 por triplicado iniciando
el cultivo a una D.0.600=0.05 los cuales fueron incubados a 37 °C en PPGAS con agitacion por 24 h. Se
muestra el promedio de 3 réplicas biolégicas + desviacidn estandar. Diferencia significativa t-student: (*,
P<0.05); (**, P<0.01) y n.s.= no significativo.

1.8. Efecto de la sobre-expresiéon de rpoS en la cepa IDrsmA
Previamente se ha reportado que la inactivacion de rsmA, asi como la inactivacion de
rpoS (por separado) tienen como resultado la sobreproduccion de piocianina en P.
aeruginosa (Gabriela pessi et al., 2001; Sang et al., 1999). Ademas, en nuestros
resultados RpoS es regulado de manera positiva por RsmA a nivel post-transcripcional lo
gue sugiere que en la cepa IDrsmA la sobreproduccién de piocianina podria estar dada
también por la baja expresion de rpoS, el cual actia como un regulador negativo. Por lo
tanto, se sobre-expreso a rpoS utilizando el plasmido pRpoS (Montelongo-Martinez LF,
2022) el cual fue movilizado a la cepa IDrsmA. De tal manera que, si RsmA controla a
rpoS, entonces la sobreexpresion de RpoS disminuird la producciéon de piocianina, en la
cepa IDrsmA. Cabe resaltar que en este plasmido rpoS esta clonado bajo el promotor
pBAD, el cual es un promotor inducible con arabinosa. Como control negativo se utilizd

el plasmido vacio pSEVA (Figura 12).
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Figura 12: Ensayo de restriccion utilizando la enzima Hindlll, se muestra la liberacion de los fragmentos en
gel de agarosa: 1) 1y 2 liberacion del fragmento que contiene a rpoS clonado bajo elpromotor araC, en el
vector pSEVA, 3) pSEVA sin digerir.

1.8.1. Cuantificacion de piocianina
Las cepas obtenidas anteriormente fueron crecidas en medio PPGAS por 24 ha 37°Cy
225 RPM con el objetivo de medir la produccion de piocianina con y sin arabinosa al 1%.
Debido a que los matraces mostraron agregacion celular la piocianina se normalizd
utilizando la concentracion total de proteinas. En la Figura 13, se muestra que la
sobreexpresion de rpoS inducida por arabinosa al 1% final (cepa IDrsmA/pRpoS),
disminuye la produccion de piocianina en la cepa IDrsmA, sin efecto del vector vacio
(cepa IDrsmA/pSEVA). Este efecto solo se observa al inducir con arabinosa 1%. Los
resultados confirman lo observado a nivel de la fusion traduccional rpoS’-lacZ, es decir
existe una cascada de regulacién positiva de RsmA sobre RpoS que se refleja a nivel de

la produccion de piocianina, la cual, no ha sido reportado con anterioridad.
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Figura 13: Efecto de la sobreexpresién de rpoS en la produccion de PYO. Cada replica biolégica se realizé
al afadir por triplicado la cantidad de cultivo necesaria para llegar a una densidad celular inicial de
D.0.600=0.05 incubados a 37 °C y 225 rpm. En estas condiciones de cultivo este valor de densidad celular
corresponde a la fase logaritmica, ID4365, IDrsmA, IDrsmA/pRpoS+1% ara, IDrsmA+pSEVA+1%ara,
IDrsmA/pRpoS y IDrsmA/pSEVA. Se muestra el promedio de 3 réplicas bioldgicas + desviacién estandar.
Diferencia significativa t-student: (*, P<0.05); (**, P<0.01); (***, P<0.001); n.s.= no significativo.

1.8.2. Lainactivacion en rsmA reduce los niveles de la proteina RpoS.

Finalmente, y en colaboracién con el Dr. Luis Felipe Muriel Millan, se realizé un ensayo
de western blot utilizando anticuerpos anti-RpoS para detectar los niveles de esta
proteina en las cepas 1D4365, IDrsmA complementada con rsmA e IDrsmA con el
plasmido vacié y como control negativo se utilizo a la cepa PAO1 mutante en rpoS. Como
se observa en la figura 14, los niveles del factor sigma RpoS disminuyen en la mutante
en rsmA con el plasmido vacié en comparacion con la cepa silvestre ID4365. Ademas,
estos niveles se restauran cuando la mutante es complementada con rsmA y como se
esperaba, no se detecta a la proteina RpoS en la mutante rpoS de la cepa PAOL. En su
conjunto nuestros datos demuestran que RsmA es un regulador positivo de la expresion
del factor sigma RpoS y que controlando su expresion es capaz de modular la produccion

de piocianina.
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Figura 14. Western-Blot para identificar a RpoS

43



IX. DISCUSION

P. aeruginosa es una bacteria Gram negativa que tiene la capacidad de poder infectar a
una amplia diversidad de huéspedes ya que se encuentra en diversos ambientes y al
producir metabolitos secundarios logra colonizar con gran facilidad. Uno de estos
metabolitos es la piocianina una fenazina que produce radicales libres y ocasiona dafio
celular. La regulacion de la produccién de piocianina involucra diferentes sistemas vy
reguladores, incluidos los tres sistemas de deteccion de quorum Las, Rhly Pgs, el factor
sigma alternativo RpoS y el sistema regulador postranscripcional Rsm (Palleroni et al.,
2015; Fang et al., 2021; Suh et al., 1999).

En este proyecto empleamos la cepa ID4365 cuya caracteristica es que sobre produce
piocianina y sabiendo que una mutacion en rsmA aumentd su produccion, surge la
pregunta de saber como es que la bacteria se protege ante los efectos toxicos de este

compuesto.

Inicialmente este proyecto surge del analisis de protedmica ya que el sistema RsmA
regula a nivel postranscripcional, afectando los niveles del producto final, las proteinas.
Para esto se analizaron las proteinas cuyos niveles disminuyen en la cepa IDrsmA en
comparacién con la cepa silvestre y se agruparon por su funcion. De acuerdo a los
resultados del proteoma encontramos que en la cepa IDrsmA disminuyen los niveles de
318 DAPs (Figura 4), la mayoria de las cuales son proteinas hipotéticas de acuerdo a
KEEG (Figura 5).

Identificamos que en la cepa IDrsmA se abaten los niveles de Vfr, disminuye PsrA 0.6
veces (p=0.238), y los niveles de RpoS disminuyen 0.92 veces (p=0.888); sin embargo,
estos cambios no son significativos, ni cumplen con los parametros iniciales para
considerarlos DAPs (nivel de cambio = |1.5], p<0.05). Lo anterior nos llamo la atencion
debido a que RpoS es importante contra el estrés oxidativo. Alin mas interesante, es que
en P. aeruginosa la inactivacién de rpoS fenocopia a la inactivacion de rsmA al
incrementar la produccién de PYO, lo que en teoria incrementaria el estrés oxidativo
(Chen et al., 2020; Wang et al., 2020).
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Adicionalmente, dentro de las proteinas que son reguladas positivamente por RsmA se

encuentran aquellas que estan relacionadas con la regulacion de rpoS.

En estudios previos con P. aeruginosa PAK se encontré que el regulén de RsmA incluye
mas de 500 genes, de los cuales aproximadamente un tercio se vieron afectados
negativamente por una mutacion rsmA, mientras que el resto se vieron afectados
positivamente (Brencic y Lory et al., 2009). Estos datos van de acuerdo a lo que
encontramos en el proteoma, ya que de las 512 proteinas por RsmA, 318 proteinas
disminuyeron sus niveles mientras que 194 aumentaron, considerando que RsmA regula
mayormente de manera positiva y muy probablemente de manera indirecta a estos

blancos.

Dentro de las proteinas que disminuyen sus niveles en la mutante en rsmA son aquellos
gue tienen que ver con la sintesis de piochelina. Previamente se document6 que la
expresion de los genes pvd y pch, que dirigen la biosintesis de los sideréforos pioverdina
y piochelina respectivamente se encuentran incrementados en la mutante rsmA en
comparacion con el tipo silvestre (Burrowes et al., 2006). De manera contraria en este
trabajo encontramos que las proteinas que tienen que ver con la produccién de
piochelinas son reguladas positivamente por RsmA. Este efecto podria deberse a las
caracteristicas de las cepas una al provenir de un aislado ambiental y la otra al ser un
aislado clinico, que a pesar de que comparten gran similitud de genes no se comportan
de la misma manera, pudiéndose deber a la plasticidad del sistema de la bacteria para

poder regular sus genes.

Debido a que varias proteinas relacionadas con la expresion de RpoS se modifican en la
mutante en rsmA y que RpoS también funciona como un regulador negativo de la
produccion de piocianina (Chen et al., 2020), decidimos explorar si RsmA regula a este
factor sigma alternativo. Si RsmA regula directamente a rpoS uniéndose al ARNm, se
espera que el efecto de RsmA en la expresion de este gen se manifieste a nivel post-
transcripcional. Para comparar el efecto de RsmA sobre la transcripcion y traduccién de
rpoS, construimos fusiones transcripcionales y traduccionales de rpoS, y adicionalmente
de sus reguladores como psrA, rssB y tig y medimos su expresion en la cepa silvestre
ID4365 y la mutante IDrsmA, para determinar a qué nivel se encontraba la regulacion por

parte de RsmA en la expresion de rpoS.
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Nuestros resultados demuestran que a nivel transcripcional rpoS no se vio afectado por
la inactivacién de rsmA, a pesar de que se observé una disminucion de psrA, ya que se
ha documentado que PsrA es el principal regulador transcripcional positivo de rpoS, por
lo que esperabamos que fuera de la misma manera y disminuyeran ambos (Venturi et al.,
2001; Kojic et al 2002). Sin embargo, nuestros resultados no muestran este
comportamiento. Lo anterior siguiere que, a nivel transcripcional, la disminucién de psrA
en la cepa IDrsmA no afecta la transcripcion de rpoS. Nuestros datos también mostraron
un incremento de rssB a nivel transcripcional en la cepa IDrsmA, probablemente indique

gue haya mas proteina y por lo tanto se esté degradando mas RpoS.

Trabajos reportados indican que rpoS es regulado a nivel post-transcripcional por RsmA
de manera negativa, esto sucede en la cepa P. fluorescens CHAO (Heeb-Valverde et al.,
2004). Sin embargo, observamos que a nivel de la traduccion de rpoS los niveles se
reducen en mas de la mitad en la cepa IDrsmA en comparacion con la cepa de tipo
silvestre 1D4365, lo que indica que RsmA regula positivamente la expresion de rpoS. Asi,
nuestros datos indican que RsmA controla la sintesis de PYO mediante la regulacion de

la expresion de RpoS, principalmente a nivel post-transcripcional.

Es importante destacar que en P. putida, RsmA reprime directamente la traduccion de
RpoS (Huertas et al.,, 2021), mientras que, de acuerdo a nuestros resultados en P.
aeruginosa esta regulacion es positiva, esto a pesar de que las regiones 5 -UTR poseen
un 76.8 % de similitud. Generalmente, RsmA es considerado un represor
postranscripcional ya que bloquea el sitio de unién al ribosoma (RBS) de diversos
MRNAS, sin embargo, la regulaciéon positiva también ha sido reportada, el mecanismo se
basa en mejorar la estabilidad del transcrito ya sea favoreciendo conformaciones
secundarias del mRNA que bloquean sitios de acceso a RNAsas y/o mejorando el acceso
al RBS (Sobrero et al., 2020). Desde este punto de vista, seria novedoso determinar el

mecanismo de regulacion de RsmA sobre RpoS en P. aeruginosa.

Para confirmar que existe una cascada regulatoria en la que RsmA también controla la
produccion de piocianina a través de RpoS, evaluamos el efecto de la sobre-expresion
de RpoS en la cepa IDrsmA sobre la produccién de piocianina. Como se esperaba, la

sobreexpresién de RpoS con 1% de arabinosa reduce los niveles de esta fenazina en la
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cepa IDrsmA a los niveles silvestres, confirmando la existencia de la cascada de

regulacion RsmA-RpoS-Piocianina, que no ha sido reportada previamente.

Adicionalmente, se realiz6 un ensayo de western blot utilizando anticuerpos policlonales
contra RpoS de Azotobacter vinelandii (Muriel-Millan et al., 2017), ambas proteinas RpoS
comparten un 88% de identidad y estos anticuerpos fueron capaces de detectar RpoS de
P. aeruginosa. El ensayo de western blot se realizé utilizando extractos celulares de la
cepa de tipo salvaje 1D4365 y sus derivados. Como se muestra en la figura 14, los niveles
de la proteina RpoS disminuyeron en la cepa IDrsmA y también en la cepa IDrsmA
complementada con el plasmido vacio, en comparacion con la cepa 1D4365 de tipo
salvaje. Como era de esperar, los niveles de proteina RpoS se restauraron en la cepa
IDrsmA complementada con rsmA. Estos datos indican que RsmA es capaz de modular
la expresion RpoS y por lo tanto coloca a RsmA como un regulador central de la sintesis
de piocianina que controla tanto a los genes involucrados en su produccién como a

reguladores globales como RpoS que regulan también su sintesis.

Finalmente, parte de estos resultados han sido publicado en el articulo ‘Unraveling the
regulation of pyocyanin synthesis by RsmA through MvaU and RpoS in Pseudomonas
aeruginosa ID4365’ en la revista Journal of Basic Microbiology, en el cual participo como

co-autor.
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X. CONCLUSIONES

Los niveles de 318 proteinas disminuyen significativamente en la cepa IDrsmA.

RsmA regula a nivel transcripcional la expresion de psrA, de manera positiva y

negativamente a rssB.

RsmA regula a nivel post-transcripcional la expresion de rpoS, de manera positiva.

La sobre-expresion de RpoS disminuye la sobreproduccion de piocianina en la cepa

IDrsmA, sugiriendo una cascada de regulacion RsmA ---->RpoS ----| Piocianina.

Xl. PERSPECTIVAS

Determinar si la regulacion de RsmA sobre tig-clpxP es a nivel post-transcripcional.

Evaluar si RsmA se une a la region reguladora de rpoS.

Elucidar la via de regulacién de RsmA sobre psrA 'y rssA-rssB.

Obtener la mutante rpoS en la cepa ID4365 y evaluar la produccién de PYO
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XI1. ANEXO

Construccion del plasmido pSEVA-rpoS

Una vez clonado rpoS, se disefaron oligonucleotidos para obtener un fragmento de PCR
gue abarcara desde el gen araC hasta el extremo 3" del gen rpoS (PCR que contiene a
araC y la fusion pBAD: rpoS), posteriormente se cloné en otro plasmido para poder
integrar araC y pBAS: rpoS en el cromosoma de PA. De esta manera se controlan los
niveles de expresion de rpoS, al estar clonado corriente abajo del promotor pBAD, el cual
es activado por la proteina AraC en presencia de arabinosa (inductor).

La construccién de araC-pBAD: rpoS fue clonada en el vector pSEVA421, el cual tiene
resistencia a estreptomicina, por lo que se puede utilizar en las cepas de PA (sensibles a
estreptomicina).

Clonacion del gen rpoS en pHERD20T Producto PCR que contiene araC y
pBAD:rpoS
AmpR promoter AR promoter
ori_pRO1600 9n_pRO1IS0D
PHERD20T - \a)
PHERD20T-rpos | =) wspense 15
3472) HindIIx ori_pBR322 ) .

7 i A
1405) Ncol 05
araBAD promoter i
Srobiopromotes Clonacién del producto PCR en
PSEVA421 (sitio Hindlll)

WD

Oligonucleétidos utilizados para el PCR v
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