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«Lo que sabemos es una gota de agua, lo que ignoramos es el océano»
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RESUMEN

Las bacterias presentan reservorios energéticos conocidos como inclusiones, que
son acumulos de sustancias organicas o inorganicas que se originan dentro del citoplasma
bajo determinadas condiciones de crecimiento y su funcion es almacenar energia.

Algunos ejemplos son: inclusiones de polisacéaridos (almidon o glucdgeno),
granulos de cianoficina, granulos de polifosfato, glébulos de azufre y granulos de acido
poli-B-hidroxibutirico conocidos como PHB.

Estos granulos de PHB son polimeros de mondmeros de acidos grasos 3-hidroxilo
y estan provistos de una cubierta protéica, en las cuales se encuentran proteinas asociadas
al granulo (PGAPS) que sirven para su sintesis, degradacion y estabilidad. Un grupo
importante de estas PGAPS son las fasinas, que su funcién es regular el tamafio, nimero
de granulos y evitar interacciones inespecificas, asi como llegar a promover la unién con
el DNA. Esta capacidad de union al DNA la logran a través de motivos estructurales
PAKKA, dominios de tipo histona con repeticiones en tandem similares a AAKP, es
decir, motivos con capacidad de union al DNA.

En el estudio de Salinas, et al., 2023 se obtuvo que en C. crescentus existe una
proteina (CC_1098 o PhaH) que tiene una localizacion citoplasmatica similar a la de los
granulos de PHB y esta conformada por un dominio hélice hidrofdébica en la region amino
terminal y dos dominios Helix-hairpin-Helix (HhH) en la regién carboxilo terminal.

En este trabajo se evaluo la capacidad de union al DNA por parte del dominio
HhH de la proteina PhaH de C. crescentus. Para lograr este objetivo se realizaron fusiones
de proteinas fluorescentes con el dominio HhH y se probaron en E. coli para determinar
la localizacion del dominio dentro de la célula y observar si colocalizaba con el DNA,
manteniendo asi la funcidn caracteristica de estos dominios.

El dominio HhH de la proteina PhaH de C. crescentus colocaliza con la regién del
nucleoide en E. coli; la unién con el DNA por parte del dominio HhH es inespecifica
debido a que no toda la cantidad de proteina fluorescente se acumula en la region del
nucleoide; a través de un ensayo EMSA se corrobor6 que la proteina mCherry-HhH posee
afinidad hacia el DNA.



INTRODUCCION

Las bacterias disponen de una gran diversidad de mecanismos y adaptaciones que
les permiten administrar su tasa de crecimiento de acuerdo con la disponibilidad de
nutrientes, para lograr asi un alta tasa de supervivencia en condiciones de algun tipo de
estrés. Un ejemplo de esto se observa cuando existe estrés nutricional, es decir, cuando
se tiene una fuente de carbono disponible, el crecimiento se vera limitado ya sea por la
baja o nula concentracion de otros nutrientes esenciales. El exceso de carbono se
almacenara en diferentes compuestos y servirdn como reservorios de energia en algunos
casos. Un tipo frecuente de polimero de almacenamiento son los polihidroxialcanoatos
(PHA), que se acumulan y forman granulos cominmente llamados carbonosomas, y en
donde el polihidroxialcanoato mas comun es el poli-3-hidroxibutirato o también llamado
PHB (Jendrossek, 2009; Rehm, 2006).

Entre las bacterias adaptadas a estos ambientes pobres, se encuentra Caulobacter
crescentus, una o-proteobacteria que habita en aguas dulces oligotréficas (Poindexter,

1981) tales como lagos, y que experimentan una constante privacion de nutrientes.

Generalidades de Caulobacter crescentus

C. crescentus, pertenece al orden de las Caulobacterales, un grupo de bacterias
caracterizadas en un principio por su inusual morfologia y la presencia de una prosteca o
tallo, ademés de un soporte o adhesivo, junto con un particular ciclo de vida dimorfico
(Figura 1), lo cual significa que tienen dos estados o formas diferentes de desarrollarse
en su ciclo de vida; en este caso una forma sésil y una forma motil. Sin embargo, dentro
de la familia Caulobacteraceae se albergan géneros prostecados y no prostecados. Estos
organismos prostecados usualmente se adhieren a superficies utilizando la prosteca en un
extremo y forman células flageladas en el otro extremo polar (Hughes, Jiang, & Brun,
2012).



D Dimorphic cycle e \ DHS
H Holdfast oo o EDHS %
S Stalk / s
Asti lis bip DHS g
Q
vp ium @—= D S 2
_‘—Huschla baltica . g DH S 2
ismaris . " DHS
I} icauli ii - DHS
P n i?
Agrobacterium tumefaciens , DH
] s
'T‘ Current Biology

Figura 1. Orden de las Caulobacterales, caracterizadas por ciclos celulares dimérficos,
adhesivos polares y tallos conservados en diversas a-proteobacterias. Tomado de Hughes et al.,
2012.

Otra caracteristica que hace muy especial a C. crescentus, es la habilidad de ésta
para vivir y prosperar en ambientes acuaticos pobres en nutrientes, ya sean lagos o
cuerpos de agua pequefios. Esta capacidad que posee para prosperar en ambientes pobres,
lo logra a través de su ciclo de vida dimorfico. Pues, a diferencia de bacterias como E.
coli o B. subtilis, C. crescentus se divide de forma asimétrica y produce células hijas
genéticamente idénticas pero morfoldgicamente distintas: una célula sésil prostecada y

una célula movil flagelada mas pequefia (Hughes, Jiang, & Brun, 2012).

La célula sésil se caracteriza morfolégicamente por la presencia de una prosteca
que también se llega a reconocer como tallo. Esta estructura se origina en el polo opuesto
del sitio de la division celular; y algunos estudios han revelado que consta de una
membrana citoplasmica, una capa de peptidoglicano y una membrana externa. La
principal funcién de la prosteca radica en que ésta se alarga en condiciones de éstres
nutrimental, expandiendo el area de la superficie de la envoltura celular y mejorando asi
la absorcion al aumentar la relacion superficie contra volumen (Klein et al., 2013). En el
extremo libre de la prosteca, se encuentra el soporte o adhesivo que promueve la union a
la superficie, junto con la adhesion a otras células y/o formacién de biopeliculas (Govers
& Jacobs-Wagner, 2020).

Por otra parte la célula flagelada presenta un unico flagelo polar y varios pilios.

Este flagelo es sintetizado en el polo opuesto al prostecado durante la division celular

10



antes de que los citoplasmas de las células hijas se separeny esta presente y activo
solo durante el periodo de movilidad, cuya fase es posterior a la division celular, pues el
filamento del flagelo se pierde al diferenciarse en una célula prostecada. El flagelo
liberado consiste en un filamento de un diametro aproximado de 19 nm (Klein et al.,
2013).

Ciclo celular y regulacion de C. crescentus

Caulobacter posee algunas caracteristicas que la convierten en un modelo
bacteriano de estudio, gracias a su regulacion genética, division celular asimétricay a su

sincronizacion del ciclo celular (Abraham, Rohde, & Bennasar, 2014).

En el proceso de division celular en Caulobacter, las células flageladas no replican
su DNA y son incapaces de iniciar la replicacion hasta llegar a la fase de transicion de la
célula prostecada, en donde la replicacién cromosomica se inicia en un origen llamado
Cori. La replicacion del DNA procede bidireccionalmente hasta que todo el cromosoma

se ha replicado en la etapa anterior a la division (Ozaki, 2019).

Gréaficamente, esto se puede observar en la Figura 2 que comienza cuando la
progenie prostecada replica y segrega su DNA en la fase S del ciclo celular. La progenie
movil no replicara el cromosoma hasta el final del periodo motil denominado fase G1.
Eventualmente, la célula mévil se sometera a una eyeccion flagelar, biogénesis de la
prosteca y sintesis del adheviso (transicion de G1-S) para diferenciarse en la fase G2-M
(Jensen, Wang, & Shapiro, 2002).

G1 phase
- Locomotion
/—\ Replication origin (Cori)
|
- Chromosome
Swarmer cell
Predivisional cell
G1-S transition Stalked cell
- Flagellar ejection
- Stalk biogenesis
- Holdfast synthesis
- Origin licensing S phase G2/M phase Holdfast
- Replication - Asymmetric division
- Segregation

Figura 2. Divisién celular en C. crescentus y sus pasos. Tomado de Ozaki, 2019.
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Para responder la pregunta de como se coordina el ciclo celular, varios grupos de
trabajo demostraron que para que ocurra el ciclo celular en C. crescentus se necesitan
reguladores maestros. Entre ellos, DnaA, CtrA y GcrA que afectan directamente la
expresion de numerosos genes al actuar como reguladores transcripcionales, mientras que
un cuarto regulador maestro, CcrM, regula la transcripcion a través de la metilacion del

DNA en sitios especificos a lo largo del genoma (Govers & Jacobs-Wagner, 2020).

Ademas, observaron que cuando Caulobacter esta lista para llevar a cabo la
division celular, la progenie contintia con el ciclo celular iniciandolo con una constriccion
celular. Posterior a esto, se comienza el ensamblaje del flagelo y una vez que la
citocinesis termina, el flagelo empieza a rotar y se comienza la sintesis de los pilios,

como se observa en la Figura 3 (Govers & Jacobs-Wagner, 2020).

Pili &
synthesis

4 rogeny | Flagellum shedding

o€ Pili retraction
Flagellar 5‘4‘7‘/") \

rotation

Completion /
of cytokinesis suaived progeny
Holdfast synthesis
/_\ Stalk formation
Flagellum 7
assembly < -

Initiation of
DNA replication
and segregation

L

Initiation of
e \ —._cell constriction /
-

&

Current Biology

Figura 3. Ciclo de vida dimérfico de Caulobacter. Modificado de Govers & Jacobs-Wagner,
2020.

La célula movil resultante de la sintesis de los pilios y el flagelo, permanecera
en este estado por un tiempo indefinido que dependerd de las condiciones de
cultivo. La duracion de esta etapa de motilidad es controlada de forma parcial por

la respuesta mediada por el segundo mensajero conocido como tetrafosfato o pentafosfato
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de guanosina ((p)ppGpp) (Boutte & Crosson, 2011; Juengert et al., 2017). Cuando la
célula flagelada esta lista para diferenciarse, ésta pierde el flagelo por medio de la
protedlisis especifica de la proteina flagelar FliF, que estd medidada por la actividad
de PleD que cataliza la formacion de c-di-GMP (Curtis & Brun, 2010). Asi mismo, se
retraeran los pilios y comenzaré la sintesis de la prosteca y adhesivo. La prosteca crecera

a partir del mismo polo donde se encontraba el flagelo.

Uno de los estimulos ambientales clasicos que influyen en la morfologia de las
células de C. crescentus, la duracion de laetapa de motilidad y por ende el ciclo celular,

es la disponibilidad de fosfato.

En el proceso de diferenciacion morfoldgica provocado por la privacion de
fosfato, hay una proteina muy importante que se denomina SpoT. Se trata de una enzima
que cataliza la sintesis e hidrolisis de (p)ppGpp. Se conoce que los niveles bajos de
(p)ppGpp se mantienen en las ceélulas durante el crecimiento normal, pero los niveles
aumentan cuando las células carecen de carbono, nitrégeno o aminoacidos, es decir, en
condiciones de bajos nutrientes. Este (p)ppGpp ralentiza y controla la transicién del ciclo
celular, tal vez para permitir que la célula flagelada tenga méas tiempo para buscar

nutrientes antes de diferenciarse (Woldemeskel & Goley, 2017).

Lo anterior se ve ejemplificado en la Figura 4, en donde se puede observar que
en condiciones de abundancia de nutrientes, las células mdviles se diferencian para
convertirse en células prostecadas (1), esta diferenciacion es inhibida por el ppGpp (2).
En cambio la sintesis de (p)ppGpp hace que las células prostecadas se vuelvan mas
pequefas (3). Por ultimo, (4) la falta de fosfato hace que las células de Caulobacter
alarguen sus tallos y aumenten el volumen celular. Cuando son crecidas en presencia de
fosfatos pero por periodos largos en la fase estacionaria tardia (5), las células se volveran
filamentadas y adoptaran una morfologia enrollada o helicoidal (Woldemeskel & Goley,
2017).
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Figura 4. Los cambios ambientales influyen en la morfologia celular de Caulobacter.
Modificado de Woldemeskel & Goley, 2017.

Por tanto (p)ppGpp ejerce sus efectos sobre el ciclo celular, al afectar los niveles
de CtrA y DnaA, cada uno de los cuales afecta directamente el inicio de la replicacion del
DNA vy regula la expresion de docenas de genes necesarios para la progresion del ciclo
celular (Hughes et al., 2012; Woldemeskel & Goley, 2017).

Polihidroxialcanoatos

Los PHAs son biopoliésteres sintetizados por muchas bacterias Gram positivas y
Gram negativas en respuesta a ambientes con abundantes fuentes de carbono, pero
limitados en nutrientes como nitrogeno, fésforo, magnesio, entre otros. Estos polimeros
se acumulan y almacenan en el citoplasma celular como inclusiones insolubles en agua,
y actuan principalmente como reservas de carbono y energia (Reddy, Ghai, Rashmi, &
Kalia, 2003; Sudesh, Abe, & Doi, 2000).

Los PHAS son polimeros compuestos de mondémeros de acidos grasos 3-hidroxilo,

y que se condensan a través de la formacion de enlaces éster entre el grupo carboxilo e

hidroxilo de los monémeros, formando asi cadenas cortas y medianas, como se muestra
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en la Figura 5 (Madison & Huisman, 1999; Mcadam, Fournet, Mcdonald, & Mojicevic,
2020).

Figura 5. Poly(3-hidroxialcanoato). Modificado de (Verlinden, Hill, Kenward, Williams, &
Radecka, 2007).

Los PHA de cadena corta (scl-PHA) se componen de 3 a 5 atomos de carbono,
siendo ejemplos de éstos el 3-hidroxibutirato (3HB), 4-hidroxibutirato (4HB), o 3-
hidroxivalerato (3HV). Mientras que PHA de cadena larga (mcl-PHA) consisten de
cadenas de 6 a 14 atomos de carbonos, siendo representantes el 3-hidroxihexanoato
(HHXx), 3-hidroxidocanoato (HD) o incluso unidades de monémeros de cadena més larga
(ver Figura 6). La longitud de las unidades monoméricas determinan las propiedades de
los polimeros resultantes, siendo los PHA de cadena corta considerados como
termosplasticos (Mcadam et al., 2020), es decir, son polimeros que se pueden ablandar y
derretir mediante la aplicacion de calor, y se pueden procesar en estado ablandado por
calor o en estado liquido. Ademas de representar la ventaja del reciclaje, tienen mayor
ductilidad y resistencia al impacto que los polimeros termoestables, que no pueden ser

derretidos y vueltos a moldear (Mallick, 2010).

Grupo R Nombre completo Abreviacion
CH Poli{3-hidroxibutirato} PHBE
CH-CH- Poli(3-hidroxivalerato) PHV
CH;CH,CH Poli(3-hidroxihexanoato) PHHx

Figura 6. PHAs y sus grupos R correspondientes. Modificado de Verlinden et al., 2007.

Ademas de la funcion metabdlica que cumplen los PHAS, éstos también
desempefian otras funciones protectoras ante situaciones de estrés, ya sea estabilizando
frente a choques de calor, bajas temperaturas, congelamiento, choques osmoticos, presion

oxidativa y readiacion UV. Esta proteccion se debe a diversos factores como la presencia
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del polimero, la formacion de otros compuestos protectores a partir del polimero y a la
degradacion intensiva del PHA (Boutte & Crosson, 2011; Obruca et al., 2020).

Por ultimo, los granulos de PHA suelen tener un didmetro de 0.3 a 0.5 pm, y
consisten en un nucleo de poliéster hidrofobo rodeado por una capa anfifilica que permite
la solubilizacién del polimero (insoluble en agua) dentro del citoplasma. Ademas, estos
granulos estan cubiertos por proteinas asociadas a granulos de PHA (PGAPs), que
incluyen a la PHA sintasa (PhaC), PHA depolimerasa (PhaZ), proteinas de superficie
Ilamadas fasinas y algunas proteinas reguladoras (PhaR) (ver Figura 7) (Obruca et al.,
2020).

Proteina estructural

Sintasa de PHB
Despolimerasa

Proteina reguladora

Fosfolipidos

Figura 7. Representacion esquematica de un granulo de PHA con proteinas asociadas a
granulos. Modificado de Grage et al., 2009.

Polihidroxibutirato

De los PHAs existentes, el mas comdn es el poli 3-hidroxibutirato o PHB (ver
Figura 8), que se identifico y aislo por primera vez en la bacteria Bacillus sp. en 1926
por Lemoigne (Verlinden et al., 2007). Desde entonces se ha documentado la
acumulacion de PHA en al menos 75 géneros de bacterias y algunas arqueas (Buckley,
2013; Reddy et al., 2003).

Figura 8. Estructura general del PHB. Modificado de Mcadam et al., 2020.
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Se ha demostrado en trabajos anteriores como el de Poindexter, 1981 (Figura 9),
que el polihidroxibutirato (PHB) es un producto del metabolismo de C. crescentus durante
condiciones de privacion de nitrégeno y fosfato, siendo la concentracion baja de fosfato
el principal desencadenante de la produccion de PHB (Poindexter, 1981; Qi & Rehm,
2001).

Figura 9. Seccion longitudinal a través de una célula en division de C. crescentus, siendo la
letra P el granulo de PHB. Tomado de Poindexter, 1981.

Actualmente existen pocos antecedentes de trabajos relacionados con C.
crescentus y la formacion o regulacion de los granulos de PHB, por ejemplo Qingsheng
Qi & Rehm, 2001 investigaron la biosintesis del PHB y obtuvieron que la acomulacion
de PHAs contribuia a aproximadamente al 18% del peso seco celular en presencia de
glucosa y presentaba una sintasa de PHB particularmente grande, de aproximadamente

673 residuos de aminoéacidos.

Sintesis del PHB

Para la sintesis del PHB es necesario la presencia de acetil-coenzima A, un
compuesto clave en el metabolismo celular y que es convertido a PHB a través de tres

enzimas.

La via bioquimica de sintesis del PHB (Figura 10) comienza con la condensacion
de dos moléculas de acetil-CoA a acetoacetil-CoA, producida por la enzima 3-cetotiolasa,

PhaA. Posteriormente, ocurre la reduccion de acetoacetil-CoA, por la enzima reductasa
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PhaB, al precursor monomérico de PHB, 3-hidroxibutiril-CoA (3HB-CoA), y éste se
polimeriza a PHB por la PHB sintasa o PhaC (Jendrossek & Pfeiffer, 2014).

azicares

l [l pibC e phbr e .pth e

Promoter
acetil-CoA — Ciclo de Krebs

l 3-ketotiolasa (PhaA) '
A » A

acetoacetil-CoA 7
l Acetoacetil-CoA I B-ketothiolase “ Acetoacetyl CoA Reductase “ PHB Polymerase l

reductasa (PhaB)

(R)-3-hidroxibutiril-CoA Acetyl CoA —> Acctoacetyl ———pp Poly 3-OH butyryl ———» Poly 3-OH butyrate
CoA CoA
l PHB sintasa (PhaC)

PHB

Figura 10. Sintesis de PHB y proteinas implicadas. Modificado de Reddy et al., 2003;
Verlinden et al., 2007

En muchos organismos productores de PHB, como lo son Ralstonia eutropha,
Synechococcus, Bacillus, entre otros, los genes biosintéticos de PHB estan agrupados en
un operon llamado phaCAB que codifica para las enzimas o proteinas anteriormente
mencionadas (Merrick & Doudoroff, 1964), como se muestra en la Figura 10. Sin
embargo, el orden no prevalece en todas las especies bacterianas. En este caso, C.
crescentus posee un arreglo diferente puesto que los genes codificantes estan dispersos

en el cromosoma, entre ellos phaZ, phaR, phaA, phaB, phaC y phaP (Figura 11).

0.261 0.269
1kbp
0249 phaZ 0251 0255
0.535 0.539
(s S-S S EE— \\
0508 phaR phaA phaB 0512
1.231 1.236  1.529 1.532  2.365
_-—— \\ - emm——— \\ == —
1097 phaH 1379 phaC 1381 2158 phaP 2161
2159

Figura 11. Genes correspondientes a C. crescentus en el PHB. Tomado de Salinas et al., 2023.

Proteinas asociadas al granulo (PGAPs)

A lo largo del estudio de los PHASs, especificamente con el PHB, se han

identificado una diversidad de proteinas y genes que regulan la homeostasis de estos
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biopolimeros; sin embargo, dependiendo del modelo bacteriano utilizado, sera la variedad

que se tendra de proteinas asociadas al granulo conocidas como PGAPs.

Cabe decir que a pesar de la gran variedad de PGAPs que actualmente se han
descrito, el modelo general utiliza a Ralstonia eutropha, ahi se han identificado dieciséis
proteinas PGAPs utilizando un analisis comparativo de proteomas de granulos de PHB
aislados (Figura 12). Las PGAPs son las siguientes: PHB sintasas PhaCl y PhaC2, PHB
despolimerasa PhaZal, otras tres supuestas hidrolasas, fasinas PhaP1 a PhaP8, PhaR y
PhaM (Jendrossek, 2020).

‘ PhaM hexamer
) PHB synthase dimer
(PhaC1)
! K PhaC-PhaM
ﬁ initiation complex
T N\

PHB depolymerase
(PhaZa1)

9
@ PhaPt
f
v

PhaR

other PhaPs
(PhaP2-PhaP7)

PGAPs of unknown
function

» PHB polymer
Pag DGT genomic DNA

Figura 12. Carbonosoma de PHB. (A). Las proteinas PGAP de la capa superficial estan
simbolizadas en la mitad izquierda del granulo de PHB. La asociacién de PhaM y de PhaR
a regiones del genoma se indica mediante el simbolo de una hélice de DNA. Modificado de
Jendrossek, 2020.

Las 16 PGAPs que han sido identificadas se pueden clasificar en 4 subgrupos: (1)
PHB sintasas (PhaC), (2) fasinas (PhaPs), (3) PHB depolimerasas (PhaZ) e hidrolasas
relacionadas y (4) proteinas con capacidad de unién adicional al DNA, PhaM y otras

relacionadas (Jendrossek, 2020).

PHA sintasa (PhaC)

Son proteinas responsables de la sintesis de cadenas poliméricas. Usan como
sustrato una gran variedad de cadenas de &cidos grasos 3-hidroxilo-CoA y otras moléculas
relacionadas como el 4-hidroxibutirato. Estos recursos los obtienen de varias rutas

metabolicas; sin embargo, la mas relevante es la B-oxidacion de los acidos grasos y
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dependiendo la especie bacteriana y disponibilidad de sustratos se poseeran diferentes

tipos de sintasas y utilizaran otras rutas metabolicas (Garcia, 2014).

En la capa superficial de los granulos de PHB se encuentran estas sintasas (PhaC)
que desempefian un papel clave en el anabolismo del PHB y segun su estructura,
subunidades y tipo de sustrato, se pueden clasificar en 4 tipos (Rehm, 2003) como se

muestra en la Figura 13.

Class  Subunits Species Substrate

I @ Cupriavidus necator IHAsc -CoA (~C3-C5) 4HAge -CoA, SHAge -CoA, IMAgo -CoA
~a00-73 kDa

Il @ Psendomonas aernginosg 3HAw e -CoA (~2C5)
~60-63 kDa

I @@ Allachranativm vinosum  3HAwc -CoA (3HA o -CoA [~C6-C8], HA-CoA, SHA-CoA
~dl) kDa 40 kD

v (P XFuid) Bacillus megateriim IHAg -CoA
~dl) kDa ~22 kDa

Figura 13. PHA sintasas se dividen en cuatro clases. Modificado de Rehm, 2006.

Se han descrito 4 clases de PHA sintasas, de las cuales dos de ellas (clases | y 1)
tienen un unico tipo de subunidad, con una masa molecular entre 60 y 73 kDa y se
diferencian por el tipo de sustratos que son capaces de polimerizar. En este caso, el tipo |
se encarga de polimerizar cadenas cortas de carbonos (scl-PHA), mientras que el tipo Il
polimerizard cadenas medianas de carbonos (mcl-PHA). Las sintasas tipo | son
caracteristicas de Ralstonia eutropha, mientras que las de clase Il de Pseudomonas
aeruginosa (Garcia, 2014; Qi & Rehm, 2001).

Las otras dos clases (I1l y 1V) son enzimas heterodiméricas que catalizan la
reaccion de polimerizacion de sustratos de cadena corta; en la clase 11l se encuentra la
PHA sintasa de Allochromatium vinosum, con dos subunidades distintas (PhaC y PhaE)
de 40 kDa cada una. Las sintasas de arqueas descritas hasta la fecha parecen presentar
homologia con las pertenecientes a la clase I11. Y por otra parte, las de clase IV presentan
una subunidad de 40 kDa (PhaC) y otra de 22 kDa (PhaR) y son representadas usualmente
por el género Bacillus (Garcia, 2014; Grage et al., 2009).

De igual forma, este PHB se puede movilizar cuando la fuente de carbono se

agota, para lo cual la despolimerasa (PhaZ) forma parte integral de la capa superficial
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protéica de los granulos catalizando la reaccion de hidrdlisis de los polimeros de PHB

para que se conviertan en acetil coA, y vuelvan a iniciar el ciclo.

PHA despolimerasa (PhaZz)

Son proteinas encargadas de la movilizacion del polimero de PHB vy estas se
clasifican en dos tipos: las intracelulares y extracelulares. Las despolimerasas de PHB
intracelulares son las enzimas clave para la reutilizacion (movilizacién) del polimero de
PHB en la propia cepa acumuladora de PHB, catalizando la escision de PHA en
mondmeros u oligémeros, para que puedan volver a convertirse en acetil-CoA (Garcia,
2014; Jendrossek, 2020).

Las despolimerasas de PHB intracelulares comparten sélo una pequefia
homologia con las extracelulares, pues estas Ultimas son secretadas por especies que
degradan el PHA y que pueden utilizar PHB desnaturalizado exégeno como fuente de

carbono, pero no necesariamente acumulan PHB (Jendrossek, 2020).

Si bien no se ha podido detectar la actividad despolimerasa PHB extracelular en
R. eutropha, esta especie tiene un alto nUmero de enzimas intracelulares con actividad
despolimerasa de PHB: la despolimerasa PHB intracelular PhaZal es la principal
despolimerasa responsable de la movilizacion de PHB en células con privaciéon de
carbono (Jendrossek, 2020; Jendrossek & Pfeiffer, 2014; Juengert et al., 2017).

Por altimo, cabe destacar que ademas de PhaZal, R. eutropha tiene otras cuatro
despolimerasas PHB putativas (PhaZa2-PhaZa5) (Beeby, Cho, Stubbe, & Jensen, 2012;
York et al., 2003). Todas estas isoenzimas de PhaZa comparten una similitud sustancial
de residuos de aminoacidos y junto con otras hidrolasas conforman el grupo de las Phaz,
por la relacion que tienen a la hora de colocalizarse con los granulos de PHB en sus

productos génicos (Jendrossek & Pfeiffer, 2014).

Fasinas (PhaPs)

Por otra parte, una caracteristica comun de los carbonosomas en todas las especies
formadoras de granulos de PHB, es la presencia de una o varias proteinas llamadas fasinas
0 PhaPs.
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Las fasinas son proteinas pequefias de naturaleza anfifilica que cubren una parte
considerable de la superficie del granulo y se cree que median la interaccion entre el
nucleo del polimero hidrofébico y el citoplasma hidrofilico (Steinblichel et al., 1995). Son
abundantes en la superficie del granulo, representando hasta el 5% de la proteina celular
total (Grage et al., 2009). Aunque no estan directamente involucradas en la sintesis de
PHB, estas proteinas se expresan mayoritariamente en condiciones de acumulacién de
PHB, jugando un papel importante regulando el tamafio y nimero de granulos, evitando
interacciones inespecificas de otras proteinas, activando PhaC y en la particion de los

granulos durante la division celular (Maestro & Sanz, 2017; Obruca et al., 2020).

Actualmente, se siguen descubriendo nuevas fasinas y proteinas que ayudan a la
formacion y segregacion del PHB en la célula; sin embargo, se ha determinado que las
fasinas principalmente activan la despolimerizacion de PHA, aumentan la expresion y
actividad de las PHA sintasas, participando en la segregacion de granulos de PHA y
teniendo actividades de chaperona tanto in vivo como in vitro (Jendrossek, 2009; Mezzina
& Pettinari, 2016). Estas propiedades sugieren que las fasinas podrian desempefiar un
papel activo en la proteccidn contra el estrés relacionado con el PHA y la mejora del

estado fisico.

La primera fasina fue identificada en 1994 por Pieper-First y Steinblchel, cuando
encontraron una proteina de bajo peso molecular (GA14 o PhaP1) asociada con granulos
de PHA en Rhodococcus ruber. PhaP1 fue la proteina predominante presente en los
granulos, formando una capa en su superficie y se descubrié mediante la caracterizacion
de mutantes inducidos por transposones, que tenian una capacidad reducida, pero no
completamente abolida, para acumular PHB (Jendrossek, 2020; Mezzina & Pettinari,
2016).

Debido a lo mencionado anteriormente, se propuso que las fasinas PhaP
determinan la relacion superficie/volumen de los granulos de PHB producidos: en
ausencia de PhaP1, R. eutropha sintetizaba menos PHB formando un solo granulo de
PHB muy grande; mientras que una sobreproduccion de PhaP1 conducia a la formacién
de un mayor nimero de granulos de PHB inusualmente pequefios (Cho, Brigham,
Sinskey, & Stubbe, 2012; M. Mezzina, Wetzler, Catone, Bucci, & Paola, 2014).
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En C. crescentus existen pocos trabajos sobre PHB; sin embargo, Buckley, 2013
menciona que la principal funcién descrita de PhaP en esta bacteria es promover una

mayor produccién de PHB en la célula, similar a PhaP1, comprobando que muchos

aspectos del modelo de formacion de granulos desarrollado con base en estudios en R.
eutropha son ciertos para organismos que acumulan PHB a niveles mucho més bajos,

como lo es C. crescentus.

Finalmente, la observacion de que las fasinas tienen un fuerte impacto en el
tamafio de los granulos de PHB producidos se ha demostrado para muchas especies que
acumulan PHA (Sun, Li, Hu, Chen, & Tian, 2019). Sorprendentemente, se han
identificado ocho proteinas fasinas (PhaP1-PhaP8) en granulos de PHB aislados de R.
eutrophay diversas proteinas hidrolasas homdlogas en otras bacterias (Jendrossek, 2020),

por lo que el estudio de estas proteinas sigue siendo imperante en el estudio del PHB.

Todos los resultados en diversos modelos indican que las fasinas tienen multiples

roles y funciones en el metabolismo de PHAS, que van desde sus funciones estructurales

como componentes de la superficie del granulo, hasta funciones reguladoras que afectan

la expresion y actividad de diferentes enzimas (Mezzina & Pettinari, 2016), como se

observa en la Tabla 1.

Tabla 1. Funciones adicionales de las fasinas. Modificado de Mezzina & Pettinari, 2016.

Phasin Microorganism Additional function(s)” Reference(s)
PhaPly,.  Ralstonia eutropha Increases specific activity of PhaCy,_ and the activity of PhaCl and PhaC2 from Pseudomonas 40
aeruginosa in vitro
Activates PHB degradation 38
PhaP,,, Aeromonas hydrophila Activates transcription of phaC,, 45
PhaPy, Synechocystis sp, PCC 6803 Increases activity of PHB synthase in vive 12
PhaM Ralstonia eutropha Physiological activator of PhaCy, 41
Apda Rhodospirillum rubrum Stimulates in vitro depolymerization by PHB depolymerase of R. rubrum 28
Mmsl6 Magnetospirillum gryphiswaldense  Activates PHB depolymerase from R. rubrunt in vitro 39
PhbP Azotobacter vinelandii Increases alginate production 11, 56,57
PhaP,_ Aeromonas cavine Inereases activity of PhaC,_ but inhibits activity of PhaC from K. entropha and Delftia 42
acidavorans in vitro; increases the solubility of PhaCy, in vitro (chaperone-like activity)
PhaFy,, Pseudomonas putida Binds to DNA through its histone-like domain in a nonspecific manner 44
Is involved in PHA granule segregation during cell division 19
PhaP,, Azotobacter sp. FAS Protects E. coli from stress caused by PHB accumulation, heat, and paraquat; has in vitroand 18

in vivo chaperone activity

“ The abilities to bind to the PHA granule surface and to affect the number and size of the granules are considered general properties of all phasins and are not indicated in the table,

Otro tipo de fasinas

Ademas de las fasinas conocidas como PhaPs, existe otra variedad mas especifica
de fasinas, que son catalogadas como proteinas con capacidad de union al DNA. Entre

estas se pueden encontrar las fasinas PhaM y PhaF.
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Principalmente, aqui vamos a revisar a las PGAPs que no solo se unen a los

granulos de PHB, sino también al DNA, entre las que se encuentran PhaR, PhaM y PhaF.

PhaR

PhaR es la fasina encargada de unirse a las regiones operadoras de phaP1 y phaP3.
PhaR se encarga de reprimir la transcripcion actuando como un represor regulador (York
et al., 2003). Sin embargo, también es conocido que PhaR se une a la superficie de los
granulos de PHB, y en este caso, no puede reprimir ni la transcripcion de los genes de
fasina, ni las regiones operadoras a las que se une, y por ende, su propia transcripcion
(Jendrossek, 2020).

Como consecuencia de la unidon al granulo, se libera la represion de la
transcripcion y se forma PhaP1, PhaP3 y PhaR. No obstante, algo interesante de las
fasinas phaP1 y phaP3, es que tienen una fuerte afinidad de union al carbonosoma o
granulo de PHB, desplazando las moléculas de PhaR fuera del granulo, y por ende,
aumentando la probabilidad de union de PhaR a las regiones operadoras de phaPl y
phaP3, lo que lleva a una represion de la transcripcion (Jendrossek, 2020). Por lo tanto,

la capacidad de unién dual de PhaR a los granulos de PHB vy al DNA asegura gue la

produccion de proteinas PhaP1l y PhaP3 se detenga solo cuando la superficie de los

granulos de PHB esté cubierta con proteinas de fasina PhaP1 y PhaP3.

PhaM

Siguiendo con la caracterizacion de otras proteinas fasinas, PhaM es una fasina
que no se une directamente al PHB pero si interactia y une a la sintasa PhaC1, en R.
eutropha (Pfeiffer & Jendrossek, 2011). Se ha purificado este complejo que forman y se
ha visto que consiste en un dimero PhaC1 y un hexdmero PhaM. La actividad de la sintasa
en presencia de PhaM es aproximadamente tres veces mayor y la fase de reaccion de la
polimerizacion Gerngross & Martin, 1995 in vitro de PhaC1 se anula con la adicién de
PhaM (Jendrossek & Pfeiffer, 2014).

Gracias a estos trabajos en donde se observo la interaccion entre PhaCl y PhaM,

se siguid estudiando a PhaM, llegando a observar la unién que tiene con la region del

24



nucleoide, que es la region de forma irregular dentro de la célula procariota que contiene

todo el DNA o la mayoria del material genético de las células.

La parte C-terminal de PhaM es la responsable de esta capacidad de unién al
DNA, pues alberga residuos de lisina de los motivos estructurales PAKKA, que son
esenciales para la interaccion, mientras que el extremo N-terminal de PhaM interactla
con la sintasa PhaC1; y como lo revela la mutagénesis dirigida al sitio de estos residuos,
sin este dominio PAKKA no es posible la unién al nucleoide (Bresan & Jendrossek,
2017). El motivo estructural PAKKA es similar a regiones de proteinas de union a DNA
tipo histonas y proteinas relacionadas, y la estructura de la proteina se puede observar en

el Anexo 1.

La duplicacion del DNA gendmico y la separacion de los dos genomas durante la
division celular distribuye los granulos de PHB unidos al genoma a ambas células hijas
(Jendrossek, 2020), en donde interesantemente destaca la participacion de varias
proteinas fasinas implicadas en este proceso de segregacion de los granulos, como lo son
PhaF y PhaM; éstas contienen regiones con alto contenido de tres residuos de
aminodacidos que son lisina (K), prolina (P) y alanina (A), los cuales pueden conformar
un motivo estructural PAKKA, o0 en su caso, un motivo estructural de tipo hélice AKP en

la region carboxilo terminal lo que permite la unién al DNA (Anaya-Cardenas, 2016).

En el estudio de PhaM, la sobreexpresion de ésta dio como resultado la formacién

de muchos pequenios granulos de PHB que siempre estaban unidos a la regién del

nucleoide, y por el contrario, los granulos de PHB de las cepas mutantes de phaM se

hicieron muy grandes y la distribucion de los granulos a las células hijas fue diferente, y

dependiente de dos proteinas fasinas, PhaM y PhaP5 (Wahl, Schuth, Pfeiffer, Nussberger,
& Jendrossek, 2012).

Como se menciond anteriormente, se ha visto la capacidad de unirse al DNA en
otra proteina conocida como PhaF. Este es un polipéptido similar a PhaM, y gue es

responsable de la unién de los granulos de PHB al nucleoide, asegurando un nimero casi

igual de granulos de PHB después de la division celular (Wahl et al., 2012). Igualmente,
se ha demostrado que PhaF estd implicada en el control de la expresiéon de los genes
phaCl y phal (Maestro & Sanz, 2017).
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PhaF

PhaF es la fasina principal entre las especies de Pseudomonas, identificada
principalmente en P. putiday P. oleovorans, y se encuentra estructuralmente organizada
en dos dominios bien definidos (Prieto et al., 1999): el dominio de unién a PHA N-
terminal que comparte similitud de secuencia con Phal, y el resto del C-terminal que es
un dominio similar a una histona con una alta carga positiva, y que contiene ocho
repeticiones en tandem similares a AAKP (Ver Anexo 1), y es la region responsable de

la union no especifica al DNA (Maestro & Sanz, 2017).

Los granulos de PHB en Pseudomonas se observan como en la Figura 14. En este
granulo, las principales moléculas que participan son Phal y PhaF formando
heterodimeros, y sus respectivas sintasas y despolimerasas. Phal comparte, junto con el
dominio N-terminal de PhaF, una similitud sustancial de residuos de aminoéacidos y
dominios enrrollados, sugiriendo que interactdan entre si y forman heterodimeros que son

los que tienen la funcion de adhesion e interraccion con el DNA (Jendrossek, 2020).

Phal

PhaF
PhaF-Phal heterodimer

PHA synthase (PhaC)

PHA depolymerase (PhaZ)

other PGAPs
Acyl-CoA synthetase 1 (Acs1)

mcl-PHA polymer

§b0 A A N EX

genomic DNA

Figura 14. Vista esquematica de un carbonosoma en P. putida. Tomado de Jendrossek, 2020.

Por ultimo, con Pseudomonas se ha visto que la falta de PhaF induce in vivo una
reduccion considerable del contenido total de polihidroxibutirato en la célula, ya que al
detener la segregacion de los granulos no se da lugar a la heterogeneidad poblacional
(Galan et al., 2011; Maestro & Sanz, 2017).

Formacién y segregacion de granulos

Ademas de la diversa funcionalidad de las multiples fasinas, la localizacion de los

granulos de PHA en el interior se ve afectada por los mecanismos de formacion de
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carbonosomas. Actualmente, existen cuatro mecanismos propuestos: 1) el modelo de

micelas, 2) el modelo de gemacién, 3) el modelo de andamio y 4) el modelo de polos
celulares (ver Figura 15) (Jendrossek & Pfeiffer, 2014; Obruca et al., 2020).

e CSaAtoN Model D Modified Scaffold Model | ®® PHB Synthase
% PHB Polymer

b R 4 2, PhaP1

9 e 9

scaffold LI PPV Other PhaPs

‘ PhaZs

B Budding Model Q PhaR

PhaM

nucleoid
AR w S : Phospholipid
$ 483

Figura 15. Diferentes modelos de la formacion de granulos de PHB. Modificado de Jendrossek
& Pfeiffer, 2014.
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En el modelo de Micelas se asume que las moléculas de PHB sintasa solubles
(citoplasmaticas) comienzan a sintetizar la molécula de PHB hidrofoba si la
concentracion del sustrato (3-hidroxibutiril-CoA) es alta, agregando las cadenas
de polimero nacientes y formando estructuras similares a micelas en el citoplasma
con moléculas de PhaC parcialmente hidréfilas sobre la superficie del polimero,
fasinas y otras PGAP (Jendrossek & Pfeiffer, 2014; Rehm, 2006).

En el modelo de gemacion, se asume que la PHB sintasa esta unida directa o
indirectamente a la membrana citoplasmatica y que la cadena de PHB en
crecimiento se libera en la bicapa de la membrana, lo que lleva a la formacién de
granulos dentro de la membrana citoplasmatica, con la integracion de oligémeros
3HB, conocida como oligo PHB. Posteriormente, los granulos se desprenden, y
las fasinas y PGAP se adhieren (Jendrossek & Pfeiffer, 2014).

Por otra parte, en R. eutropha se ha investigado el modelo de andamio y polos
celulares; sin embargo, siguen siendo debatibles para otras bacterias, puesto que
el modelo de andamio asume que la PHB sintasa de los granulos de PHB nacientes
se une a una molécula de andamio aun desconocida dentro de la célula. En este
caso, la localizacion subcelular de los granulos de PHB depende de la localizacion

de la célula acumuladora de PHB.



e Por ultimo, en el modelo de los polos celulares, se sugiere que los granulos de
PHB se sintetizan en la periferia celular y/o cerca de la region del polo celular,
formada por la fasina PhaM, que interactta con el DNA y el nucleoide uniendo
los granulos de PHB al nucleoide bacteriano, iniciando asi el proceso, mediante
un complejo conocido como complejo PhaM-PhaC que ya se discutio
anteriormente (Jendrossek & Pfeiffer, 2014).

PhaH es una proteina asociada al carbonosoma que posee dos dominios HhH

En un estudio reciente se realizé el analisis protedmico de las proteinas asociadas
a los granulos de PHB en C. crescentus. De ahi se obtuvo, que solamente una proteina
adicional a las identificadas por métodos bioinformaticos (CC_1098 o PhaH) demostrd
una fuerte localizacion citoplasmatica similar a la observada en los granulos dentro de las
células. Gracias a la secuenciacién y a la busqueda bioinformética de la proteina, se
predijo que se trataba de una proteina citoplasmatica con un dominio hélice hidrofébica
en la region amino terminal y dos dominios Helix-hairpin-Helix (HhH) en la region

carboxilo terminal (Salinas et al., 2023).

Estos dominios HhH son muy reconocidos porque estan presentes en las proteinas
de unién a DNA no especificas de secuencias tanto en procariontes y eucariontes y son
tramos de aproximadamente 20 residuos de aminoacidos. La interaccion de este dominio
con el DNA podria implicar la formacion de puentes de hidrégeno entre los nitrogenos
del esqueleto de la proteina y grupos fosfato del DNA; por lo que usualmente, el dominio
HhH se encuentra en aquellas proteinas involucradas en actividades enzimaticas y de
unién, generalmente encontrandose dos dominios HhH por proteina (Doherty, Serpell, &
Ponting, 1996; Shao & Grishin, 2000), y en donde se han detectado en una amplia
variedad de proteinas como DNA polimerasas, DNA ligasas dependientes de NAD+,
endonucleasas, proteinas ribosémicas S13 y DNA glicosilasas (Trasvifia-Arenas, Demir,
Lin, & David, 2021).

En los primeros estudios sobre los dominios HhH se observé que éstos podian ser
individuales o estar unidos en dos dominios. La estructura de un motivo HhH individual
en varias proteinas fue analizado en detalle por Doherty et al., 1996, quien concluyo que

las proteinas que contienen un solo dominio HhH no comparten un pliegue comin y que
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el dominio HhH en ellas existen como unidades mas bien separadas. En otros estudios
como el de Shao & Grishin, 2000, demostraron que los motivos HhH generalmente estan
involucrados en la formacion de una estructura mas grande formado por cinco hélices o
que se denominan HhH,. Se trata de una unidad pseudo-doble compuesta por dos motivos

HhH unidos mediante un conector a-hélice.

Ademas, se menciona que la presencia de dos motivos dentro de un dominio HhH,
proporciona una unién simétrica en ambas cadenas de DNA vy facilita la formacion de
interacciones mas fuertes y en todas ellas parece plegar el DNA, especificamente en
proteinas tales como RuvA, DNA polimerasa B, y dos motivos HhH adicionales
recientemente detectados en las DNA glicosilasas (Shao & Grishin, 2000; Trasvifia-
Arenas et al., 2021).

Estructuralmente, el motivo HhH forma un par de hélices a antiparalelas
conectadas por un bucle similar a una horquilla. Este bucle esta involucrado en las
interacciones con el DNA y generalmente contiene un patron de secuencia consenso de
glicina-aminoacido hidrofébico-glicina (GhG), donde h es un residuo hidrofébico que
comunmente es lle, Val o Leu (Figura 16). La segunda G del consenso sirve como una
tapa N-terminal de la segunda hélice a, y el residuo hidrofébico h contribuye a las
interacciones entre las dos hélices a del motivo (Thayer, Ahern, Xing, Cunningham, &
Tainer, 1995).

1 10 20
Pol i1 AELBK K NP [ JTKI 'EKJDEF
Pol i 2 NF [T R AT PSA RK D E
Pol | D NMIP G JK [ EKT RK EE
Endo Il AAMNEA BP TRKT NV NT
AlKA KT[MaT 2P JARWT NY LR
(helix1(-} —( pelix2 (F—f= ccrse{ )
A hairpin B {

Figura 16. Motivo HhH y el patrén de secuencia GhG. Tomado y editado de Doherty et al.,
1996; Shao & Grishin, 2000.

Continuando con la busqueda bioinformatica y tratando de visualizar a la proteina
CC1098 o PhaH, se realiz6 una busqueda en Alphafold y se encontré que la proteina
PhaH o CC_1098 consta de aproximadamente 229 aminoacidos, con una prediccion de

dos dominios HhH al final de la proteina (Figura 17), teniendo en uno de ellos la
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secuencia consenso GhG y algunos aminoéacidos conservados, como era de esperarse en

dominios HhH.

Figura 17. Estructura terciaria de PhaH predicha pro Alphafold. Tomado y editado de
Jumper, 2021; Varadi, 2022.

En la Figura 17 se observa con diferentes colores las diferentes regiones de la
estructura de la proteina PhaH. Los colores representan una puntuacion de confianza por
residuo llamada (pLDDT); que va de 0 a 100. Cuando el color es azul fuerte existe una
confianza alta de > de 90; con color azul claro de 70-90; con color amarillo seria de 50-
70, o sea bajo, y de color naranja por <50. Algunas regiones que tienen una puntuacion
de 50 pLDDT pueden no estar estructuradas de forma aislada, mientras que con el color
azul fuerte y claro mostrarian un nivel de confianza alto en la estructura de la proteina
(Jumper, 2021; Varadi, 2022). En este caso podemos alcanzar a observar en la Figura 17
en el extremo amino, una hélice hidrofébica con un nivel de confianza alto, al igual que
dos dominios HhH localizados en el extremo carboxilo que representan nuestros
dominios de estudio en este trabajo; sin embargo, existe una region de la proteina que se
observa de color amarillo y naranja (posterior a la hélice hidrofobica) que es probable no
posea ningun tipo de plegamiento y esto ha sido confirmado en el trabajo de Salinas et

al., 2023 que se trata de una region acidica.

Gracias a una busqueda bioinformatica y a la informacién proporcionada por el
articulo de PhaH de Salinas et al., 2023, conocemos que PhaH es una proteina asociada a
los carbonosomas de C. crescentus y posiblemente sea esencial para la distribucion del
nucleoide y/o viabilidad celular durante la fase estacionaria en condiciones de privacion

de nutrientes.
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Es por ello que en este estudio se decidio estudiar tnicamente los dominios HhH
de la proteina PhaH de C. crescentus para determinar si esta interactia o colocaliza con
el DNA. Para lograr este objetivo se realizaron fusiones de proteinas fluorescentes, que
nos permitieran determinar si el dominio HhH esta implicado en mantener una interaccion
con el DNA.

HIPOTESIS

Los dominios HhH (helix-hairpin-helix) presentes en enzimas que catalizan
reacciones sobre el DNA como sustrato, les permiten su unién sin especificidad de
secuencia; por lo que el dominio HhH encontrado en la proteina PhaH de C. crescentus

podria interactuar uniéndose al DNA y colocalizando con su nucleoide.

OBJETIVO

Determinar si el dominio HhH de la proteina PhaH interactia con el DNA al

expresarla en E. coli.

Objetivos particulares

- Establecer las condiciones para compactar el nucleoide en la cepa MG1655 de E.
coli siguiendo la metodologia de Zimmerman.

- Disefiar y construir un plasmido que permita la expresion simultanea en E. coli de
la fusion del dominio HhH de la proteina PhaH con la proteina fluorescente
mCherry y la proteina fluorescente YFP.

- Establecer las condiciones de induccion de las proteinas fluorescentes en las
fusiones obtenidas, y tras realizar la filamentacion y compactacion.

- Comprobar mediante un analisis de colocalizacién si el dominio HhH colocaliza

con el nucleoide compactado.

31



MATERIALES Y METODOS

Cepas bacterianas y medios de cultivo

Tabla 2. Plasmidos y cepas utilizadas en este trabajo

Nombre Resistencia a
antibidtico
CB15N
Top 10
MG1655T7 Tetraciclina

MG1655T7:: Cloranfenicol

Descripcién/Genotipo

Cepa silvestre de C. crescentus

Cepa de E.coli para clonaciones
generales con la capacidad de
seleccidn de colonias blancas y
azules

Cepa de E. coli derivada de la
cepa K-12 con un promotor de
T7 polimerasa

Cepa E. coli con plasmido Duet

Referencia

Invitrogen

Este trabajo

Este trabajo

pACYCDuet expresando proteina
mCherry109DhH mcherry1098DhH
| | |
pVCHYN-4 Gentamicina Plasmido utilizadoenla  (Thanbichler, Iniesta,
integracion de fusiones & Shapiro, 2007)
mCherry N-terminales
inducibles por vanilato en el
locus vanA en C. crescentus
pVYFPN-2 Kanamicina Plasmido utilizado en la (Thanbichler et al.,
integracion de fusiones YFP N- 2007)
terminales inducibles por
- vanilato en el locus vanA en C.
pVYFPN-4 Gentamicina
crescentus
pPVYFPN-6 Cloranfenicol
pXYFPN-2 Kanamicina Plasmido utilizado en la (Thanbichler et al.,

32

integracion de fusiones YFP N-

2007)



PXYFPN-4

PVVENN-2

PVVENN-4

PVVENN-6

PXVENN-2

PXVENN-4

PXVENN-6

pACYC-Duetl

pACYC-
Duetl::mCherry
1098DhH

pACYC-
Duetl::mCherry
1098DhH YFP

Gentamicina

Kanamicina

Gentamicina

Cloranfenicol

Kanamicina

Gentamicina

Cloranfenicol

Cloranfenicol

Cloranfenicol

Cloranfenicol

Nombre del oligo

Oligo 909: 1098Nfus F1

Sacl
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terminales inducibles por xilosa
en el locus vanA en C.
crescentus

Plasmido utilizado en la
integracion de fusiones VEN
N-terminales inducibles por

vanilato en el locus vanA en C.
crescentus

(Thanbichler et al.,
2007)

Plasmido utilizado la
integracion de fusiones VEN
N-terminales inducibles por
xilosa en el locus vanA en C.

crescentus

(Thanbichler et al.,
2007)

Plasmido para la coexpresion
de dos genes. El vector codifica
dos sitios de clonacion maltiple
(MCS), cada uno de los cuales

esta retrocedido por un
promotor T7, un operador lac y
un sitio de unién al ribosoma.

Novagen, Sigma-
Aldrich

Plasmido con la proteina
mCherry1098DhH

Este trabajo

Plasmido con la proteina
mCherry1098DhH y YFP

Este trabajo

Tabla 3. Oligonucledtidos utilizados en este trabajo

Secuencia ' -> 3'

CAAAGAGCTCGCGAGGCGGTGAACCTGGAAGC



Oligo 910: 1098Nfus R1 CAAAGCTAGCGGCTGAGAGCCCCTACCCCTCC

Nhel
Oligo 945: mCherry F1 CAAAGAATTCGATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGG
EcoRI
Oligo 585: 1098 R3 EcoRl CAAAGAATTCAGAGCCCCTACCCCTCCGAAG

Cultivo de Escherichia coli

Las cepas de E. coli Topl0 y MG1655 fueron crecidas en medio LB (1L: 10g
bactotriptona, 5g extracto de levadura y 10g NaCl). Para cultivos en medio solido
se agregd 15¢/L de Bacto Agar, y se afadieron antibidticos en casos necesarios,
Kanamicina 0.5% 10ul/ml, Gentamicina 0.3% 5ul/ml y Cloranfenicol 0.1% 2ul/ml.

Ambas cepas se crecieron a 37°C en condicion de agitacion.

Criopreservacion de las cepas obtenidas

Para preservar las cepas bacterianas de interés, se anaden 900ul de cultivo en
fase estacionaria y 100ul de DMSO; se agitd muy bien por inversion y se almaceno a -
70°C.

Meétodos de Genética Molecular

Disefio de oligonucleotidos

Los oligonucledtidos utilizados en este trabajo se modelaron utilizando el programa
DNAman, en donde se revisO la temperatura de desnaturalizaciéon (Tm),
autocomplementariedad y la insercion de sitios de restriccion. Los oligonucledtidos

utilizados pueden ser consultados en la Tabla 3.

Amplificacion de CC_1098 mediante PCR

Para iniciar el proceso de clonacion bacteriana, primero se identifico
bioinforméaticamente la region que se queria amplificar de la proteina CC1098, por lo que
se usaron los primers 909 y 910. Seguido a esto, se realizd un PCR con los siguientes
elementos: 8ul de agua, 12.5ul de Buffer2x, 2.5ul ANTPS (2pM), 1ul de cada
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oligonucleotido, 0.2ul de DNA Polimerasa Prime Star y 1ul de DNA de CB15N. El
programa de PCR fue el siguiente: 95° C durante 2min, 30 ciclos consistentes de 94° C
durante 35 seg, 58° C durante 15 seg, 72° C durante 1 min, y un altimo paso de 72° C

durante 10 min.

Electroforesis

Se realizd un gel de agarosa mediante el pesaje de 0.3 g de agarosa, agregando 35 ml
de Buffer E 1x y calentando la mezcla aproximadamente 20-30 segundos en el
microondas. Posteriormente, se dejo enfriar y se agrega la cantidad de agua evaporada
durante el proceso. Por altimo, se virtid la agarosa y se esperd 20 minutos hasta que el
gel estuviera solidificado. Ya con el gel listo y solidificado, se corren las muestras de
DNA.

Purificacion de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa.

Este proceso de purificaciéon de productos de PCR se utiliza para purificar y extraer
DNA a partir de geles de agarosa. Para esto, tiene que prepararse un gel de agarosa al 1%
y correrse la muestra de DNA. Se tifie el gel con bromuro de etidio y se corta la banda
que contenga la muestra de interés con ayuda de un transiluminador de luz UV de longitud
de onda larga (365nm), procurando un tiempo de exposicion minima. La banda del gel
cortado se pasé a un tubo Eppendorf libre de DNAsas, se afiadieron 300ul del Buffer de
captura y se incubd 5 minutos a 65° C en el Termoblock para disolver el gel. Se reviso
que la mezcla disuelta sea de color amarillo o naranja palido. Si no es el caso, se agregan
Sul de Acetato de Sodio 3M pH 5.

Para cada purificacion realizada, se coloc6 una columna GFX MicroSpin en un tubo
de recoleccion. Se centrifugd la mezcla obtenida aproximadamente 20 segundos a 5,000
rpm, y se tranfierid hasta 800ul de esta misma mezcla a la columna y al tubo de
recoleccion. Se centrifug6 la mezcla a 10,000 rpm por 30 segundos, y se retird la columna
del tubo de recoleccion para decantarlo en la columna nuevamente. Se repitio el mismo
procedimiente 4 a 5 veces. Posteriormente, se agregd 500l del Buffer de lavado (Wash
Buffer), y se centrifugd a 10,000 rpm por 60 segundos una sola vez. Luego, se retiré el
sobrenadante del tubo de recoleccion y se transfirid la columna a un nuevo tubo

Eppendorf libre de DNAsas. Por ultimo, se agregd 10-50pl del Buffer de Elucién o 40pl
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de agua libre de DNAsas para centrifugarse a 10,000 rpm durante 60 segundos y obtener

el DNA ya purificado.

Digestion de purificacion de PCR

La primera digestion se realizé utilizando con el plasmido pvCHYN4 y el producto
del PCR de los oligos 909 y 910, con el objetivo de clonar el fragmento HhH de la proteina
CC1098 en este plasmido. Para eso, fue necesario agregar las enzimas de restriccion Sacl
y Nhel.

La segunda digestion fue realizada utilizando el plasmido pACYC-Duetl y el
producto de los oligos 585 y 945, para clonar la proteina de fusién mCherry-1098HhH.
Para esto, se agregd Unicamente la enzima EcoRlI, el buffer propio de la enzima, el
plasmido, agua, RNAsay se incub6 a 37°C por 45 a 60 minutos. Posteriormente, se agregd

fosfatasa SAP y ligasa para unirlos.

Transformacion bacteriana por electroporacion

Para este procedimiento, se obtuvieron células electrocompetentes de E.coli (Top10)
y se agregaron 40ul a una celda de electroporacion, junto con el producto de la clonacion
que se encuentra en el plasmido pvCHYN4 (1ul). Se dio un choque en el electroporador

a 1800V vy se paso a recuperar las células en 1ml de medio LB a 37°C durante una hora.

Posteriormente, se centrifugaron las células por 1 minuto a 10,000 rpm. El producto
se decantd y plaqued en cajas de Petri con medio, en este caso, con resistencia a
Gentamicina. Las colonias transformadas se formaron de manera aislada y se

seleccionaron algunas para purificar los plasmidos a pequefia escala (minipreps).

Preparacion de minipreps (purificacion de plasmido en pequefia escala)

Para aislar el DNA plasmidico de las colonias transformadas, se siguié el protocolo
conocido como Minipreps. Primeramente, se colocaron cultivos de las colonias de interés
en 10ml de medio LB, y se dejaron crecer durante toda la noche (overnight culture). Al
siguiente dia, estos cultivos se centrifugaron en tubos Eppendorf a 14,500 rpm por 60
segundos, descartando posteriormente un poco del sobrenadante. Seguido a esto, se

realiz6 una mezcla maestra (master mix) conteniendo 300 pl de solucion STET (8%
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sacarosa, 5% triton, 50 mM EDTA pH 8, 50 mM Tris-HCI pH 8) y 30 ul de lisozima
(10 ul/ml) por cada miniprep que se prepar0. Se agrega el equivalente a cada tuboy se
coloc6 el tubo en agua hirviendo durante 45 segundos para posteriormente
centrifugarlo a 14500 rpm durante 20 minutos. El sobrenadante se paso a otro tubo de 1.5
ml , y se le agregd 300ul de isopropanol mezclandolo hasta homogeneizar. Después, se
incubo en hielo durante 10 minutos, y se centrifugd por 20 minutos a 14,500 rpm para
lograr la precipitacion del DNA plasmidico. Por Gltimo, el sobrenadante se descartd, y
quedd un pequefio botdn el cual se lavo con 500ul de etanol al 70%. El alcohol se decantd
en una sanita, y el precipitado restante se dejé secar en el Termoblock a 65°C por 10

minutos. El DNA se resuspendi6 en 40ul de agua desionizada.

Purificacidn de plasmidos con el Kit QlAprep Spin Miniprep (QIAGEN)

Se realizd la purificacion del plasmido a partir de cultivos de toda la noche (overnight
cultures). Este cultivo de aproximadamente 10 ml se introdujé en 4 tubos Eppendorf,
hasta tope, procurando terminar los 10ml de medio. Posteriormente, se centrifugaron 1
minuto a 10,000 rpm los 4 tubitos Eppendorf y se decantaron tratando dejar intacto el
botén formado. Nuevamente se centrifugd 1 minuto a 10000 rpm y se decantd. Méas
adelante, se utilizo el vortex con el fin de homogeneizar la pastilla formada y finalmente
se resuspendio el botdn bacteriano en 250ul del Buffer P1. Si el buffer no contiene

RNAsas, se agregan 6l de éstas.

Més adelante, se afiadieron 250l del Buffer P2 (lisis) y se invirtio el tubo Eppendorf
cuidadosamente de 4 a 6 veces durante maximo 5 minutos, por lo cual, transcurridos este
tiempo se agregaron 350l del Buffer N3 (neutralizacion) y nuevamente se invirtio de 4
a 6 veces los tubos Eppendorf. Se centrifug6 durante 10 minutos a 14,500 rpm y se agregd
el sobrenadante de cada tubo a una columna QIAGEN. Se esperd 1 minuto tras agregarlos
a la columna y se centrifugaron los 3 tubos a 10,000 rpm por 30 segundos. Se agregd
nuevamente el sobrenadante obtenido a la columna y se centrifug6 a 10,000 rpm por 30
segundos. Se descart6 el sobrenadante y se agregaron 500ul de Buffer PB a la columna 'y
se centrifugd a 10,000 rpm durante 30 segundos. Como siguiente paso, se decant6
sobrenadante y se agreg6 750l de Buffer PE a la columna, y nuevamente se centrifugan

a 10,000 rpm durante 60 segundos. Se esperd 1 minuto y se descart6 el sobrenadante de
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los tubos. Se centrifugd nuevamente durante 60 segundos a 10,000 rpm para remover el

wash buffer y se procedi6 a pasar la columna QIAPrep a un nuevo tubo de 1.5ml (ésteril).

Por ultimo, el plasmido purificado se resuspendi6 en 80ul de agua libre de DNAsas
al centro de la columna y se esperd 1 minuto. Se centrifugd durante 1 minuto a 10000
rpm. Para cuantificar la concentracion del plasmido obtenido, se midi6é en un Nanodrop

y se obtuvo una cantidad de 32.8ng/ul para el plasmido pACYC-Duetl.

Transformacion quimica a E. coli por método de CaClz

Para la incorporacion del DNA plasmidico dentro de las células, se utiliz6 la técnica
de competencia de células bacterianas por CaCl2. Como primer paso, se inocularon 10mi
de medio LB (Luria-Bertani) que contenia la cepa de E. coli mG1655, cultivandose a
37°C, hasta alcanzar la fase exponencial de crecimiento. Se espero a que se llegara a una
densidad Optica de 0.5 y se procedié a transferirlas a hielo en donde se incubaron durante
10 minutos, para posteriormente centrifugarlas a 5,000 rpm durante 5 minutos. Seguido
a la centrifugacion, se resuspendieron las células en 5ml de CaCl2 100mM y se 15 minutos

en hielo durante 15 minutos.

Después, se volvieron a centrifugar las células durante 5 minutos a 5,000 rpm y se
resuspendieron en 0.8ml de CaCl2 100mM y se dejaron incubando en hielo durante 1
hora. Tras la incubacion en hielo, se tomaron 200ul de la suspensién bacteriana y se
agregaron a un tubo Eppendorf que contenia 3ul de plasmido. Nuevamente, se dejé
incubar en hielo, y transcurridos los 30 minutos se realizd un choque térmico a 42°C
durante 2 minutos. La suspension se mantuvo en hielo durante 2 miutos, y enseguida se
afiadieron 800l de medio LB y se incubd la suspension bacteriano a 37°C durante 1 hora.
Por Gltimo, la suspension bacteriana se centrifug6 20 segundos a 5000 rpm para

homogeneizar y se sembré en un medio selectivo que contenia Cloranfenicol.

Induccidon bacteriana utilizando IPTG y Arabinosa

Para comprobar si la transformacion fue exitosa, ademéas de realizar la digestion

enzimética, electroforesis y minipreps, se realizd6 la induccién en E. coli

mG1655T7:mcherry-1098 con IPTG y Arabinosa. Para ello, se introdujo en 2 tubos

Eppendorf (control e induccion) 2ml de medio con células E. coli competentes

previamente transformadas quimicamente utilizando CaCl2. Al tubo de inducicion, se le
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adiciond 20ul de IPTG 1mM y 40ul de Arabinosa al 0.2%. Por Gltimo, se dejaron inducir
durante 1 hora y se observaron las células al microscopio.

Fluorescencia de celulas E. coli con la construccion mCherry1098AhH

Para los ensayos de microscopia de fluorescencia se realizaron camas de agarosa
sobre portaobjetos; para este procedimiento se agregd en un tubo de ensayo 0.075 g de
agarosa y 5ml de sales M2 1x, y calentando posteriormente el tubo (destapado)
directamente sobre la flama del mechero, hasta observar que la agarosa se encontrara
completamente disuelta. Se dejo6 enfriar un poco la agarosa y se colocaron de 700 a 800ul
de agarosa sobre un portaobjetos limpio con 3 cubreobjetos apilados en ambos extremos.
Después de colocar la solucion, se cubrié lo méas rapidamente posible con otro
portaobjetos y se mantuvo ahi hasta que la agarosa solidificara (aproximadamente 5
minutos). Una vez polimerizada la agarosa, se desliz6 con mucho cuidado el portaobjetos
de arriba y quedo6 expuesta asi la cama de agarosa. Inmediatamente, se colocaron de 1-
2ul de la muestra de células E.coli y se coloco un cubreobjetos. La muestra se guardé en
una camara hiumeda y se observé tanto en microscopio de campo claro y de fluorescencia

con el objetivo 100x utilizando aceite de inmersion.

Crecimiento de cultivos con diferentes concentraciones de Cloranfenicol

Se procedié a realizar un ensayo con diferentes concentraciones de Cloranfenicol
(Cloran) al 1%, en este caso 20ug/ml, 40ug/ml y 60ug/ml, para observar qué tanto
disminuia la densidad Optica tras una hora de incubacion. Esto se logrd inoculando 8ml
de medio LB con la cepa de E. coli mG1655T7 en un tubo de ensayo, y agregando 2ml
del mismo a cuatro tubos diferentes (control, 10x, 20x y 30x). Posteriormente, se agregd
la cantidad requerida de Cloranfenicol 2ul/ml a cada tubo, que en este caso fueron Oul,
40ul, 80ul y 120ul, respectivamente. Finalmente, se dejé incubar durante 1 hora y se
midi6 densidad Optica de la muestras utilizando un espectrofotdmetro a una longitud de
onda de 600nm.

Induccion de las proteinas YFP y mCherry-1098AhH, filamentacion y compactacion

Las células fueron crecidas en medio LB Cm Tc durante toda la noche a 37°C y al dia
siguiente se reinocularon en el mismo medio y se crecieron hasta llegar a una densidad

Optica de = 0.1. Tras alcanzar la densidad Optica, se afiadieron los inductores IPTG y
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Arabinosa a una concentracion final de 1mM de IPTG y arabinosa al 0.1%, y se dejaron
incubar a 37°C durante una hora. Posterior a la induccién de las proteinas fluorescentes y
para filamentar a las células (Hou et al., 2020), se agreg0 el antibiotico cefalexina a una
concentracion final de 3ug/ml, y se dejaron incubando durante 30 minutos. Después de
ocurrida la filamentacion y debido a que las células continuan creciendo, se agregd
cloranfenicol (600ug/ml) para detener la sintesis de proteinas y compactar
los nucleoides siguiendo la metodologia de Zimmerman, 2002, 2006. Se dejaron
compactar durante 40 a 45 minutos aproximadamente utilizando cloranfenicol, y se
concentraron las células mediante centrifugacion a un volumen de 200ul dentro de tubos
Eppendorf. Para la tincion de los nucleoides y el DNA, se utilizd6 DAPI (50ug/ml) a una
concentracion final de 0.5pug/ml (1:100), y se dejaron reposar durante 15 minutos a
temperatura ambiente o incubando a 37°C por 15 minutos. En el tiempo restante se
prepararonn camas de agarosa y PBS al 1%, y se coloco una gotita de 1ul de las células
y posteriormente se colocd el cubreobjetos. Por ultimo, se observaron las muestras

utilizando el microscopio de fluorescencia con los filtros YFP, mCherry y DAPI.

Estrategia de clonacién

El objetivo de la clonacidn fue insertar un gen objetivo dentro de un plasmido y
amplificarlo n veces, para poder, en nuestro caso, expresar el gen de interés. El plasmido
se introdujo en las bacterias mediante un proceso de transformacion y las bacterias que
portaban el plasmido fueron seleccionadas mediante la adicion de antibio6ticos
especificos. Como parte de las metodologias anteriormente mencionadas, aqui se
ejemplifica el procedimiento de clonacion que se llevo a cabo. En un principio se obtuvo
la secuencia de la proteina CC1098 en la base de datos de NCBI (AAK23082) y se
disefiaron los oligonucléotidos (primers) necesarios para amplificar la secuencia del
dominio HhH (Figura 18).

N 1 (562) End
(0) Start | Sacl (9) (553) Nhel

1007 2007 3007 4007 s00T
1098 PhaH ]

PCR 1098 oligos 909 y 910
562 bp

Figura 18. Proteina CC_1098 (dominio HhH) con sus respectivos primers.
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Posteriormente al disefio de los oligonculeétidos que portan adicionalmente a los
extremos algunos sitios de restriccion especificos, se realizd la PCR de la secuencia
CC1098 utilizando los oligos 1098N fus F1 Sacl y 1098N fus R1 Nhel. El resultado de

la amplificacion se puede observar en la Figura 19.

2001 3001 4p0l 500'
| 1098 PhaH

PCR 1098 oligos 909 y 910
562 bp

Amplify 301 .. 843 using:

PCRJ| 1098N fus F1 Sacl
1098N fus R1 Nhel

1098N fus F1 Sacl 1098N fus R1 Nhel

I
3011 8431

1098 PhaH

1098 secuencia.SEQ
1012 bp

Figura 19. Estrategia de amplificacién de la region HhH de la proteina PhaH (CC1098)
utilizando los primers 1098N fus F1 Sacl (forward) y 1098N fus R1 Nhel (reverse).

Seguido a esto, se purifico el amplicon y se procedio a realizar la digestion
enzimatica e insercion del fragmento que posee Sacl y Nhel dentro del plasmido

pvCHYN4, como se muestra en la Figura 20.

Clonacién en pvCHYN4
3 bp

Insert

Replace
\FRAGMENT) Sacl (9) — Mhel (553)

INSERT|
Sacl (2820) — Nhel (2851) ]

f’yacl |HheI

Pcherrd I 1098 PhaH ]

PCR 1098 oligos 909 y 910
2 bp

Sacl

pVCHYN-4 (pMT691)
4680 bp

Figura 20. Estrategia de clonacion del fragmento de PhaH flanqueado por los sitios de

restriccion Sacl y Nhel dentro del plasmido pVCHYN-4.
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Posteriormente, se realizd el proceso de transformacion bacteriana utilizando a las
células E.coli Topl10. La transformacion fue exitosa y se obtuvieron varias colonias
aisladas utilizando un medio de cultivo adicionado con Gentamicina. Posteriormente, se
escogieron algunas colonias aisladas y se realizaron mini preps bacterianos, para

evaluarlos mediante electroforesis en geles de agarosa.

Seguido de la preparacion y seleccion de los minipreps viables, se realizo la
purificacion del pldsmido con columnas QIAGEN vy posteriormente se realizd una
amplificacion del fragmento (mCherry de pVCHYN4 con 585 EcoRlI) fusionado con
mCherry utilizando los oligonucledtidos 1098 R3 EcoRIl y mCherry F1 EcoRI, como se

muestra en la Figura 21.

[ mchery  RLELT

PCR mCherry de PvCHYN con 585 EcoRI
1315 bp

Amplify 2065 .. 3358 using:

PCR | 945 mCherry F1 EcoRI
585 1098 R3 EcoRI

Nhel — ,:
585 1098 R3 EcoRl

945 mCherry F1 EcoRI

Clonaciéon en PvCHYN4
5193 bp

Figura 21. Estrategia de amplificacion del fragmento 1098 HhH fusionado a mCherry, a partir
de la construccion pVCHYN4-1098HhH utilizando los primers mCherry F1 EcoRIl y 1098 R3
EcoRI.

El resultado de la amplificacién se digerié enzimaticamente con las enzimas

EcoRlI, y dando como resultado un producto de 1315 pares de bases (pb) (Figura 22).

945 mCherry F1 EcoRI (1 .. 3
(45 meherry F Eco (1315) End
(0) Start | EcoRl (5) (1306) ECoRI, | 585 1098 R3 EcoRl (1285
2507 5001 7501 10007 1250 -
| 1098 PhaH ]

PCR mCherry de PvCHYN con 585 EcoRI
1315 bp

Figura 22. Secuencia de 1098 PhaH fusionado a mcherry (1315 pb). Se muestra la longitud

de cada fragmento.
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Una vez que se logr6 amplificar el fragmento de la proteina 1098mCherry
utilizando los sitios de restriccién EcoRlI (en los extremos) dentro de plasmido comercial
pACYC-Duetl (Figura 23), el cual es un plasmido funcional utilizado para realizar
inducciones debido a que posee un promotor lacl, dos MCS, RBS, un gen de resistencia
a cloranfenicol y un promotor para la T7 RNA polimerasa, esencial para transcribir genes

objetivo.

T7 promoter

RBS
EcoRI (112)

T7 promoter:
RBS

(3949 .. 3967) ACYCDuetUP1 Primer

T7 Terminator Primer (448 .. 466)

pACYCDuet™-1
4008 bp

Figura 23. Organizacién genética del plasmido pACYC-Duetl.

La construccion se puede observar a continuacion donde el plasmido pACYC-
Duetl (4008 pb) ahora posee un fragmento de 1306 pares de bases insertado en el MCS
1 en donde se localiza un sitio EcoRI, dando como resultado un plasmido con una longitud
de 5314 pb (Figura 24).
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Figura 24. Inserciéon del fragmento mCherry-HhH dentro del plasmido pACYCDuetl,

utilizado para la clonacion bacteriana en células MG1655T7 E. coli. Creado con SnapGene.

Por ultimo, se agrego la secuecnia de la proteina YFP dentro del MCS-2 para
obtener un control negativo clonando Ndel y EcoRV, teniendo como segunda
construccion el siguiente plasmido (Figura 25).

6xHis EcoRI (112)

Sacl (874)

EcoRI (1418)
Sacl (1428)
HindIII (1449)

T7 promoter
Ndel (1604)

(3847) Nhel

Sacl (2370)
EcoRI (2376)
Nhel (2401)

Figura 25. Plasmido pACYCDuetl:: CHY1098DhH YFP-6 utilizado para la expresion en
células MG1655T7 E. coli. Creado con SnapGene.
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RESULTADOS

La proteina CC_1098 es una proteina que posee dos dominios HhH

En el articulo de Salinas et al., 2023, realizaron un andlisis proteémico de los
granulos de PHB en Caulobacter y se obtuvo que de 9 proteinas, inicamente CC_1098
colocalizaba con los granulos (Ver Anexo 2). Por esta razon, se realizd una busqueda
bioinforméatica en CDD Search y se encontrd que esta proteina tiene una lista de hits de
importancia, debido a que se trata de dominios de unidn al DNA. Entre estos se encuentra

HhH (hélice horquilla hélice), rne (de ribonucleasas), entre otros (Figura 26).

1 7S 150 28 30 375 450 525 [T 675 02

o i | | | PR | | -
RF 41
Specific hits F
Hon-specific [ mcm-n
hits The
Superfanilies | HHH_5 superfamily

| PRK12278 superfamily
rne superfamily
List of domain hits .
Interval E-value

Name Accession Description

[+l H3TH COG3T43 Predicted 5' DNA nuclease, flap endonuclease-1-like, helix-3-tum-helix (H3TH) domain .. 274-887 2.07e-36
[+ PRK12278 PRK12278 50S ribosomal protein L21; 295-672 Tde-21
[+] me PRK1081 ribonuclease E; Reviewed 22-486 1.05e-03
[+] HHH_5 plam14520 Helix-hairpin-helix domain; 487-603 3.73e-03

Figura 26. Busqueda bioinforméatica en NCBI CD Search de hits de importancia en la proteina
PhaH. A. Resumen gréfico de los hits obtenidos, hits especificos, no especificos y superfamilias.

B. Lista de los hits y sus dominios, junto con intervalos y E-value.

En el estudio de Salinas et al., 2023, determinaron que la proteina PhaH posee dos
dominios HhH (HhH,) en el extremo carboxilo, aunque los resultados del programa CDD
solo predijo uno. Por esta razén, se considerd necesario el realizar una fusion con una
proteina fluorescente en el extremo amino terminal para expresar Unicamente el dominio
HhH, y asi determinar si este dominio es capaz de interactuar con el DNA en células

vivas.

Por otra parte, para poder identificar las proteinas relacionadas con PHB presentes
en C. crescentus, se realiz6 una busqueda bioinformatica de todas las PGAPSs presentes
asi como su localizacién en el genoma, como se muestra a continuacion en la Figura 27.
C. crescentus posee un arreglo diferente al de otras bacterias tales como C. necator,

debido a que la sintasa se encuentra rio arriba en el genoma y es sustituida por phaR.
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1284 pb 651pb  1176pb 723 pb 690 pb 1764 pb 576 pb

CC 0250 CC 0509 CC_ 0510 CC 0511 CC 1098 CC 1380 cC 2160
) -/ — e ) ) — ) — ) — // — { — ) — )
phaZ phaR phaAd phaB phall phaC phaP
0.26 Mbp 0.54 Mbp 1.23 Mbp 1.53 Mbp 2.36 Mbp

Figura 27. Contexto genomico de proteinas relacionadas con el PHB presentes en el genoma de
C. crescentus.

Se puede observar en la Figura 28 que el dominio HhH de la proteina 1098 se
encuentra en el extremo carboxilo, especificamente entre los residuos de aminoacidos 163

a 229, y desde el residuo del aminoacido 16 al 49 se encuentra una hélice hidrofébica.

CC 1097 CC 1098 CC 1099
:>\p_m>| >
690 pb
N— hH —— HhHTHhH C
Region
16 49 acidica 763 i, 229

Figura 28. Contexto gendmico y representacion de la proteina PhaH.

De igual manera se pueden observar los granulos de PHB encontrados en C.
crescentus (Figura 29), en condicion de crecimiento en medios minimos con alto fosfato
(Figura 29A) no se alcanzan a distinguir tan facilmente los granulos (flecha blanca) y la
prosteca no se ve elongada (flecha negra), a diferencia de cuando crecen en un medio con
bajo fosfato (Figura 29B) donde la prosteca se elonga (flecha negra) y se alcanzan a ver
de tres a cuatro granulos de PHB por célula (flecha blanca). Ya ejemplificadas las dos
condiciones de crecimiento en C. crescentus, podemos ver en la Figura 29C la
micrografia electronica de células de CB15 cultivadas en medio bajo fosfato (M51GG) y

en donde se muestra la presencia de estos granulos con mayor nitidez.
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Figura 29. Granulos de PHB. A. Células de Caulobacter crecidas en medio con alto fosfato. B.
Células de Caulobacter crecidas en medio con bajo fosfato. C. Micrografia electronica de células
de CB15 cultivadas en medio bajo en fosfato (M51GG) que se tifiieron para detectar PHB. Tomado

y modificado de Salinas et al., 2023.

Localizacion de la proteina mCherry-HhH en E. coli

Para determinar si el dominio HhH de PhaH puede interactura con el DNA en
celulas vivas se decidié determinar si una fusion fluorescente con este dominio
colocalizaba con el nucleoide bacteriano. Debido a que en C. crescentus el nucleoide se
organiza a lo largo de la célula, se realiz6 una construccion expresando el dominio HhH
fusionado a la proteina fluorescente mCherry en E. coli, utilizando el plasmido pACYC-
Duetl. La construccidn de este plasmido se describe en materiales y métodos. El plasmido
permite la expresion de mCherry-PhaH bajo el control de los inductores IPTG y
Arabinosa. Se realizé una curva de induccion y se ajustaron las condiciones para obtener
una sefial de fluorescencia apropiada. Como se alcanza a observar en la Figura 30, a altas
concentraciones de los inductores, la fluorescencia detectada era muy alta, lo que nos
imposibilitaria una visualizacion correcta de las regiones libres de DNA, por lo que se
realiz6 una curva con diferentes concentraciones de inductores como las que se muestran
en la Figura 30. Sin embargo, la nitidez de la imagen disminuia conforme disminuiamos
la concentracion de los inductores. La fluorescencia de la proteina mCherry ocup6 todo
el cuerpo celular, y si se considera que las regiones libres de DNA en las celulas de E.
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coli son pequefias, este resultado nos podria indicar una baja afinidad de la proteina por

el nucleoide, lo que no nos permitiria distinguir entre la proteina unida, el nucleoide y la

1mM IPTG 200uM IPTG 40uM IPTG 20uM IPTG
0.2% Arabinosa 0.2% Arabinosa 0.05% Arabinosa 0.05% Arabinosa

proteina libre.

DAPI

Figura 30. Fluorescencia de proteina mCherry-HhH y tincion con DAPI al utilizar distintas

concentraciones de inductores (IPTG y arabinosa).

Debido a esta razon, se disefié una estrategia en donde se pudiera determinar con

mayor precision si la localizacion de la proteina colocalizaba con la region del nucleoide.

Establecimiento de las condiciones de induccion de la compactacion del nucleoide y

la filamentacion celular

Para incrementar el tamafio de las regiones libres de DNA se decidié inducir la
compactacion del nucleoide mediante la inhibicion de la transcripcion. La metodologia
de Zimmerman, 2006, requirio incubar las células a 37 °C con agitacion en medio LB, y
se anadio colorante fluorescente DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) en concentracion
final de 0,5 pg/ml al medio de crecimiento inicial para marcar el DNA de los nucleoides
y posteriormente se tratd con Cloranfenicol (30 pug/ml) durante 1 h en condiciones de

crecimiento. Debido a que el plasmido utilizado confiere resistencia a este antibi6tico
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(figura 31A) se probo inicialmente con tres diferentes concentraciones (20, 40 y 60
ug/ml) de Cloranfenicol (Figura 31). Al evaluar la compactacién en el nucleoide, se

observo mayor efecto con la concentracion de 60 pg/ml.

A T7 promoter EcoRI (112)

gl 1|
ooter | g
o 9" \ac operato,

PACYCDuet::CHY1098DhH-6
5314 bp

Sacl (874)

EcoRI (1418)
Sacl (1428)

T7 promoter

e "_“Coperator

%
Y,
"’a,.s‘ Tag

9000

A

At promoter
r G

Joog "

¢ Concentracién cloranfenicol Densidad 6ptica inicial Densidad 6ptica final
0 pg/ml 0.400 A 1L185 A
20pg/ml 0.400 A 0.838 A
40pg/ml 0.400 A 0.642 A
60pug/ml 0.400 A 0.362 A

Figura 31. Compactacion de nucleoide a diferentes concentraciones de Cloranfenicol. A.
Construccion del plasmido pACYC-Duetl. B. Compactacion de los nucleoides en ausencia de
cloranfenicol (1), con 20ug/ml de cloranfenicol (2), 40ug/ml de cloranfenicol (3) y 60ug/ml de
cloranfenicol (4). C. Tabla de densidades Opticas tras 1 hora de incubacion con diferente

concentracion de cloranfenicol.

Al medir la densidad Optica a distintas concentraciones de cloranfenicol, se obtuvo
que solo la concentracion de 60 pg/ml, inhibi6 el crecimiento tras una hora de incubacion

(Figura 31C), lo que se refleja con la compactacion del nucleoide bajo esta condicion.

Como se puede observar en la Figura 31, a pesar de que ocurrié la compactacion
del nucleoide, el espacio citoplasmico libre de DNA fue todavia reducido, por lo que se
decidio filamentar las celulas utilizando el tratamiento con cefalexina previo al
tratamiento con cloranfenicol, siguiendo el protocolo reportado anteriormente (Ginez,
2020). La Cefalexina actua preferencialmente sobre la enzima PBP3, inhibiendo asi la
sintesis de la pared celular durante el proceso de division, lo que culmind en la

filamentacion celular.
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En las pruebas posteriores donde adicionalmente se filamentaron las células
mediante un tratamiento previo con Cefalexina, se determind que a concentraciones
mayores de Cloranfenicol mejoraba la separacién entre cada uno de los nucleoides y/o
regiones libres de DNA (Figura 32).

600pg/pl

Figura 32. Compactacion con cloranfenicol a 60pg/ml (izquierda) y 600pg/ml (derecha).

La mejor estrategia, consistio en que se expresaran las proteinas fluorescentes, se
filamentaran las células y posteriormente ocurriera la compactacion de los nucleoides,
que asu vez tendria un efecto al inhibir la sintesis de proteinas y el crecimiento bacteriano,
por lo que debia ser uno de los pasos finales previo a la tincién de los nucleoides mediante
DAPI. Al final, los tiempos y la estrategia experimental quedd de la siguiente manera
como se observa en la Tabla 4.

Tabla 4. Estrategia de ensayo de filamentacion con compactacion de nucleoides y sus tiempos.

Paso Tiempo Proceso Explicacion del proceso

1 30 min Cultivoa 0.1 D.O.  Dependiendo el ON y el tamafio del inoculo sera el tiempo
de espera hasta llegar a una D.O. de 0.1, la cual es éptima e
indicada para iniciar la induccién de la proteina
fluorescente.

2 1h Induccion de las  Para el caso de la proteina mCherry, observamos que 1 hora
proteinas fluorescentes fue suficiente para la maduracién de la proteina, sin
mCherry y YFP embargo, la YFP requeria 1h 30 min en madurar. La

concentracion del inductor fueron 1mM de IPTG,
Arabinosa al 0.2% para inducir ambas proteinas.

3 30 min Filamentacién con La concentracién que mostré un mayor efecto para la
Cefalexina visualizacion de la filamentacion de las células fue de
3mg/ml de Cefalexina.
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4 30 min Compactacion de Debido al gen de resistencia a Cloranfenicol presente, se
nucleoides opté por utilizar una mayor concentracién de Cloranfenicol
que la utilizada en la metodologia de Zimmerman, 2006.

5 15 min | Tincion de nucleoides = Se resuspendieron las células en un menor volumen, y se
con DAPI agreg6 DAPI a una concentracion final de 0.5ug/ml.

El dominio HhH de la proteina PhaH colocalizé con el nucleoide en celulas

filamentadas.

Para determinar si la proteina de fusibn mCherry-HhH colocalizaba con el
nucleoide, primeramente se establecieron las condiciones de induccion de la proteina
adicionando distintas concentraciones de Arabinosa e IPTG y se procedio a determinar
cudl seria la concentracion apropiada bajo las condiciones de filamentacion de las células
y compactacion del nucleoide previamente ensayadas. Las concentraciones Optimas
fueron 1mM de IPTG, Arabinosa al 0.2%, 3mg/ml de Cefalexina y 600 pg/ml de

Cloranfenicol, respectivamente.

Al observar los resultados obtenidos por microscopia, se observé que tanto la
florescencia del DAPI asi como de mCherry colocalizaron con la region nucleoide y de

la proteina fluorescente, como se observa a continuacion en la Figura 33.

Fase DAPI mCherry

Figura 33. Fluorescencia de la proteina mCherry-HhH y tincién con DAPI. En esta imagen
se observa a la iziquiera la fase de células, en el centro se observan los nucleoides tefiidos con
DAPI y a la derecha la fluorescencia de la proteina mCherry-HhH. La barra en color blanco

representa 1 pum.
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En la microscopia de contraste de fases se observan claramente a las células
filamentadas y se aprecian los sitios donde existio una constriccion de la celula resultante
por medio de un proceso de division que fue detenido por la Cefalexina. No se observé
alguna caracteristica morfoldgica que afectara la localizacion de la proteina mCherry-
HhH o el nucleoide. Analizando la Figura 33, no se observO ninguna constriccion o
irregularidad en las células tomadas en fase, por lo que posteriormente se paso a observar
la tincion con el colorante DAPI. En la imagen central, se observa la localizacion del
DNA compactado en la region del nucleoide. En la imagen de la derecha, se observa que
la florescencia de la proteina mCherry-HhH adquirié un cambio en su intensidad a lo
largo de las celulas. Las regiones mas intensas colocalizaron con la sefial del nucleoide,
lo cual indica que justamente en donde se localizo el DNA existié una mayor cantidad de

proteina fluorescente mCherry.

El fendmeno anterior también fue observado en la Figura 34. En la imagen de
toma de fase las células parecen estar igualmente integras y el efecto de la separacion de
los nucleoides y la localizacion de la proteina mCherry-HhH fue la misma como en la
Figura 33. Las flechas blancas indican los espacios en el DAPI y la proteina mCherry-
HhH, y puede observarse existieron estas separaciones, pero en el caso de la sefial de
mCherry se observan regiones de menor intensidad y no completamente vacias como el

caso de la fluorescencia con DAPI.

Fase DAPI mCherry

Figura 34. Tincién e induccién de E. coli MG1655T7::pCHY1098-6 al adicionar cloranfenicol

1.2mg/ml de Cloranfenicol y 6 mg de Cefalexina.
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La colocalizacion del dominio HhH de la proteina PhaH con la region del nucleoide

generan un patron similar

La colocalizacién de dos sondas puede identificarse por la aparicion de estructuras
cuyo color refleja la contribucion combinada de ambas sondas cuando las imégenes de
cada sonda se superponen o fusionan (merge) (Dunn, Kamocka, & McDonald, 2011).
Como una primera aproximacion para medir la colocalizacion, se decidio graficar los
valores de fluorescencia tanto del DAPI como de mCherry a lo largo de la célula.
Primeramente, se eligieron algunas células que aparecian en las fotografias y utilizando
el programa ImageJ, se graficaron los valores de la escala de gris trazando una linea
puntuada y siguiendo el eje longitudinal de la célula que se indica mediante una flecha

blanca en la Figura 35.
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Figura 35. Plot de DAPI vs mCherry de una seccién de fluorescencia de mCherry-HhH al
adicionar 3mg de Cefalexina y 1.2 mg/ml de Cloranfenicol. La induccion se realizé utilizando
Arabinosa al 0.05% e IPTG 20pM.

Los valores de la escala de gris provenientes de la Figura 35 muestran que la
fluorescencia del DAPI es significativamente menor en todo momento pues ésta no
sebrepasa valores de 20000 vs el Gray Value, mientras que la fluorescencia de mCherry
presenta picos y valores significativamente mayores (casi el doble). A pesar de no mostrar
una colocalizacion completa, se mantuvo el mismo patrén en los valores de fluorescencia
tanto de  DAPI como de mCherry que son los picos mostrados con color azul y rojo,

respectivamente.

Al contrario de lo que se mostr6 en la Figura 35, la grafica de la Figura 36

muestra picos en la fluorescencia de mCherry mucho mas abruptos y llegando a ser
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menores que los de DAPI, pero estas caidas se mantienen se mantienen tanto en DAPI

como en mCherry.
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Figura 36. Plot de DAPI vs mCherry de otra seccion de fluorescencia de mCherry-HhH al
adicionar 3mg de Cefalexina y 1.2 mg/ml de Cloranfenicol. La induccion se realizé utilizando
Arabinosa al 0.05% e IPTG 20uM.

Los resultados anteriores indican que, aunque la proteina mCherry-HhH se
acomula en la region donde se encuentran los nucleoides, una proporcion de la proteina

se encuentra dispersa en el citoplasma.

Para obtener un valor estadistico, se realiz6 un andlisis de colocalizacion
utilizando el programa “Colocalization Finder” de Image J. Este programa gener0 un
diagrama de dispersion a partir de dos iméagenes iniciales que tienen un mismo tamafio
junto con una superposicion RGB de las imagenes originales y el programa calculo el
coeficiente de correlacion. EIl analisis de una seccion aislada de una imagen por este
programa se muestra en la Figura 37, ahi se puede observar que la grafica de dispersion
mostrd una correlacion poco ajustada lo que se refleja en un coeficiente de Pearson
obtenido de 0.6891, indicando que hay una gran cantidad de ruido, datos dispersos y la

tendencia no es totalmente lineal como se deberia esperar.
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Pearson’s_R: 0.68912366  Overlap: 0.82309459

Figura 37. Scatter Plot de imagen con DAPI y mCherry de células E. coli
MG1655T7::pCHY1098-6. Se muestran 3 imagenes, la imagen superior con DAPI, la imagen
central con mCherry y la imagen inferior mostrando los puntos colocalizados generados por el

programa ImageJ.

A pesar de este valor bajo en la colocalizacion, ain no es posible descartar otras
posibilidades que podrian dar como resultado el patron de fluorescencia observado para
la proteina de fusiébn mCherry-HhH, ya que no tuvimos un control negativo que nos
permitiera determinar si los valores de colocalizacion obtenidos son diferentes a los de

una proteina soluble.

Comparacion de localizacion de mCherry-HhH con una proteina soluble

fluorescente

Existen diversas posibles explicaciones para la colocalizacion parcial que fue
observada, ya sea un exceso de la proteina fluorescente como primera posibilidad, pero
observamos este patron en las diferentes condiciones de induccién (Figura 30),
descartando asi a esta posibilidad. Una segunda explicacion es que podria deberse a una
baja afinidad de la proteina por el DNA, lo que podria resultar en una fraccion de la

proteina libre en el citoplasma. Por otro lado, si la proteina de fusion mCherry-HhH no
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interactta con el DNA, este patron podria deberse a las invaginaciones en la célula que
resultan en un espacio citoplasmico mas pequefio y por lo tanto en una menor
fluorescencia o a otro efecto causado por la filamentacién o el tratamiento con

Cloranfenicol.

Para obtener un control de la localizacion de una proteina soluble y poder
determinar si la acumulacién de mCherry-HhH en region del nucleoide se debia a la
interaccion con el DNA, se modifico el plasmido inicial para que expresara la proteina
soluble fluorescente YFP junto con la proteina de fusion mCherry-HhH. La construccién

de este plasmido se describe en la seccion de Materiales y Métodos (Figura 25).

Posterior al establecimiento de las condiciones de induccion més adecuadas en las
células filamentadas y tratadas con Cloranfenicol, se determind la localizacion de las
proteinas fluorescentes (YFP y mCherry-HhH) y de los nucleoides. En la Figura 38 se
observa una distribucion uniforme de la proteina YFP a lo largo de la célula, sin
observarse espacios o incremento en la fluorescencia donde estaria localizado el
nucleoide o DNA. Sin embargo, la imagen de mCherry-HhH sigue mostrando la
acumulacion, incremento de fluorescencia y espacios entre los nucleoides (mismo que se
habia observado en un principio).

Fase YFP mCherry1098DhH

Figura 38. Tincién e induccién de E. coli MG1655T7::pCHY1098DhH YFP-6 adicionando

600ug/ml de Cloranfenicol y 3 mg de Cefalexina. La barra en color blanco representa 1 pum.

Como parte de los analisis de colocalizacion que presentamos previamente,
también se realizd una grafica de dispersion ahora con la proteina YFP para obtener el
valor de R de Pearson. Se tomo una fotografia de las células filamentadas y se analiz6 la

colocalizacion de la proteina de fusion y de la YFP contra el nucleoide (Figura 39).
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Fase YFP mCherry1098DhH DAPI
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Figura 39. Scatter Plot de imagenes con YFP-DAPI (lado izquierdo) y mCherry-DAPI (lado
derecho). En las iméagenes superiores se observa la toma de células E. coli
MG1655T7::pCHY1098-YFP vy los canales correspondientes, y en las imagenes inferiores se

observan las gréficas de dispersion.

En el analisis de colocalizacion utilizando las dos proteinas, nosotros
esperariamos que la proteina YFP (control) que no estd fusionada al dominio HhH se
encontrara localizada en el citoplasma sin ninguna afinidad hacia el DNA. En cambio,
esperariamos que la proteina mCherry fusionada al dominio HhH mostrara afinidad de
unién al DNA y un valor mayor en el coeficiente R de Pearson. La gréafica de dispersion
en la Figura 39, ahora comparando a ambas proteinas muestra valores mas congruentes
con un andlisis de colocalizacion. En este caso el control YFP tuvo un valor de R de
Pearson de 0.79 mientras que con mCherry tuvo un valor de R de 0.96. EI mismo efecto
se pudo observar también en el Anexo 3, lo que sugiere que ocurre una interaccion entre

el dominio HhH de la proteina PhaH de C. crescentus y el DNA.
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DISCUSION

De acuerdo a las condiciones de crecimiento, los granulos de PHB llegan a ocupar
casi la totalidad del espacio intracelular por lo que es necesario la participacion de un
mecanismo celular para poder integrarlos a su organizacion intracelular. En C. necator o
R. eutropha, la proteina PhaM permite la asociacion de los granulos de PHB tanto con el
DNA como con la sintasa PhaC1. Se ha propuesto que los granulos de PHB se segregan
con el nucleoide por medio de la accion de PhaM, ademéas PhaM influye en el tamafio de
los granulos, la actividad de la sintasa y la iniciacion en la formacion de otros granulos
(Bresan & Jendrossek, 2017; Wahl et al., 2012). Por otra parte, en P. aeruginosa, la fasina
PhaF posee un dominio tipo histona con carga altamente positiva en la region media del
C-terminal, poseyendo ocho repeticiones en tindem similares a AAKP, y una seccion N-
terminal con un alta similitud de secuencia a Phal. La proteina PhaF es necesaria para
distribuir los granulos de PHB a lo largo de la célula en un patrén de "aguja" vy, en la
ausencia de PhaF, el contenido total de PHB se reduce y se agrupan, dando como
resultado una distribucién desigual en la célula y entre células hijas tras la division celular
(Galén et al., 2011; Maestro & Sanz, 2017).

El hallazgo de la proteina PhaH en C. crescentus es relevante ya que la presencia
de esta proteina es capaz de mediar la interaccién de los granulos de PHB con el
nucleoide. El objetivo de este trabajo fue realizar un ensayo que pudiera demostrar la
interaccion del dominio HhH de PhaH con el DNA.

Al realizar una comparacion entre los dominios HhH con los dominios HtH,
encontramos que los dominios HtH se unen al DNA mediante la interaccion de la hélice
con el surco principal mayor y actian como reguladores transcripcionales, mientras que
en los dominios HhH, la segunda hélice no es capaz de sobresalir de la superficie de la
proteina y por tanto no puede interactuar con el surco principal. Algunos estudios
cristalograficos como el de Thayer et al., 1995, sugieren que la interaccion del dominio
HhH con el DNA ocurre mediante los aminoacidos lozalizados en el bucle, y esta
secuencia es altamente conservada (L-P-G-V), y en el extremo N-terminal de la segunda
hélice, formando puentes de hidrdgeno entre los nitrégenos del esqueleto y los grupos
fosfato presentes en el DNA (Doherty et al., 1996). Sin embargo, una de las principales

diferencias entre los dominios se refleja a nivel funcional, ya que los dominios HtH se
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encuentran en proteinas reguladoras de genes y los dominios HhH en proteinas
involucradas en actividades enzimaticas sin unirse que no requieren una secuencia

especifica.

Los resultados mostrados sobre la compactacion del nucleoide y la expresién de
la proteina mCherry-HhH demostraron que es necesaria la filamentacion previa con el
objetivo de aumentar la distancia entre los nucleoides y asi obtener una visualizacion
exitosa y demostrar que existe una colocalizacion del dominio HhH de phaH con la region
del nucleoide, en donde se observa un patron similar pero con distintos valores de
fluorescencia, hecho que llega a ser muy comun en estudios de colocalizacion
(Cordeliéres, F. P. & Bolte, 2014; Dunn et al., 2011) sin que afecte la validez del
resultado.

Respecto a los resultados del ensayo de colocalizacidn, se obtuvo una R con un
valor de aproximado de 0.68, lo cual nos dice que la colocalizacion no tuvo una relacion
fuerte en la sobreposicion de imagenes, pero no negativo. Como menciona Dunn, et al.,
2011, en algunos casos se puede esperar que la distribucion de dos sondas se superponga
angue no siempre ocurre proporcionalmente, y esto puede ser explicado por factores
como: la cantidad de proteina expresada, imagen de mala calidad u otros diversos
factores. En este caso, nosotros pensamos que el dominio HhH interactia con el DNA

pero la interaccion es de baja afinidad, lo que resulta en una colocalizacién parcial.

Generalmente se hace alusion a que los valores del Coeficiente de Pearson que se
acercan a 0 o 1 demuestran de manera convincente ya sea la ausencia o la presencia de
colocalizacién respectivamente. Dunn et al., 2011 hace referencia a que la pregunta
estadistica no es diferente a la de comparar dos grupos, excepto a que, en lugar de evaluar
la magnitud de la diferencia entre dos grupos, uno evalla la diferencia entre el valor
medido para el grupo experimental versus uno que se considera nulo, como el ensayo de
la YFP. En este ensayo obtuvimos que el valor de R para la YFP fue de 0.79, mientras
que para la mCherry fue de 0.96, tratandose de una célula aislada. Esto nos demuestra
que a diferencia del grupo control YFP, con la proteina mCherry-HhH se obtuvo una
diferencia significativa y hace alusion que al tratarse de un dominio HhH no puede
esperarse el 100% de colocalizacién, pero si es capaz de diferenciarse del control

negativo.
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Nuestra hipétesis de que el dominio HhH de PhaH colocalizaria con el DNA
debido las caracteristicas de estos dominios fue correcta ya que demostramos que exise
una afinidad de union y se observa una colocalizacién en las células que poseen algun
grado de compactacién del nucleoide. Los resultados de la fusién con la proteina
fluorescente mCherry demostraron que el dominio HhH a pesar de tratarse de un dominio
de union inespecifico, este se une y demuestra una localizacion citoplasmatica similar a
la del DNA. Entonces, el dominio C-terminal de PhaH (HhH) interactia con el DNA,
mientras que el N-terminal forma una hélice hidrofobica con la cual podria unirse

directamente al polimero o aumentar la actividad sintasa de PhaC u otras fasinas.

Dado que PhaH presenta dos dominios HhH en la region C-terminal y una hélice
hidrofobica en el N-terminal, se hipotetiz6 en un principio que PhaH tendria una funcion
de unidn especifica, que interactuaria directamente con los grupos fosfatos del DNA y
quizas generaria un complejo que ayudara a movilizar a los granulos de PHB a una region
especifica, sin embargo, el trabajo de Salinas et al., 2023 demostr6 que la proteina PhaH
es una fasina que es reclutada al carbonosoma a través de su dominio hélice hidrofébica

hH, y participa en la unién al polimero o a otras PGAPSs.

En el trabajo de Salinas et al., 2023, realizaron mutantes tanto en los dominios de
PhaH (es decir de la region hH, HhH) y en la proteina completa. Lograron observar y
determinar que la hélice hidrofobica es requerida para la acumulacion maxima de PHB y
el mantenimiento durante la fase de crecimiento estacionaria, mientras que el dominio

HhH determina el tamafio de los granulos y su distribucion dentro de la célula.

Por otra parte, algunas de las limitaciones de este trabajo consistieron en que los
ensayos se realizaron Gnicamente en la bacteria E. coli. Este trabajo demostro la
interaccion del dominio HhH de phaH con el DNA. El trabajo de Salinas et al., 2023,
demostro6 que la proteina PhaHs,_,,g (dominio HhH) expresada como una fusion 6His y
purificada por medio de cromatografia de afinidad de metales con el objetivo de realizar
un ensayo de movilidad electroforética (EMSA), el cual se observa en el Anexo 4,y en
donde se logré observar que al incubar con 1pg de proteina purificada, ésta se unio al

DNA y retard6 la migracion del fragmento de DNA.
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En resumen, la proteina PhaH es requerida para conseguir niveles normales en la
acumulacion de PHB y el mantenimiento del PHB acumulado, esto gracias a que la
presencia del dominio hélice hidrofébica es suficiente para mantener y alcanzar la
méaxima densidad optica y concentracion del PHB, mientras que el dominio HhH es
requerido para mantener el tamafio y la distribucion de los granulos, puesto que la mutante
phaHAHRhH tuvo una mayor proporcion de granulos de PHB de menor tamafio y una

distribucion mas amplia del tamarfio de granulos que el tipo silvestre (Salinas et al., 2023).

Junto con las imagenes, gréficas y valores de colocalizacion presentados en este
trabajo y el ensayo EMSA realizado en el trabajo de Salinas et al., 2023, podemos
asegurar que la proteina PhaH es relevante y necesaria para la acumulacion y el
mantenimiento completo de PHB en Caulobacter y su dominio HhH es funcional

permitiéndole interactuar con el DNA de manera inespecifica.

CONCLUSIONES

El dominio HhH de la proteina PhaH de C. crescentus colocaliza con la region del
nucleoide en E. coli, estos resultados son apoyados por el control negativo y el ensayo
EMSA, evidenciando que la proteina mCherry-HhH posee afinidad hacia el DNA. Es
posible que la proteina PhaH al poseer un dominio funcional de unién al DNA posea
también funciones similares a las proteinas PhaM y PhaF, que determinan el tamafio de

los granulos y su distribucién.

PERSPECTIVAS

- Realizar una construccion tnicamente expresando la proteina mCherry y observar
el efecto al inducirla, filamentarla y compactar los nucleoides.

- Evaluar el efecto de un control positivo con una proteina conocida que se sabe se
une al DNA de manera especifica, igualmente etiquetada con la proteina mCherry.

- Realizar una construccion con el dominio hélice hidrofébica del amino terminal
de la proteina PhaH de C. crescentus y evaluar el efecto.

- Realizar una construccion con la proteina phaH completa y evaluar si el dominio

hélice hidrofobica influye en la colocalizacion con el nucleoide.
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ANEXOS

PhaM PhaF

Cupriavidus necator H16 (R. eutropha) -
seudomonas

Indicando una posible asociacién
con moléculas hidrofébicas Comparte un dominio
de tipo fasina que se
Dos posibles dominios une al granulo
transmembranales

N

Proteinas tipo histonas

Anexo 1. Estructuras de las proteinas PhaM y PhaF.

1 QIATO3 308 Rib.proteinS2 54 BAHEAL mech-sensitive ch 107 QOA2NL1 Succinate dehy
2 QOCSQS ABC transporter 55 QOA6WO Met_dep hyd C 108 QSA2MY Succinate dehy
3 QPAIAS ABC transporter 56 BBGYN1 Methyltransferase 105 QUABEY Sulfate-binding
4 Q3A849 ASC transporter 57 QIASW1 MotA/TolQ/ExbB 110 QSA747 Thioredoxin

5 QS5A869 ASC transporter S8 QOA3IH1 MotA/TolQ/ExbAa 111 Q9ABST Thioredoxin 4

€  Q3ASX7 ABC transporter S5 Q9A399 NAD(P) transhyd 112 Q2r3H9 TipN

7 BEGXTO ABC transporter 60 Q9A3Al NAD(P) transhyd 113 QSAEMS Toll

2 Q9A2KS ABC-multidrug 61 QO9A6Y0 NADH dehy 114 QOARK] YonB dep rtec

s Q3230 a2 _macroglobulin 62 QO9A6Y5 NADN dehy 115 BECYY? Tond dep rec

10 QSASAS Aminopeptidase 63 Q9AGY7 NADN dehy 116 QPAAYS Toal

11 Q%276 Aminopeptidase N 64 Q9A6X]1 NADR-oxidor 117 QFAASE Toal

12 QSA2VE AT? synthase 65 QIA6X2 NADR-oxidor 118 QUAILD Tond B

13 Q9A2V7 ATP? synthase 66 Q9AEX4 NADH-oxidor 119 QOASIS TonS dep rec

14 QFARES6 ATP synthase 67 Q9%A2G1 NADH-oxidor 120 QUASLIY Tond dep rec

15 QFABES ATP synthase 68  QSAJAE NatB superfamily 121 BBHIX] TonB® dep reo

16 QPA2VY ATP synthase 69 Q9A332 NfeD-like 122 QUASS]1 Tonk dep rec

17 QFAIVE ATP synthase 70 BANIBD OAR protein 123 QUARSE Tonk dep rec

18 QMWL ATP synthase 71 BONSMO OM protein 124 QUARSE Tond dap rec

19 QRIVIS Autotranaporter 72 Q9ARME OmpA family 12% QIATOL Tond dep rec

20 QMATI1 BamA 73 QUANUS OmpA family 126 BRGX2) Tond dep ren

31 QWMDY BasD 4 QIAIPY OmpA-relatad 127 QOAEES Tonh dep rec

12 QOARID Bamk 75 QOARND OM protelin 120 QUAKON Tond dep tec

23 Q33 Band 7/Mec-2 76 QOARNS POPIA family 129 QUMEY Tond dep rec

34 QWARRY b-barrel porind 77 QOAIYI Pep-pro cia~trans 130 QUPAGEZ Yook dep rec
25 QASJ1 Carboxypeptidase 70 BRGYCO PhaZ 131 BANIYE Yool dep rtec

26 QX688 CckA 79 BEGY0O Phav 132 QUANE TonB dep Tec

27 QILYIE Cpad 80 BBHSSY PhaC 133 QOAIF]L TonB dep zec

28 QWATME curli biogenesis 81 Q9A81S5 PO4 acyltranst 134 BEHATS Ton® dep Tec

29 QWA2Z9 Cyt-C oxidase 82 POCAVY PhoU 138 BENSI4 Ton® dep rec

30 Q9MAA2 Cye-C 83 QSATR7 PQQ enzyme 136 QOABQS Ton® dep rec

31 QFAALS Cyt-D oxidase 84 QSASP7 Protease 4 137 BEGYSD Ton® dep rec

32 Q¥AANS Cytochrome b 85 BBGXS1 Meth-transf 138 QOATH] Tond dep rec

33 QSA232 dehydratase 86 QSASJ0 proton pump 139 BER1SE Tond dep rec

34 Q9AEK0D Dehydrogenase 87 BEGYGA PatB 140 Q9AAXD Ubi-cytc reduct
35 Q5RQQ9 Divi 88 Q9A3R5 Putrescine-bind 141 QPAAWS Ubi-cytc zeduct
36 054478 DNA topo-4 89 QOBX30 ribosome-factor ¥ @142 Q9AAPY Uncharacterized
37 QOAGDO Dnal-related 90 QIAAGY Rieske 2Fe-28 9143 QIA996 Uncharacterirzed
38 QOAEHE Daba 91 QSA821 MreB 144 QOSABAD Uncharacterized
3% QALY ubiq oxidor 92 Q9A732 Rotamase 9145 Q9A4I1 Uncharacterired
40 QIANQE ElpS 93 085351 Rsak 9146 BEHSH? Uncharacterized
41 QPMABAY ExbD 94  QR4DJ) Rsad 9147 BOGN26 Uncharacterized
42 QIAIKY FY domain protein 95 QOASKO Mtase 148 QOA214 Uncharacterired
43 BOCXDS FiAL 96  QOA2Q) SCOL/2 family 9149 QUANZS Uncharacterised
44 DANGLS FTram 97 QOAGU2 SecD 9150 QUATRE Uncharacteriszed
45 QIASI2 Glucokinase 90 QIANQY SecD 9151 QUAZR2 Uncharacterized
46 QIANR2 GumC superfamily 9 Q913N Beck 152 MIGXLY Uncharscterised
47 QPANZ2 MlyD family 100 QOAGUY Secr 153 QWASPS Uncharscterised
48 QOAEKY MlyD family 101 QOARQD Sech 154 QPAGH] Uncharacteriszed
49 QIIKY HiyD family 9102 QIAZWS ser aminopeptid 155 BONIYD Uncharscterized
50 QWA2V1 Lemh family 103 B6GZ10 843 containing 156 QFALJT Uncharacterised
51 QIABCE LPLAT superfamily 104 Q9ASBA SPFH/Band 7 157 QRASUL Yajc

52 BSN116 LysM family 105 Q9A6A4 StpD 158 BBMIES YidC

53 QOO%EE McpA 106 BBHE46 Succinate dehy

Anexo 2. Lista de proteinas identificadas en la fraccion de carbonosomas. Las proteinas estan

organizadas alfabéticamente segun su descripcion. La prediccion de su localizacién se indica
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mediante el color de las letras, negro-citoplasmatico; : verde-
periplasmico; rojo-membrana externa. Las proteinas relacionadas con PHB estan sombreadas.
Los puntos rojos indican las proteinas que se seleccionaron para el anélisis. Tomado de Salinas et
al., 2023.

Fase YFP mCherry1098DhH DAPI

g . 1 ee® 0000000000 &
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mcherry-1098.uf

Pearson’s_R: 0.49484626  Overlap: 0.55623030 Pearson’s_R: 0.79946489  Overlap: 0.75274439

Anexo 3. Scatter Plot de imagenes con YFP-DAPI (lado izquierdo) y mCherry-DAPI (lado
derecho). En la imagen superior se observa la toma de células E. coli MG1655T7::pCHY1098-
YFP, asi como los canales correspondientes, y en las imagenes inferiores se muestran las graficas

de dispersidn.
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Anexo 4. 6His-PhaH54-229 purificado mediante cromatografia de afinidad de metales. La
pureza de la proteina eluida se examin6 mediante electroforesis desnaturalizante. Se cargd 1ug

de proteina. Tomado de Salinas et al., 2023.

ABREVIATURAS

DAPI — 4',6-diamidino-2-fenilindol

DNA — Acido desoxirribonucleico

PHA — Polihidroxialcanoato

PHB — Polihidroxibutirato

IPTG — Isopropil-p-D-1-tiogalactopiranosido

c-di-GMP — Diguanilato ciclico

GLOSARIO

Anfifilica: Que tiene un extremo hidrofilico y otro hidréfobo.

Adhesivo: En la célula prostecada de Caulobacter, existe una estructura de tallo tubular
que sobresale de un polo que tiene un “adhesivo” de sujecion en su extremo, con el que
se adhiere a las superficies.

DAPI: Tinte fluorescente que se une fuertemente a las regiones ricas en adenina y timina
del ADN.

Dominio: Es la parte de una cadena polipeptidica que es independientemente estable o

puede hacer movimientos como una sola entidad respecto a la proteina completa.
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Dominios enrrollados: Los dominios enrollados son dominios proteicos muy extendidos
implicados en diversos procesos que van desde proporcionar rigidez estructural hasta la
transduccion de cambios conformacionales. Constan de dos o mas hélices a que se
enrollan entre si para formar un haz superenrollado regular.

Filamentacion: Crecimiento anémalo de ciertas bacterias, como E. coli, en las que las
células contintan alargandose pero no se dividen (sin formacion de septos).

Gram positivas: Células procariotas que poseen una membrana y una pared celular
compuesta de una capa gruesa de peptidoglicano.

Gram negativas: Células procariotas que tienen una capa delgada de peptidoglicano
unida a una membrana exterior por lipoproteinas.

c-di-GMP: es un segundo mensajero bacteriano global que controla una amplia gama de
procesos celulares que contribuyen a la adaptacion de la superficie, la formacion de
biopeliculas, la progresion del ciclo celular y la virulencia.

Nucleoide: region de forma irregular dentro de la célula que contiene todo el DNA o la

mayoria del material genético de las células procariotas.
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