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1. RESUMEN

La respuesta estricta se describio inicialmente como el mecanismo por el cual las
bacterias responden a diferentes tipos de estreses nutricionales; esta respuesta
depende del segundo mensajero (p)ppGpp y de la proteina DksA. Estos dos
efectores alteran el perfil transcripcional de la célula por su interaccién directa con
la ARN polimerasa lo cual modifica su afinidad hacia promotores diferentes de sigma
70.

La importancia de estos efectores en fenotipos independientes de la respuesta a
estrés ha sido estudiada recientemente en diferentes especies, demostrando que
este sistema de regulacion transcripcional no esta unicamente relacionado con la
deprivacion de nutrientes como se proponia anteriormente. En este estudio
decidimos analizar la importancia de los efectores (p)ppGpp y DksA sobre la sintesis

del biopolimero poli-p-hidroxibutirato (PHB) en Azotobacter vinelandii.

Se determind que la reduccion de los niveles de (p)ppGpp reducen la sintesis de
PHB. Asi mismo, demostramos que la mutacién en el gen dksA reduce aun mas la
sintesis de PHB y que el efecto de reducir los niveles de (p)ppGpp en esta mutante
es acumulativo y abate la sintesis del polimero. Demostramos que DksA regula la
expresion del factor sigma RpoS a nivel transcripcional, el cual es regulador positivo
de la sintesis de PHB, sin embargo, reducir los niveles de (p)ppGpp no modifica los
niveles de RpoS, por tanto, se propone la existencia de al menos un mecanismo
alternativo regulado por (p)ppGpp independiente de RpoS que regula la produccion
de PHB en A. vinelandii.

La complementacion de la mutante en dksA con una copia adicional de rpoS bajo
un promotor independiente y constitutivo restauré los niveles de RpoS pero no asi
la sintesis de PHB, por lo cual se decidio evaluar el perfil transcripcional de la cepa
UWdksA con el fin de describir rutas alternas que regulen la produccion de PHB en
A. vinelandii. Interesantemente, al igual que en otras especies, DksA actua como un
regulador pleiotropico de la transcripcion y regula aproximadamente el 17% de los

genes descritos en A. vinelandii.



La sintesis de PHB depende de la acumulacion de metabolitos que reflejan el estado
metabolico de la célula y estimulan o reprimen la actividad de las enzimas
involucradas en la sintesis o degradacién del polimero. El analisis de las rutas
metabdlicas de A. vinelandii nos permitié concluir que, DksA activa la transcripcién
de enzimas del metabolismo central asociadas a vias metabdlicas como la glicolisis
y el ciclo del piruvato, las cuales catalizan las reacciones que producen estos
metabolitos, por tanto, la mutacion en dksA disminuye la expresion de estos genes,

lo cual podria constituir un mecanismo indirecto de regulacion de la sintesis de PHB.

En conjunto nuestros resultados muestran la importancia de (p)ppGpp y DksAen la
sintesis de PHB bajo condiciones que no favorecen la respuesta estricta, asi mismo
demostramos que pueden regular este proceso por vias independientes pero que
existe un efecto acumulativo entre estos dos efectores. Este estudio abre la
posibilidad de nuevas lineas de investigacidon que lleven a describir el papel de estos
reguladores en la sintesis de PHB y mejore el entendimiento de este proceso

metabodlico en A. vinelandii.
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ABSTRACT

The stringent response is a bacterial mechanism by which microorganisms respond
to different nutritional stresses; the second messenger (p)ppGpp and DksA protein
orchestrate it. Due to the direct interaction with RNA polymerase, these effectors
modify the specific affinity of the polymerase and promote the expression of

promoters different from sigma 70.

The relevance of these effectors in phenotypes that are not dependent on stringent
response has been elucidated in some species; these represent a new
transcriptional regulation level. In this study, we analyzed the relevance of (p)ppGpp

and DksA on the poli-B-hydroxybutyrate (PHB) synthesis in Azotobacter vinelandii.

We described that reducing the (p)ppGpp levels decreases the PHB synthesis. In
the same way, we observed that a dksA mutation diminished the PHB accumulation
more than in the (p)ppGpp mutants, these mutations had an accumulative effect on
PHB synthesis, and a double mutant took down the PHB synthesis. We showed that
the DksA protein regulates the expression of stationary sigma factor RpoS at the
transcriptional level, which is a positive PHB regulator. However, the RpoS protein
levels did not change with the reduction of (p)ppGpp levels, this suggests that at
least one mechanism, independent of RpoS, is regulated by (p)ppGpp and controls

the PHB synthesis in A. vinelandii.

An additional copy of the rpoS gene under an independent and constitutive promoter
in the dksA mutant restored the RpoS levels but not the PHB synthesis. Due to that,
we decided to evaluate the transcriptional profile in the dksA mutant as compared to
the wild-type strain to describe alternative mechanisms regulated by DksA that affect
the PHB synthesis. Interestingly, DksA acts as a pleiotropic regulator of gene

transcription and regulates approximately 17% of A. vinelandii genes.

The PHB accumulation depends on the accumulation of metabolites that activate or
repress the enzymatic activity of proteins involved in the synthesis or degradation of
this polymer. The transcriptomic analysis of the UWdksA strain showed that DksA is

an activator of genes that encode enzymes from the central metabolism like

11



glycolysis and pyruvate metabolism, these metabolic pathways produce the
necessary metabolites to PHB synthesis, then we propose that the reduction in gene
expression of these enzymes can be an indirect regulation mechanism of PHB

synthesis.

In summary, our results show the relevance of (p)ppGpp and DksA on PHB synthesis
under conditions that did not promote the stringent response, moreover, we
demonstrated that these effectors could regulate the PHB synthesis by independent
pathways but had an accumulative effect. This study is the first step in describing

the role of these regulators in the PHB synthesis.
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2. INTRODUCCION

Los microorganismos estan constantemente expuestos a  desafios
medioambientales contra los cuales deben generar respuestas adaptativas rapidas
y precisas, lo cual, les permite sobrevivir y proliferar dentro de las condiciones
presentes en el medio que los rodea. El segundo mensajero (p)ppGpp en conjunto
con la proteina DksA son los encargados de dirigir la denominada respuesta estricta,
la cual, regula y modula la expresion de genes en bacterias durante la privacion de
diferentes nutrientes como aminoacidos, fosfatos, fuente de carbono o como
respuesta al shock térmico, entre otros. Los niveles de (p)ppGpp y su interaccion
con la ARN polimerasa son los determinantes de la regulacion génica ejercida por
la respuesta estricta. Las proteinas encargadas de la sintesis y degradacion de
(p)ppGpp son conocidas como proteinas de tipo RSH (Rel-Spo Homologous) por su
similitud a las proteinas RelA'y SpoT de Escherichia coli, donde tienen funcién de
sintetasa y sintetasa/hidrolasa respectivamente. La mayoria de las proteobacterias
poseen una copia de los genes que codifican para homdlogos de estas dos
proteinas. El principal mecanismo de accion de (p)ppGpp es a través de la
interaccion directa con la ARN polimerasa, lo cual modifica la afinidad de esta por
factores sigma alternativos y promueve la expresion de genes independientes de
sigma 70. La unién a la ARN polimerasa se da en dos sitios especificos, el primero
entre la subunidad "y w y el segundo en el canal secundario de la polimerasa, este

ultimo es dependiente de la proteina DksA.

Azotobacter vinelandii es una y-proteobacteria de la familia Pseudomonadaceae;
habitante del suelo y capaz de fijar nitrdgeno atmosférico. Su capacidad de sintetizar
biopolimeros como el poli-B-hidroxibutirato (PHB) y el alginato le han convertido en
un modelo de estudio para diferentes aplicaciones industriales. EI PHB es un
compuesto biocompatible y biodegradable por ello tiene una gran importancia en el
campo biomédico, ambiental e industrial; siendo empleado, entre otras aplicaciones,
en valvulas cardiacas, andamios 6seos, micro perlas para la administracion
controlada de farmacos, remplazo de plasticos derivados de petrdleo y en
compuestos mas amigables con el medio ambiente (Espin Ocampo, 2003).
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El PHB es un polihidroxialcanoato (PHA) de cadena corta, almacenado en forma de
granulos intracelulares que fisiolégicamente funcionan como reserva de carbono y
energia para el metabolismo celular. La sintesis de PHB ha sido ampliamente
estudiada y los mecanismos que regulan este proceso son aun objeto de estudio.
Se ha demostrado la presencia de diferentes mecanismos que regulan tanto la
expresion del operon biosintético phbBAC como la de su regulador transcripcional
phbR, entre ellos, el factor sigma RpoS, la proteina RsmA o el sistema de dos

componentes GacS/GacA (Velazquez-Sanchez et al., 2020).

La importancia de la respuesta estricta y de los niveles de (p)ppGpp en la sintesis
de PHAs ha sido estudiada en diferentes especies como Cupriavidus necator,
Rhizobium etli y algunas especies de Pseudomonadaceae. En A. vinelandii se
describid la presencia de dos genes que codifican para proteinas tipo RSH, los
genes avin37060 (relA) y avin02810 (spoT) los cuales recientemente se asociaron
con el ciclo del PHB. Se demostré que una cepa mutante en el gen relA y una doble
mutante relA/spoT disminuyen la sintesis de PHB en comparacion con la cepa
silvestre (Ortiz, 2019).

Lo anterior conllevd a que nos propusiéramos estudiar la importancia de los
efectores de la respuesta estricta en la regulacion de la sintesis de PHB en A.

vinelandii.
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3. ANTECEDENTES

A. vinelandii es una proteobacteria de la subdivision y perteneciente a la familia
Pseudomonadaceae género Azotobacter, es pleomoérfica; motil gracias a flagelos
peritricos, Gram negativa, habitante comun del suelo, aerobia estricta, aunque
puede desarrollarse en concentraciones bajas de oxigeno. Es una bacteria capaz
de fijar el nitrdgeno ambiental de forma aerobia dependiendo de la disponibilidad
de oxigeno y de materia organica a través de un sistema de tres nitrogenasas;
ademas, posee un complejo sistema que protege dichas nitrogenasas de la

inactivacion por oxigeno (Espin Ocampo, 2003).

A. vinelandii es capaz de formar quistes resistentes a desecacion (ver Figura 1), lo
cual le permite soportar condiciones ambientales adversas y proliferar nuevamente
cuando las condiciones sean mas favorables. La sintesis de compuestos de interés
industrial como el alginato (Alg) y el polihidroxibutirato (PHB) por A. vinelandii,
despiertan gran interés industrial debido a sus aplicaciones como agentes
gelificantes y/o espesantes y como plastico biodegradable respectivamente,
ademas, pueden ser producidos de manera sustentable y amigable con el medio

ambiente.

El polihidroxibutirato (PHB) es un polihidroxialcanoato (PHA), que se ha convertido
en un compuesto atractivo a nivel industrial debido a sus propiedades bioquimicas,
similares a las presentadas por plasticos derivados del petrdleo, pero sin todas las
consecuencias medioambientales que ha desencadenado el uso desmedido de
estos materiales. Este tipo de biopolimeros son amigables con el medioambiente
gracias a su facil y relativamente rapida degradacién; sus caracteristicas de
biocompatibilidad los hacen atractivos a la industria biomédica y su produccién en
bacterias posibilita su escalamiento industrial de manera renovable y con poco

impacto ambiental.
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Exina

Granulos de PHB

Intina

Figura 1. Quiste de A. vinelandii. Se sefialan los granulos intracelulares de PHB y las
dos capas que componen el quiste.

3.1 SINTESIS DE POLI-B-HIDROXIBUTIRATO PHB

En A. vinelandii la sintesis de PHB se realiza principalmente durante la fase
estacionaria temprana y esta directamente relacionada con la disponibilidad de
carbono, el estado de oxigenacién y el ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA). Este
proceso inicia con la condensacion de dos moléculas de acetil-CoA por la accién de
la enzima B-cetotiolasa produciendo acetoacetil-CoA, seguido a ello, la enzima
acetoacetil reductasa (dependiente de NADPH) lo reduce hasta - hidroxibutiril-
CoA, este es el mondmero sobre el cual actua la enzima PHB sintasa, quien
polimeriza las cadenas de mondmeros (Peralta-Gil et al., 2002; Senior & Dawes,
1973). El ciclo del PHB en A. vinelandii es un constante equilibrio entre los procesos
de sintesis y degradacién y depende en gran medida de las condiciones metabdlicas

de la célula (Figura 2).
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Figura 2.Ciclo del PHB en A. vinelandii. Se muestran los principales precursores de la
sintesis de PHB asi como las enzimas necesarias para la sintesis y degradacién del
polimero.

El proceso de sintesis de PHB esta estrechamente relacionado con la actividad del
ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA o ciclo de Krebs) y con la acumulacion de
acetil-CoA. Durante el crecimiento en medios balanceados, las moléculas de acetil-
CoA son principalmente dirigidas al TCA, para continuar con la fosforilacién
oxidativa y la obtencion de ATP. Bajo ciertas condiciones de cultivo, como la
limitacion de oxigeno y el exceso de carbono, se produce un aumento en el poder
reductor celular, esto como consecuencia de la acumulacion de NAD(P)H, lo cual
inhibe la actividad de las enzimas citrato sintasa e isocitrato deshidrogenasa (del
TCA). Lo anterior provoca una acumulacién de acetil-CoA en la célula,
disminuyendo la cantidad de coenzima A (CoA) libre, liberando asi la represién que
esta molécula ejerce sobre la enzima B-cetotiolasa (necesaria para la sintesis de
PHB) promoviendo asi la sintesis de PHB (Segura & Espin, 2004; Senior & Dawes,
1973).

Los genes que codifican las enzimas involucradas en la sintesis de PHB estan
ordenados en el operén phbBAC: phbB (acetoacetil reductasa), phbA (B-cetotiolasa)
y phbC (PHB sintasa). Corriente arriba del operén phbBAC, y en sentido divergente,
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se encuentra el gen phbR, el cual codifica para un regulador positivo de la
transcripcion del operdn y que pertenece a la familia de reguladores de tipo
AraC/XylS (Peralta-Gil et al., 2002). Este regulador reconoce al menos dos
secuencias idénticas y especificas de 18pb dentro de la region promotora de phbB

promoviendo su transcripcion (Hernandez-Eligio et al., 2011).

3.2 REGULACION GENETICA DE LA SINTESIS DE PHB

La regulacion de la sintesis de PHB es objeto de estudio en diferentes especies
bacterianas con el fin de describir y manipular los mecanismos implicados en la
acumulacién del polimero, y asi, obtener cepas genéticamente modificadas en las

cuales se mejore la cantidad y la calidad obtenida.

En A. vinelandii, la regulacion de la sintesis de PHB ha sido ampliamente estudiada
y diversos mecanismos son encargados de regular finamente este proceso. A nivel
genético sabemos que la expresion del operon biosintético phbBAC es dependiente
tanto del factor sigma de fase estacionaria RpoS como del regulador transcripcional
PhbR (Hernandez-Eligio et al., 2011), estas proteinas reconocen sitios especificos

dentro de la regién promotora del operon y promueven su transcripcion.

El factor sigma RpoS es un regulador maestro de la expresion de genes durante la
fase estacionaria de crecimiento, en respuesta a diferentes tipos de estrés y bajo
condiciones de privacion de nutrientes. Similar a otros factores sigma alternativos,
RpoS es capaz de unirse al core de la ARN polimerasa y competir con el factor
sigma 70 (RpoD) por el sitio de union, lo cual favorece la transcripcion de un set
diferente de genes denominados reguldon de RpoS (en E. coli se ha demostrado que
al menos el 10% del total de genes responden a RpoS, directa o indirectamente)
(Battesti et al., 2011).

La transcripcion del gen phbR inicia a partir de dos promotores: pR1 y pR2, los
cuales son dependientes de PhbR y RpoS respectivamente, lo cual implica un

mecanismo de autorregulacion positiva (Hernandez-Eligio et al., 2011). La unién de
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PhbR a la region promotora del operén phbBAC oculta el sitio de reconocimiento de

RpoS, por consiguiente, la transcripcion es dirigida principalmente por PhbR.
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Figura 3. Contexto genético de los genes que codifican para el activador
transcripcional PhbR y las enzimas necesarias para la sintesis de PHB. La expresion
del operdn biosintético phbBAC es dependiente de RpoS y del activador transcripcional
PhbR. La regién reguladora de phbR contiene sitios de reconocimiento de RpoS y de PhbR
constituyendo un mecanismo de autorregulacion.

Tanto rpoS como phbR son regulados por diferentes vias. En A. vinelandii, RpoS es
regulado a nivel transcripcional por la proteina PsrA, la cual pertenece a la familia
de reguladores TetR, esta proteina actua como activador de la transcripcién de rpoS
durante la fase estacionaria por unién directa a su promotor (Cocotl-Yanez et al.,
2011). A nivel postranscripcional, RpoS es regulado en A. vinelandii y en otras
especies a través de degradacion proteica mediante el complejo
chaperona/proteasa ClpX/P. En E. coli, RssB actia como adaptador para el
reconocimiento de RpoS por ClpX, en A. vinelandii y Pseudomonas aeruginosa se
propone que un complejo formado por RssB/RssC reconoce a RpoS y asi puede
ser presentado a la chaperona ClpX para ser degradado por la proteasa ClpP

(Muffler et al., 1996; Rodriguez-Martinez et al., 2023).
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Diferentes mecanismos de regulacion sobre rpoS han sido descritos en especies de
Pseudomonas y en E. coli. Por ejemplo, en E. coli la presencia de los pequefios
ARNSs DsrA y RprA regulan la estructura de la region 5’UTR del transcrito rpoS,
facilitando su traduccién durante diferentes condiciones de crecimiento (Sledjeski et
al., 1996; Majdalani et al., 2001). En especies de Pseudomonas, RpoS se ha
especializado y se ha asociado a la expresion de diferentes fenotipos, como la
expresion de factores de virulencia, y parece no ser esencial para algunas

condiciones de estrés como lo es en E. coli (Venturi, 2003).

En A. vinelandii el sistema de dos componentes GacS/GacA, el sistema de
fosforelevo PTSN' y la proteina PsrA regulan la expresiéon de RpoS y por
consiguiente la sintesis de PHB (Castafeda et al., 2001; Muriel-Millan et al., 2015
Cocotl-Yafiez et al., 2011).

La sintesis de PHB en A. vinelandii es un proceso celular ampliamente regulado, no
solo a nivel genético, sino que también involucra una fina regulacion metabdlica que
brinda las condiciones necesarias para la acumulacion del polimero y su posterior

uso por parte de la célula (Senior & Dawes, 1973).
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Figura 4. Mecanismos de regulacion de la sintesis de PHB descritos en A. vinelandii.
Tomado de (Velazquez-Sanchez et al., 2020).

3.3RESPUESTA ESTRICTA

La respuesta estricta es uno de los mecanismos por los cuales las bacterias son
capaces de responder a la privacion de algunos nutrientes, como carbono,
nitrogeno, fosfatos, aminoacidos, entre otros. El segundo mensajero (p)ppGpp
(Guanosina tetra o pentafosfato) y la proteina DksA son los dos principales efectores

de este tipo de respuesta en las proteobacterias (Dworkin, 2023; Gourse et al.,
2018).
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El segundo mensajero (p)ppGpp fue descrito inicialmente en cepas de E. coli
expuestas a condiciones de privacion de aminoacidos, las cuales, mostraban una
disminucién en la sintesis de ARNs estables, como los ribosomales o los de
transferencia (Cashel, 1969). El creciente estudio del papel de este efector en la
respuesta a condiciones nutricionales adversas tanto en bacterias como en
cloroplastos ha revelado que (p)ppGpp regula una amplia variedad de procesos
celulares como la replicacion del ADN, la transcripcion, traduccion, el ensamble de
ribosomas y rutas del metabolismo celular. El principal mecanismo de accién
descrito para este segundo mensajero, es la interaccion directa con la ARN
polimerasa y/o facilitado por diferentes reguladores transcripcionales como DksA
(Figura 5); aunque también, se han descrito proteinas capaces de unir (p)ppGpp Y

regular su actividad (Ross et al., 2016; Steinchen & Bange, 2016).

No se ha descrito una secuencia nucleotidica consenso comun en los promotores
que permita predecir in silico si estos genes serian blancos de regulacion en
respuesta a los niveles de (p)ppGpp; en cambio, el amplio espectro de blancos se
atribuye a la capacidad de interactuar directamente con la ARN polimerasa y
modificar su afinidad. Se plantea que las propiedades cinéticas de cada promotor
determinan la susceptibilidad a ser regulado por (p)ppGpp; la interaccion de
(p)ppGpp en la ARN polimerasa reduce el tiempo de vida del complejo abierto en la
interaccion promotor-ARNpol, lo cual favorece la expresion de genes cuyo complejo
es muy inestable, ademas, se ha demostrado que la interaccion de pppGpp-DksA-
ARNpol aumenta la afinidad por el ADN y favorece la represion o activacion de
genes. Aunque el contenido de A-T y G-C en las regiones promotoras se ha
asociado con la activacion y represion de la transcripcion respectivamente, esto solo
es cierto para un cierto numero de genes, y no puede extrapolarse como regla
general para predecir regulones de la respuesta estricta (Haugen et al., 2008;
Lemke et al., 2011).

La disminucion en la transcripcion de ARNs estables como los rARNs y tARNs

durante la respuesta estricta permite una mayor disponibilidad de core libre de la
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ARN polimerasa, lo cual favorece la unién de factores sigma alternativos (Haugen
et al., 2008; Gourse et al., 2019).

3.4 PROTEINA DksA

La proteina DksA fue inicialmente descrita en E. colicomo una proteina que revertia
el fenotipo observado en cepas mutantes en el gen dnaK (involucrado en la
respuesta a choque térmico) (Kang & Craig, 1990). Sin embargo, estudios
posteriores no encontraron una actividad de chaperona en DksA como se propuso
inicialmente, por el contrario, se demostré que en los niveles de expresion basal,
DksA es capaz de unirse directamente a la ARN polimerasa, reprimir la actividad de
los promotores de los rARNSs y potenciar el efecto ejercido por (p)ppGpp; por tanto,
se propuso que DksA actua como un regulador transcripcional sinérgico con
(p)ppGpp (Paul et al., 2004; Perron et al., 2005). Homodlogos de DksA han sido
descritos en la mayoria de las proteobacterias, pero no se han encontrado
homodlogos en otros filos, como en Firmicutes o Thermophiles; sin embargo, es
posible que existan proteinas homodlogas estructurales en estos filos ya que
constituyen un nuevo tipo de proteinas de unién ARN polimerasa-ADN (Huang et
al., 2023)

Para la identificacion del sitio de unién de (p)ppGpp a la ARN polimerasa se empled
una técnica de cross-linking usando 32P-(p)ppGpp y se defini6 molecularmente
mediante mutaciones puntuales en los residuos cercanos; esta estrategia demostré
que existe un sitio de unidbn que se encuentra en el canal principal de la ARN
polimerasa, y que esta mediado por la interaccion entre dos partes de la subunidad
B" y la region N-terminal de la subunidad w, y fue denominado como sitio de unién
1 (Ross et al., 2013). Sin embargo, mutaciones puntuales en el core de union o la
falta de la subunidad w (mutacion en rpoZ), presentaban fenotipos débiles in vivo
en comparacion con los resultados in vitro, lo cual hacia suponer que existia otro
componente celular que regulaba la union de (p)ppGpp a la ARN polimerasa
(Gourse et al., 2018).

23



La inclusién de la proteina DksA en estos experimentos de cross-linking, en conjunto
con unidades de ARN polimerasas que carecian de la subunidad w, permitid
identificar un segundo sitio de union, dependiente de DksA, el cual regula la
respuesta de los promotores en dependencia de los niveles de (p)ppGpp (Ross et
al., 2016). Se propone que la presencia de estos dos sitios de union permite regular
finamente la saturacién de la ARN polimerasa, y asi, generar una respuesta
controlada en dependencia de los niveles intracelulares de (p)ppGpp.
Interesantemente, en algunos promotores de E. coli evaluados in vitro, se demostro
que la represion de la transcripcion ocurre en presencia de cualquiera de los dos
sitios de union; por el contrario, para la activacion de promotores, es indispensable
la presencia del sitio 2, es decir, la presencia de la proteina DksA; en ambos casos,
el efecto sobre la transcripcién se ve potenciado cuando la polimerasa presenta

ambos sitios de unién (Ross et al., 2016).
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Figura 5. Sitios de union de (p)ppGpp en la ARN polimerasa. Se describen los dos sitios
de union, el primero entre la subunidad " y w, el segundo dependiente de la proteina DksA
(sefalada en verde). Tomado de (Ross et al., 2016).
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La estructura de la proteina DksA asemeja a los factores de elongacion de la
transcripcion GreA y GreB, con un dominio globular y una regiéon “coil-coil” que
facilita su union al canal secundario de la ARN polimerasa entre las subunidades 3
y B° (Perederina et al., 2004). La inclusion de DksA en las reacciones de
transcripcion in vitro, permitié solucionar la discrepancia que se presentaba entre
los resultados observados in vivo e in vitro en la regulacién por (p)ppGpp, por
ejemplo, se demostré que la presencia de DksA 'y (p)ppGpp reducia en 20 veces la
transcripcion de promotores de rARNs comparado a cuando solo se utilizaba
(p)ppGpp donde se observaba una reduccion de 3 veces de actividad (Paul et al.,
2004). Asi mismo, se demostro que (p)ppGpp regula positivamente la transcripcion
de genes relacionados con la biosintesis de aminoacidos unicamente en presencia
de DksA. Interesantemente, este regulador transcripcional influye en la regulacion
de sus genes blanco sin unién directa al ADN a diferencia de los reguladores

transcripcionales canonicos (Paul et al., 2005).

La importancia de la proteina DksA como regulador transcripcional, incluso de
manera independiente a (p)ppGpp ha sido evaluada en diferentes proteobacterias.
En E. coli, la mayoria de los genes son co-regulados por (p)ppGpp y DksA, sin
embargo, algunos de estos genes son regulados independientemente y/o
diferencialmente por cada uno de ellos; por ejemplo, todos los genes relacionados
con la quimiotaxis y la sintesis del flagelo se encuentran reprimidos por DksA, pero
aproximadamente un 60% de estos genes son activados por (p)ppGpp (Aberg et al.,
2009).

La respuesta transcripcional regulada por DksA puede variar entre especies y se ha
especializado en algunas de ellas. Una comparacion del transcriptoma de cepas
mutantes en dksA de E. coli, S. typhimuriumy S. bongori demostré que, incluso bajo
condiciones no estrictas (sin sobreproduccion de (p)ppGpp), DksA regula la
expresion del 25%, 20% y 15% del total de genes en cada especie respectivamente,
indicando que, DksA es un regulador pleiotrépico y no unicamente un regulador
asociado a la respuesta estricta (Cohen et al., 2022). Interesantemente, en este

mismo estudio se demostré que el reguldn de DksA involucra genes metabdlicos
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centrales implicados en la glicolisis, el ciclo TCA (acidos tricarboxilicos), la
biosintesis de pirimidinas y el quorum sensing en todas las especies estudiadas, lo
cual permite hipotetizar una serie de genes en comun regulados entre especies
cercanas (proteobacterias). Tambien se evidencié que los genes de virulencia en
las especies de Salmonella son parte del regulon de DksA y fenotipos como la
motilidad y la quimiotaxis son regulados diferencialmente entre especies: en
Salmonella, estos genes son activados por DksA mientras que en E. coli son

reprimidos (Cohen et al., 2022).

3.5 SINTESIS Y DEGRADACION DE (p)ppGpp

La disponibilidad de genomas bacterianos ha permitido describir la presencia
altamente conservada de uno o mas genes que codifican para proteinas de tipo
sintetasas/hidrolasas de (p)ppGpp, denominadas en general como proteinas RSH
(Rel/Spo Homolog) por su similitud con las proteinas RelA y SpoT de E. coli
(Potrykus & Cashel, 2008).

La actividad sintetasa de las proteinas RSH esta definida por la presencia de un
dominio de sintesis (Syn) con regiones estructurales muy conservadas entre
distintas especies (Steinchen & Bange, 2016) las cuales se encargan de la
fosfotransferencia desde el ATP hacia el GDP y GTP para la sintesis de ppGpp y
pppGpp, respectivamente. Las proteinas de tipo RelA presentan exclusivamente
actividad sintetasa, forman parte del grupo de sintetasas tipo RSH largas y constan
de dos dominios definidos que las diferencian de las sintetasas cortas (SAS); dichos
dominios se dividen en catalitico (RSH-NTD) y carboxilo terminal (RSH-CTD), el
primero esta conformado por dos diferentes regiones, la regién con actividad
hidrolasa (HD) y la region con actividad sintetasa (Syn). Sin embargo, en las
proteinas RelA, se ha observado que el dominio HD ha perdido su actividad
catalitica por mutaciones en los residuos claves para la hidrolisis de (p)ppGpp
(Steinchen & Bange, 2016). El extremo carboxilo por su parte presenta una serie
de dominios relacionados con la interaccion y la unién a otras proteinas. Se ha

demostrado que la actividad de RelA es estimulada en respuesta a la presencia de
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tARNs no cargados en el sitio A del ribosoma, la interaccion RelA-ribosoma esta

mediada por el extremo carboxilo (Agirrezabala et al., 2013).

Por otra parte, las proteinas de tipo SpoT tienen activos los dos sitios cataliticos del
extremo N-terminal, por lo tanto, presentan actividad de sintetasa e hidrolasa de
(p)ppGpp. Se ha demostrado in vitro, que estas proteinas presentan una menor
actividad de sintesis en comparacion con las proteinas de tipo RelA y que pueden
responder a diversos estimulos, mediados aparentemente por su interaccion con
otras proteinas (Mechold et al., 2002). La actividad hidrolitica de SpoT es
dependiente de manganeso y el mecanismo mas aceptado por el cual realiza su
actividad es la remocion de los fosfatos unidos al extremo 3 de la ribosa. A partir de
la estructura obtenida por cristalografia se establecidé que existe una distancia de
aproximadamente 30 A entre las dos dominios (HD y Syn), por lo cual se propuso
que la regulacion entre la sintesis e hidrdlisis involucra la union especifica del
ligando a uno de los dominios inhibiendo alostéricamente la actividad del otro
(Steinchen & Bange, 2016).

El reconocimiento de sefales a través de estas proteinas y las interacciones que
estas desarrollan son claves para generar la respuesta estricta en condiciones de
estrés. Aunque el mecanismo mas estudiado es la deteccion de tARNs sin cargar a
través de la proteina RelA, se ha demostrado que algunos tipos de estrés como la
falta de acidos grasos, limitacién de fosfatos, carbono y hierro, el choque térmico o
la presencia de detergentes son reconocidos por las proteinas SpoT e inducen la

acumulacién de (p)ppGpp (Potrykus & Cashel, 2008).

3.6 PROTEINAS RelA Y SpoT EN ORGANISMOS PRODUCTORES DE PHAs

En algunas bacterias productoras de PHAs se ha demostrado que el ciclo de estos
biopolimeros esta relacionado con los niveles intracelulares de (p)ppGpp. En
Pseudomonas oleovorans se demostré6 que un aumento en la concentracion
intracelular de (p)ppGpp coincidia con la degradacion de PHAs (Ruiz et al., 2001).

Asi mismo, cepas mutantes en los genes relA/spoT de Pseudomonas putida
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KT2440 acumularon menor cantidad de PHA en comparacion con la cepa silvestre.
El transcriptoma comparativo de esta mutante demostré que rpoS es regulado

positivamente por (p)ppGpp (Mozejko-Ciesielska, et. al., 2017).

En Cupriavidus necator (anteriormente llamado Ralstonia eutropha H16) se
demostré que mutantes (p)ppGpp° (AspoT1/AspoT?2) sintetizan menor cantidad de
PHB en comparacion a la cepa silvestre y ademas presentan una aumentada
actividad de degradacion del polimero. La complementacion de la doble mutante
con una copia de spoT2 (sintetasa de tipo relA) acumulé mayor cantidad de PHB
que la cepa silvestre y la actividad de degradacion era similar a la cepa silvestre.
Los autores proponen que altas concentraciones de (p)ppGpp favorecen la
acumulacion de PHB y disminuyen la degradacion; ademas, proponen que la
actividad de las depolimerasas de PHB pueden estar reguladas por los niveles de

(P)PPGpp (Juenger et al., 2017).

3.7 PROTEINAS RelA Y SpoT en A. vinelandii

Anteriormente describimos la presencia de dos genes en A. vinelandii: avin02810
(spoT) y avin37060 (relA), que codifican para proteinas de tipo SpoT y RelA las
cuales tienen un 54% y un 48% de homologia con las proteinas de E. coli
respectivamente y un 86% y 82% con respecto a P. aeruginosa. Asi mismo, se
confirmé la presencia de dominios comunes a las proteinas tipo RSH en ambas
secuencias de aminoacidos, lo que nos permitio distinguir entre la posible sintetasa
gen relA (avin03910) y la proteina con dominios sintetasa/hidrolasa gen spoT
(avin02810) aunque su actividad aun no se ha determinado experimentalmente
(Ortiz-Vasco, 2019).

Basados en los antecedentes presentados se construyeron cepas mutantes en los
genes relA y una doble mutante relA/spoT en A. vinelandiiy se evalud la produccion
de PHB en dichas cepas (ver figura 6). Los resultados obtenidos demostraron que

una mutante en relA y una doble mutante relA/spoT presentaron menor sintesis de
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PHB en comparacion con la cepa silvestre, lo que permitid plantear una relacion

entre los niveles de (p)ppGpp Y la sintesis de PHB (Ortiz-Vasco, 2019).
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Figura 6. Acumulacion de PHB en las cepas de A. vinelandii con mutaciones en los
genes relAy relA/spoT.
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4. JUSTIFICACION

La respuesta estricta, a través de (p)ppGpp y DksA, regula diversos fenotipos que
no estan directamente relacionados con la respuesta a condiciones de estrés
nutricional. Describir el papel de estos efectores en la sintesis de PHB en A.
vinelandii permitira comprender mejor las rutas y condiciones que promueven la

acumulacion del polimero, lo cual contribuira posteriormente en sus aplicaciones.

5. HIPOTESIS

La respuesta estricta regula la sintesis de PHB en Azotobacter vinelandii

modulando la expresidén de genes que participan en este proceso.

6. OBJETIVO GENERAL

Describir el papel de la respuesta estricta sobre la sintesis de PHB en Azotobacter

vinelandii.

6.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Identificar los genes efectores de la respuesta estricta en A. vinelandii.

2. ldentificar los genes de la sintesis de PHB regulados por la respuesta estricta.

3. Integrar el mecanismo de regulacién ejercido por (p)ppGpp y DksA con los

demas mecanismos de regulacién descritos del ciclo de PHB en A. vinelandii.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 IDENTIFICACION DE LOS EFECTORES DE LA RESPUESTA ESTRICTA EN

A. vinelandii.

En A. vinelandii se describio la presencia de dos genes que codifican para proteinas
de tipo RSH, similar a otras especies de proteobacterias (Ortiz-Vasco, 2019), la
mutacion en relA y una doble mutante relA/spoT presentaron un fenotipo similar,
una disminucion en la sintesis de PHB en el transcurso de un periodo de incubacién

de 14 dias en medio sélido PY sacarosa 2% (Figura 6).

La importancia de la unién de (p)ppGpp en dos sitios dentro de la ARN polimerasa
puede ser estudiado individualmente por mutaciones en las proteinas que facilitan
su unién (RpoZ y DksA). Como se describié en la seccidn de antecedentes, el sitio
de union 1 es dependiente de la subunidad w (codificada por el gen rpoZ) de la ARN

polimerasa, mientras que el sitio 2 es dependiente de la proteina DksA.

Teniendo en cuenta lo anterior, nos propusimos determinar la importancia de la
regulacion a nivel transcripcional ejercida por la respuesta estricta en la sintesis de
PHB sin alterar los niveles de (p)ppGpp, a través de evaluar individualmente el
efecto de mutaciones en los dos sitios de unién a la ARN polimerasa. Para ello,
realizamos la busqueda de los genes homdlogos de rpoZ y dksA en A. vinelandii
mediante la herramienta Nucleotide BLAST del NCBI (National Center for
Biotechnology Information) utilizando como referencia los genes dksA 'y rpoZ de E.
coli. Como resultado encontramos el gen avin42650 que codifica para una proteina
con una identidad de 72% con respecto a la proteina DksA de E. coli, asi mismo, un
homodlogo del rpoZ (avin02820) producto RpoZ que comparte con un 78% de

identidad con la proteina de E. coli.

El contexto genético y la homologia de secuencia con otras especies cercanas como

P. aeruginosa (88% y 77% para DksA y RpoZ respectivamente), nos permiten
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proponer que estos genes son los homodlogos de los efectores de la respuesta

estricta en A. vinelandii.

7.2 EVALUACION DE LA RESPUESTA ESTRICTA EN LA SINTESIS DE PHB.

La respuesta celular generada por la acumulacion de (p)ppGpp se ha descrito
principalmente en cepas expuestas a privaciéon de aminoacidos mediante diferentes
metodologias como el uso de cepas auxétrofas, limitando la concentracién de
aminoacidos en el medio o por la adicion de analogos de aminoacidos que compiten
con el tARN correspondiente, como por ejemplo el hidroxamato de serina (Dworkin,
2023). Sin embargo, la importancia de los efectores de la respuesta estricta en
condiciones de estrés diferentes a la privacion de aminoacidos o incluso en
condiciones de no privacién de nutrientes, tambien ha sido estudiada (Calderén-
Flores et al., 2005; Cohen et al., 2022; Schafhauser et al., 2014; Wu et al., 2020).

Teniendo en cuenta la importancia a nivel transcripcional de estos efectores, se
decidid evaluar la importancia de los dos sitios de union de (p)ppGpp en la ARN
polimerasa y descartar algun efecto secundario derivado de la reduccién de los
niveles de (p)ppGpp como los esperados en las mutantes relA 'y relA/spoT. Para ello
se construyeron cepas mutantes UWdksA y UWrpoZ las cuales contenian un casete
de resistencia a espectinomicina y gentamicina respectivamente. Las
construcciones se realizaron en sentido no polar con la transcripcion del gen, con el

fin de no afectar la expresidn de los genes rio abajo.
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Figura 7. Los genes rpoZ y spoT forman un operén y la mutacién en rpoZ no afecta
la transcripcion de spoT. A. Contexto genético del gen rpoZ (subunidad w). Las flechas
indican la region amplificada utilizando los oligonucleétidos rpoZ-InterFw y rpoZ-InterRv. El
rectangulo rojo indica la regién codificante de rpoZ. El sitio de restriccion Sall fue empleado
para introducir un casette de resistencia a gentamicina. B. RT-PCR a partir de ARN total
extraido de la cepa silvestre UW136 empleando los oligonucledtidos rpoZ-InterFw y rpoZ-
InterRv. Como control positivo se empled ADN total de la misma cepa UW136. C. Expresion
relativa mediante RT-gPCR para el gen spoT a partir de ARN total proveniente de la cepa
UWrpoZ con respecto a la cepa silvestre.

Se evalud la sintesis de PHB en todas las cepas construidas; en concordancia con
los resultados obtenidos anteriormente, las mutaciones que reducen los niveles
intracelulares de (p)ppGpp (relA 'y relA/spoT) disminuyen en aproximadamente un
50% la sintesis de PHB. Sin embargo, las mutaciones que afectan directamente la
union de (p)ppGpp a la ARN polimerasa presentan fenotipos diferentes; mientras
que la mutacién en rpoZ, que elimina la unién al sitio 1 no tuvo efecto en la sintesis

de PHB, la cepa mutante UWdksA (sitio 2) afecto en mayor medida la sintesis de

33



PHB (80% aproximadamente) en comparacion con la cepa silvestre y un 30% mas

con respecto a la cepa UWrelA/spoT (Figura 8).

Estos resultados nos permitieron concluir que al disminuir los niveles de (p)ppGpp
la sintesis de PHB se disminuye, sin embargo, cuando se elimina la proteina DksA,
sitio de union 2, la sintesis es aun menor lo cual nos permite hipotetizar que, aunque
en esta cepa los niveles de (p)ppGpp no han sido modificados, la imposibilidad de
unirse a este sitio en la ARN polimerasa afecta marcadamente la sintesis de PHB

y/o que DksA es capaz de regular la sintesis de PHB independientemente de

(P)PpGpp.

Interesantemente la cepa UWrelA/dksA abate la sintesis de PHB, lo cual nos
muestra un efecto acumulativo de estas mutaciones. Esto nos sugiere que,
(p)ppGpp no solo regula a nivel transcripcional la sintesis de PHB, sino que puede
estar regulando por otros mecanismos la produccion de PHB en A. vinelandii, 1o cual
es un tema abierto a investigacion. El fenotipo observado en la cepa UWrpoZ nos
permite proponer que la union de (p)ppGpp al sitio 1 no es relevante para la sintesis

de PHB bajo las condiciones estudiadas.

La importancia de la proteina DksA como regulador independiente e inclusive en
algunos genes, opuesto a (p)ppGpp, Y el claro fenotipo presentado en la mutante
UWdksA, nos hizo preguntarnos cual pudiera ser el mecanismo por el cual DksA
regula la sintesis de PHB incluso en presencia de niveles normales de (p)ppGpp.
Ademas de ello, la complementacion en la cepa UWdksA con una copia silvestre de
dksA (cepa UWdksA/dksA+) restauro la sintesis de PHB (Figura 8), confirmando asi

que la reduccién en la sintesis del polimero es causada por la ausencia de DksA.
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Figura 8. Los efectores de la respuesta estricta regulan la sintesis de PHB. A. Curva
de crecimiento de las cepas construidas en medio PY liquido a 30°C. B. Fenotipo de sintesis
de PHB en las diferentes cepas construidas. El color blanco indica una acumulacion del
polimero, menor produccion, menor coloracién blanca. Agar PY 2% sacarosa 36h de
incubacion a 30°C. C. Cuantificacion de PHB a las 36h de incubacién en medio PY liquido.
El analisis estadistico se realiz6 en comparacion con la cepa silvestre y en el caso de las
complementaciones con sus respectivas cepas mutantes.

7.3 DksA REGULA LA EXPRESION DE RpoS en A. vinelandii.

Como se describié anteriormente, el factor sigma de fase estacionaria RpoS activa
la transcripcion del operdn biosintético phbBAC y el regulador transcripcional phbR
(Peralta-Gil et al., 2002) durante la sintesis de PHB en A. vinelandii. La importancia
de DksA como regulador de la expresion de RpoS en diferentes bacterias ha sido
descrita. En E. coli, la cantidad de RpoS y la actividad transcripcional de su promotor
se encuentra disminuida en una mutante AdksA, incluso en condiciones en las
cuales se estimula la sintesis de (p)ppGpp (lo cual favorece la acumulacién de
RpoS) (Brown et al., 2002). En Salmonella enterica serotipo typhimurium,
mutaciones en dksA disminuyen la expresion de RpoS en diferentes fases de
crecimiento celular; sin embargo, una cepa doble mutante relA/spoT no presenta
este mismo efecto. En conjunto, rpoS, dksA 'y relA/spoT regulan la expresion de las

islas de virulencia SPI1 y SPI2 en esta bacteria (Rice et al., 2015).

Se decidié evaluar si la respuesta estricta regula los niveles de RpoS en A.
vinelandii. Inicialmente se evalud la cantidad de RpoS en fase estacionaria (36h de
incubacion) en las cepas UW136, UWdksA y UWrelA empleando los anticuerpos
policlonales anti-RpoS reportados por Muriel-Millan (Muriel-Millan et al., 2017). En
la figura 9 se observan los resultados de un ensayo de tipo Western Blot en donde
se evidencia que la mutacién en relA, no afecta la acumulacion de RpoS; sin
embargo, la cepa UWdksA presenta una disminucion en la cantidad de RpoS en

fase estacionaria, lo cual correlaciona con la disminucion en la sintesis de PHB.

Se evalud la estabilidad de la proteina RpoS en la cepa UWdksA; para ello se
empled un estudio para determinar la estabilidad de proteinas después de la adicion
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de kanamicina a una concentracion de 0.5 mg/mL lo cual detiene la sintesis proteica
y permite determinar modificaciones en los tiempos de vida media. Como se
observa en la figura 9, la proteina RpoS en la cepa UWdksA presenta una
estabilidad similar a la cepa silvestre UW136, como control se utilizé la cepa
UWptsP, la cual contiene una mutacion en el gen ptsP del sistema PTSN la cual
genera una disminucion en la estabilidad de RpoS (Muriel-Millan et al., 2017). Este
resultado nos permitié proponer que la disminucién de los niveles de RpoS en la

cepa UWdksA no se asocia a una disminucion en la estabilidad de la proteina.
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Figura 9. La cantidad de proteina RpoS esta disminuida en la cepa UWdksA, pero no
en la cepa UWrelA. A. (Izquierda) Western blot para RpoS en las cepas UWrpoS, UW136,
UWdksA y UWrelA en fase estacionaria. (Derecha) Cuantificacién de la cantidad de RpoS
relativa a la cepa silvestre en la cepa UWdksA. B. Estabilidad de la proteina RpoS después
de la adicion de 0.5mg/mL de Kanamicina. La cepa UWptsP se empleé como control con
un tiempo de vida medio disminuido.
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7.4 DksA regula la expresion de rpoS a nivel transcripcional

La expresién de rpoS esta finamente regulada en diferentes especies bacterianas;
en A. vinelandii, la regulacién de rpoS sigue siendo objeto de estudio y debido a los
resultados obtenidos anteriormente en la cepa UWdksA se decidio evaluar el efecto

transcripcional que tiene DksA sobre rpoS.

La transcripcién de rpoS inicia en dos promotores determinados experimentalmente
por Cocotl-Yafiez (Cocotl-Yanez et al., 2011), uno de ellos dentro de la region
codificante del gen rio arriba (nlpD) y el segundo promotor inmediatamente después
del coddn de paro de nipD. Evaluamos la secuencia codificante de nipD y la region
intergénica entre oS y nlpD mediante el software  Softberry
(http.//www.softberry.com/berry.phtml?topic=bpromé&group=programs&subgroup=gf
indb), con el fin de identificar la presencia de algun otro promotor sigma 70. Como
se esperaba, los dos promotores descritos fueron detectados por el analisis in silico,
ademas de ello, un tercer posible promotor con secuencias -10 y -35 conservadas
fue detectado dentro de la regidn codificante de nlpD rio abajo del primer promotor
descrito (ahora denominado P1). Teniendo en cuenta esto, se denominaron los tres
promotores como P1, P2 y P3 teniendo en cuenta su ubicacion, siendo P1 el
promotor mas alejado del ATG de rpoS, en la region codificante de nipD y P3 el

promotor mas cercano (Figura 10).

En la cepa UWdksA la transcripcion de rpoS se encuentra disminuida en un 60%
aproximadamente (Figura 11) con relacién a la cepa silvestre UW136. La regulacion
transcripcional de DksA sobre rpoS en condiciones en las cuales los niveles de
(p)ppGpp no se modifican ha sido descrita en especies de proteobacterias. Los
resultados obtenidos en este estudio en A. vinelandii correlaciona con la disminucion
en la transcripcion de rpoS en mutantes AdksA en cepas de E. coli, Borrelia
burgdorferi y Vibrio cholerae (Basu et al., 2017; Boyle et al., 2021; Brown et al.,
2002)
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Figura 10. Promotores de rpoS en A. vinelandii. Las regiones sefialadas como P1, P2y
P3 fueron utilizadas para la construccion de las fusiones transcripcionales. La region
denominada rpoSAP integra toda la region reguladora.

Con el fin de evaluar la importancia de cada uno de los promotores para la
transcripcion de rpoS bajo las condiciones estudiadas, se construyeron fusiones
transcripcionales de cada promotor fusionado al gen reportero gusA, obteniendo las
cepas UWrpoS::gusA-P1, P2 y P3. Los resultados se resumen en la figura 11 en la
cual se observa que el promotor P1 es el principal promotor de la transcripcion de
rpoS en la cepa silvestre, mientras que la actividad de los otros dos promotores es

considerablemente menor (Figura 11y 12).

Se utilizaron las construcciones anteriores para evaluar el efecto de la mutacién en
dksA sobre la actividad de estos promotores, para lo cual se construyeron las cepas
UWdksA/rpoS::gusA-P1, P2 y P3 y se compararon con la actividad de la cepa
silvestre. El promotor P1 en la cepa UWdksA presenta una menor actividad
transcripcional durante los diferentes estadios de crecimiento (Figura 11). La
actividad de los promotores P2 y P3 tambien fue determinada en la cepa UWdksA,
se observdé que estos dos promotores tenian un aumento en la actividad
transcripcional en esta cepa; sin embargo, debido a la poca actividad de estos dos
promotores en las condiciones estudiadas no se considerd relevante dicho

incremento (Figura 12).

Asi mismo, se construyeron las cepas UWrpoS::gusA-AP y UWdksA/rpoS::gusA-
AP, las cuales contenian toda la region promotora de rpoS. Como se observa en la
figura 11, la actividad de esta construccion en la cepa UWdksA disminuye hasta en
un 80% con respecto a la cepa silvestre. Estos resultados concuerdan con la

cantidad de transcrito determinado por RT-gPCR en esta cepa, lo cual nos lleva a
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proponer que la presencia de toda la region 5°'UTR del transcrito de rpoS podria ser
blanco de regulacion de otros mecanismos como se ha descrito en otras especies
y que debido a esto existe una diferencia en evaluar la region promotora completa

y cada promotor individualmente.
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Figura 11. DksA afecta la transcripcion y la actividad de los promotores de rpoS. A.
Expresion relativa de rpoS con respecto a la cepa UW136 determinado a partir de ensayos
de RT-gPCR. B. Actividad transcripcional de los tres promotores de rpoS individualmente
en la cepa silvestre UW136. C. Actividad relativa del promotor P1 en la cepa UWdksA en
comparacion con la cepa UW136. D. Actividad relativa de toda la region promotora de
rpoSAP::gusA en la cepa UWdksA en comparacion con la cepa UW136.

La regulacion de la expresion de rpoS en especies como E. coli y Pseudomonas
sp., involucra sistemas complejos tanto a nivel transcripcional, postranscripcional,
traduccional y postraduccional. En especies de Pseudomonas la especializacion del

reguléon RpoS se ha asociado a la expresion de factores de virulencia, colonizacion
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y regulacion en respuesta a densidad celular, teniendo un papel menos importante

en la respuesta a estreses ambientales (Venturi, 2003).

En E. coli, el transcrito de rpoS presenta un fragmento 5’'UTR de 567pb, el cual es
blanco de regulacién de diferentes factores como las proteinas Hfq y H-NS vy los
pequefios ARNs DsrA, RprA y OxyS. Estas moléculas regulan la estabilidad del
transcrito, por consiguiente, regulan la cantidad de RpoS durante diferentes
estadios de crecimiento o condiciones de estrés (Venturi, 2003). Teniendo en cuenta
los resultados obtenidos de la actividad del promotor P1 y el inicio de transcripcion
de rpoS reportado por Cocotl-Yafez (Cocotl-Yafiez et al., 2011), el transcrito de rpoS
en A. vinelandii presentaria, bajo las condiciones evaluadas, una regién 5°'UTR de
367pb, la presencia de esta regién en las fusiones transcripcionales en la cepa
UWdksA disminuyéd marcadamente la transcripcion del gen reportero en
comparacion con la cepa silvestre y con las construcciones de los promotores
individuales, lo cual nos sugiere que, en ausencia de DksA, la estabilidad de este
transcrito disminuye, por tanto su expresién. Si alguno de los mecanismos descritos
en E. coli estan presentes en A. vinelandii y si estos pueden ser regulados por DksA

es un interesante campo de estudio.
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Figura 12. Efecto de la mutacion en dksA sobre los promotores P2 y P3 de rpoS.
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7.5 La complementacion con una copia adicional de rpoS no restaura la
sintesis de PHB en la cepa UWdksA.

El efecto de la mutacién en dksA sobre la expresion de rpoS fue demostrado en los
experimentos anteriores y nos permitié preguntarnos si el fenotipo sobre la sintesis
de PHB depende principalmente del efecto de DksA sobre la expresion de RpoS; se
decidi6 entonces evaluar si la complementacion de la cepa UWdksA con una copia
del gen rpoS bajo un promotor constitutivo (promotor del gen gyrA) restauraria la
sintesis de PHB.

Para comprobar esta hipétesis se construyé la cepa UWdksA/rpoS* y se evalud la
cantidad de transcrito de rpoS, phbR y phbB en comparacion con la cepa mutante
UWdksA y la cepa silvestre, como era de esperar, el transcrito y la proteina RpoS
se restauraron a niveles similares de la cepa silvestre. Interesantemente, la
complementacion con rpoS restaurd la expresion de phbR pero solo parcialmente
la expresion de phbB y la produccion de PHB con respecto a la cepa UWdksA
(Figura 13).
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Figura 13. DksA regula la sintesis de PHB a través de un mecanismo adicional
independiente de rpoS. A. Cuantificacion de PHB. B. Expresion relativa en las cepas
construidas con respecto a la cepa silvestre. C. Ensayo de Western blot anti-RpoS. Todos
los experimentos fueron realizados a las 36h de incubacién en medio PY.

La complementacién de la cepa UWdksA con una copia adicional de rpoS no
restaurd la produccion de PHB, la expresion de los genes phbR y phbB aumento,
sin embargo, la expresion de phbB tan solo alcanzdé un 40% de expresion en
comparaciéon con la cepa silvestre, lo cual nos lleva a proponer que DksA regula la
sintesis de PHB a través de algun mecanismo independiente de RpoS y que puede
estar actuando a nivel postranscripcional sobre estos genes y/o que afecta alguna

otra ruta metabdlica necesaria para la sintesis de PHB.

El papel pleiotrépico de la proteina DksA como regulador transcripcional ha sido

ampliamente descrito en diferentes especies de gamma-proteobacterias. En P.
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aeruginosa, DksA actua como un regulador global de la transcripcion de genes; es
un represor de la expresion de genes relacionados con la sintesis de proteinas
ribosomales, rARNs y de genes del metabolismo de las poliaminas, mientras que
activa la expresion de genes de quorum sensing, pilis, flagelo y de genes necesarios
para el crecimiento en condiciones anaerobicas, esto en presencia de niveles

normales de (p)ppGpp (Min et al., 2020).

Se ha demostrado que DksA y (p)ppGpp modulan la expresiéon de algunos
reguladores postranscripcionales; en E. coli, por ejemplo, se evidencid una
correlacion entre el sistema de regulacion CsrA/CsrB-C y DksA/(p)ppGpp; este
sistema se compone de la proteina (CsrA) que reconoce mARNs e impide su
traduccion y de los pequefios ARNs CsrB-C que reconocen esta proteina, la titulan
y permiten la expresion de los transcritos a los cuales se une. Se demostré que
DksA y (p)ppGpp regulan positivamente la transcripcion de los pequefios ARNs
CsrB-C, asi mismo, CsrA reconoce el transcrito de relA, dksA 'y rpoZ, regulando su
traducciodn; se plantea que, estos dos sistemas estan interconectados y que regulan
la actividad del otro, modificando la expresion de sus genes blanco bajo diferentes
condiciones (Edwards et al., 2011). En A. vinelandii el homdlogo del sistema CsrA-
B-C, regula la sintesis de PHB a nivel postranscripcional (Hernandez-Eligio et al.,
2012; Manzo et al.,, 2011); si existe una correlacion entre este sistema vy
DksA/(p)ppGpp es un interesante campo de estudio que podria explicar el efecto
postranscripcional observado en la mutante dksA sobre phbR, y que afectaria, por

consiguiente la expresion de phbB 'y la sintesis de PHB.

Como se ha descrito, DksA es un regulador global de la transcripcion de diversos
genes dentro de las proteobacterias, por tanto, se decidié analizar el perfil
transcripcional de la cepa UWdksA en comparacion con la cepa silvestre, con el fin
de encontrar blancos de regulacion que pudieran ayudarnos a comprender mejor el

mecanismo de regulacion ejercido sobre la sintesis de PHB.
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7.6 DksA es un regulador pleiotrépico en A. vinelandii.

La unién de la proteina DksA al canal secundario de la ARN polimerasa modifica
estructuralmente el sitio activo de esta enzima, como consecuencia, DksA afecta el
inicio de la transcripcion de los genes que regula, mas especificamente, DksA
disminuye la estabilidad del complejo abierto necesario para el inicio de la
transcripcion, de esta manera, genes con complejos abiertos cortos e inestables,
como los rARNs y las proteinas ribosomales, disminuyen su estabilidad en
presencia de DksA unido a la ARN polimerasa, lo cual disminuye su expresion
(Travis & Schumacher, 2022).

El efecto positivo o negativo de DksA sobre la transcripcion de genes es dificil de
predecir mediante analisis in silico, debido a que la regulacién ejercida sobre los
promotores es dependiente de la cinética del promotor y no de una secuencia o
firma especifica en el ADN como la mayoria de los factores transcripcionales. El
uso de herramientas transcriptdmicas como el ARN-seq, ha permitido identificar
blancos de regulacién de (p)ppGpp/DksA, lo cual ha facilitado establecer algunas
caracteristicas comunes en los promotores regulados por estos efectores; por
ejemplo, la represion de promotores esta asociada con una region discriminadora
rica en residuos G+C, lo cual se asocia a un tiempo de vida corto del complejo
abierto; sin embargo, aunque se observa que muchos de los genes promovidos
contienen una regién discriminadora rica en A+T, esto demostré no ser suficiente
para predecir la activacion de la transcripcion y se propone que la regulacion positiva
puede ser estimulada por diferentes pasos durante la transcripcion, como la
estabilidad del complejo abierto, el escape de promotor y la disminucion de los ARN
abortivos (Gourse et al., 2018).

Se evaluo entonces el perfil transcripcional de la cepa UWdksA en comparaciéon con
la cepa silvestre a las 36 h de incubacion bajo condiciones de sintesis de PHB
(medio PY-sacarosa 2%). La secuenciacion del ARN total fue comparado con el
obtenido de la cepa silvestre UW136. Un total de 856 genes (aproximadamente 17%

del total de genes de A. vinelandii) presentaron una expresion diferencial entre estas
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dos cepas cuando se aplicé un punto de corte de +1 fold change, p-value 0.05, lo
cual se considera un cambio estadisticamente significativo entre una cepa y otra.
Como se observa en la figura 14, un total de 389 genes son activados por DksA,
mientras que actua como represor de 467 genes bajo las condiciones estudiadas.
Similar a otras gamma-proteobacterias, DksA es un regulador pleiotrépico de la
transcripcion en A. vinelandii, y su importancia no se limita unicamente a la
expresion de genes durante la respuesta estricta; en cepas de E. coli, Salmonella
bongori 'y S. entérica serovar Typhimurium, DksA regula un 25%, 15% y 20% del
total de genes respectivamente, en condiciones en la cuales no hay induccién de la
respuesta estricta (con un punto de corte de 2 veces la expresion de la cepa
silvestre) (Cohen et al., 2022).

Se utilizé la base de datos KEEG-Pathway (Kyoto Enciclopede of Genes and
Genomes) con el fin de observar los procesos celulares enriquecidos en la mutante
dksA los cuales cambiaron diferencialmente su expresion. Los resultados se
resumen en la figura 14. Interesantemente, la mayoria de los genes se agruparon
en dos procesos celulares principalmente, uno denominado como “Procesamiento

de Informacién Genética” y otro denominado como “Metabolismo”.

Un acercamiento de estas dos categorias permite observar que en ellas se agrupan
una serie de rutas metabdlicas centrales para el ciclo de vida de los
microorganismos. La categoria de “Metabolismo” abarca procesos como la
glicolisis, el ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA), el ciclo de las pentosas, entre
otros. Asi mismo la categoria de “Procesamiento de informacion genética” esta
compuesta por procesos como la traduccion, replicacion y reparaciéon del ADN,
transcripcion, entre otros (ver Figura 15). La importancia de la regulacion génica por
DksA bajo condiciones que no promueven la respuesta estricta ha sido descrita en
varias especies de proteobacterias. Como se mencioné anteriormente, durante el
crecimiento en un medio rico, DksA regula la expresion del 25% de los genes de E.
coli, de estos, 589 genes son reprimidos y 517 son activados. De manera similar, en

S. bongori se regulan positivamente 200 genes y se reprimen 409 genes y en S.
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Typhimurium 558 genes son reprimidos por DksA y 359 son activados (Cohen et al.,
2022).
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Figura 14. Expresién diferencial de genes en la cepa UWdksA con respecto a la cepa
silvestre. A. Andlisis de componentes principales que muestra una agrupacion entre los
triplicados biolégicos y las dos cepas estudiadas. B. Volcano-plot de los genes expresados
diferencialmente con respecto a la cepa UW136 con punto de corte log- fold change 1y
p-value de 0.05. 389 genes disminuyeron su expresion y 467 la aumentaron. C. Procesos
celulares de A. vinelandii donde se agruparon la mayoria de los genes que cambiaron su
expresion en la cepa UWdksA. Los colores indican el cambio en la expresion mientras que
el tamano de la circunferencia indica el nUmero de genes agrupados.
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Figura 15. Las vias denominadas como “Metabolismo” y “Procesamiento de
informacién genética” presentaron mayor variabilidad en la cepa UWdksA. A. Rutas
metabdlicas contenidas en la categoria de “Metabolismo”. Un mismo gen puede estar
descrito en mas de una ruta. B. Procesos celulares contenidos en la categoria
“Procesamiento de informacion genética”. Todos los genes presentaron fold change de 1
y p-value 0.05. El color representa el cambio en la expresién comparado con la cepa
silvestre y el tamafo de la circunferencia indica al numero de genes que cambiaron su
expresion dentro del mismo proceso celular.

Interesantemente, se describe un grupo comun de 76 genes regulados en estas tres
especies por DksA, de ellos 20 genes son regulados positivamente, 50
negativamente y 6 fueron regulados de manera opuesta entre E. coli y las especies
de Salmonella; este grupo comun esta compuesto por genes involucrados en las
vias KEGG de Metabolismo, Biosintesis de metabolitos secundarios, biosintesis de
aminoacidos, metabolismo de pirimidinas, quorum sensing, glicolisis, ensamble de
flagelo y TCA (Cohen et al., 2022). Nuestros resultados demuestran que algunas
de estas rutas metabdlicas también son blanco de regulacion de DksA en A.
vinelandii, ya que varios genes de rutas como la glicdlisis, la sintesis de metabolitos
secundarios y el TCA son blanco de regulacion por DksA. Esto nos lleva a proponer
que puede existir un grupo de genes ancestralmente regulados por DksA que se ha

conservado durante la divergencia de las especies.

La especializacion de DksA como regulador de la transcripcidén de cierto grupo de
genes se ha descrito en diversas especies y fenotipos. Por ejemplo en P.
aeruginosa, mediante el uso de microarreglos demostré que DksA tiene efectos
pleiotropicos ya que regula la expresion de genes involucrados en la sintesis de
flagelo, pilis, quorum sensing y genes necesarios para la denitrificacion un proceso
vital para la respiracion anaerdbica (Min et al., 2020). Ademas, en especies de
Salmonella, se demostré que DksA es un activador de las islas de patogenicidad,
en especial de la isla SPI-1 (Cohen et al., 2022). Estos resultados, en conjunto con
nuestras observaciones, sugieren que DksA juega un papel importante como

regulador de la transcripcion en condiciones no estrictas, que es capaz de regular
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genes y vias de metabolismo central y que ademas de manera directa y/o indirecta

regula una variedad de fenotipos especializados en diferentes especies.

El ciclo del PHB en A. vinelandii es un proceso finamente regulado tanto a nivel
genético como a nivel metabdlico. El flujo de nutrientes y el estado metabdlico de la
célula determinan la direccion del ciclo entre la sintesis y la degradacién. Como se
describié anteriormente, cofactores como fosfoenolpiruvato, piruvato, Acetil-CoA,
NADPH, entre otros, son necesarios para promover o reprimir la actividad de las
enzimas involucradas en este ciclo. Teniendo en cuenta esto, decidimos evaluar
como se encontraban los genes en las rutas metabdlicas donde se agrupan las
enzimas importantes para la acumulacién de estos precursores en la cepa UWdKSA,

como se observa en la figura 16.

La glicolisis y el metabolismo del piruvato son las rutas que facilitan la acumulacién
de precursores como el fosfoenolpiruvato, piruvato y Acetil-CoA, por lo tanto, se
utilizé el mapa metabdlico disponible en KEGG Pathway para evaluar el perfil de
expresion de los genes que hacen parte de estas rutas en la cepa UWdksA. Como
se observa en la figura 17, el 60% y el 46% de los genes de la glicolisis y del
metabolismo del piruvato respectivamente cambiaron su expresién en la cepa
UWdksA. La mayoria de los genes se encuentran disminuidos (50% y 35% de la
glicolisis y piruvato respectivamente) mientras que otro gran porcentaje no cambia

su expresion (Figura 17).
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Figura 16. DksA regula la transcripciéon de genes que codifican enzimas del
metabolismo central de A. vinelandii las cuales producen algunos de los metabolitos
necesarios para la sintesis de PHB. A. Enzimas de la ruta de la glicolisis. B. Enzimas del
ciclo del piruvato. La escala de colores demuestra la variacion en los niveles de expresion
en comparacioén con la cepa silvestre. Las enzimas marcadas en gris no cambiaron su
expresion en la cepa UWdksA. Las enzimas marcadas en blanco no estan descritas en A.
vinelandii, pero se asocian a estas rutas en otros microorganismos.

Utilizando como referencia los mapas construidos, se confirmé mediante RT-qPCR

la expresion de algunos de los genes que codifican para estas enzimas, que son
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claves para la sintesis de estos precursores. Los resultados obtenidos se resumen
en lafigura 17, en la cual se observa que, similar a los resultados de transcriptomica,
la expresion de estas enzimas disminuye en comparacion con la cepa silvestre bajo

condiciones de sintesis de PHB (fase estacionaria en medio enriquecido).
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Figura 17. DksA regula la expresidon de las principales enzimas que producen los
precursores necesarios para la sintesis de PHB. A. |zquierda: Mapa de calor de los
genes regulados por DksA dentro de la glicolisis y el metabolismo del piruvato. Derecha:
Porcentaje del total de genes de cada ruta que variaron su expresion en la cepa UWdksA.
B. RT-qPCR de los genes que codifican para las enzimas responsables de la sintesis de
los precursores de PHB. Los datos son el resultado de tres experimentos independientes.
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Figura 18. DksA es un represor de los genes que codifican para las proteinas
ribosomales.

La ruta denominada “traduccion” dentro de la base de datos KEGG involucra una
serie de genes que codifican para las proteinas que hacen parte del ribosoma. Los
resultados obtenidos en el transcriptoma de la cepa UWdksA demuestran que DksA
actua como represor de la expresion de las proteinas relacionadas con la biogénesis
del ribosoma (Figura 18). En concordancia con este resultado, en E. coli y P.
aeruginosa DksA actua como represor de la transcripcidn de proteinas ribosomales
en diferentes estadios de crecimiento e incluso en ausencia de condiciones de
respuesta estricta; se demostré que existe sinergismo entre (p)ppGpp y DksA, lo

cual aumentaba la afinidad de la unién a los promotores ribosomales (incluyendo
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los rARNSs) reprimiendo drasticamente su expresion durante la respuesta estricta
(Lemke et al., 2011; Paul et al., 2004; Perron et al., 2005). Nuestros resultados
sugieren un mecanismo similar de regulacién por DksA aunque no podemos evaluar
el efecto sobre los rARNs debido a que durante el proceso de preparacion de la

muestra para el ensayo de ARN-seq estos ARNs son depletados de la muestra.

7.7 Modelo de regulacién de la sintesis de PHB dependiente de los efectores

de la respuesta estricta.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos durante el presente estudio, se
construyé un modelo de regulacién de la sintesis de PHB por los efectores de la
respuesta estricta en A. vinelandii. DksA y (p)ppGpp son los efectores de la
respuesta a privacion de nutrientes; sin embargo, estan involucrados en la
regulacion de algunos fenotipos incluso en ausencia de los detonantes conocidos
para la respuesta estricta. En este estudio se demostr6é que, bajo condiciones no
limitantes de nutrientes (condiciones de sintesis de PHB: exceso de carbono en un
medio rico), los niveles de (p)ppGpp regulan la sintesis de PHB, a través
principalmente de la actividad de la proteina RelA; la disminucion de los niveles de
este segundo mensajero (mutaciones en relA y relA/spoT) conlleva una reduccion
de la sintesis de PHB de manera independiente de RpoS, lo cual abre un nuevo
campo de estudio sobre la relacion que pudiera tener (p)ppGpp con otros
mecanismos de regulacion de la sintesis de PHB independientes de RpoS, algunos

de los cuales han sido descritos en otras especies de bacterias.

Interesantemente, nuestros resultados demostraron que, la proteina de DksA actua
como un regulador global de la transcripcion en A. vinelandii. La ausencia de esta
proteina conllevé a una disminucién en la expresion de RpoS por lo tanto a una
disminucién en la sintesis de PHB; sin embargo, el papel de DksA durante la sintesis
de PHB parece no ser unicamente a través de RpoS. Adicionalmente, nuestros
resultados de ARN-seq sugieren que, como en otros microorganismos, DksA regula

directa o indirectamente la expresion de una gran cantidad de genes, incluso en
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presencia de niveles normales de (p)ppGpp. Aqui nosotros demostramos que
algunos de estos genes estan involucrados en procesos celulares centrales como
son la traduccion, glicolisis, TCA y ciclo del piruvato, estos ultimos necesarios para

la sintesis de los precursores que anteceden y permiten la sintesis del biopolimero.

Teniendo en cuenta lo anterior, se propone que la disminucion en la expresion de
los genes del operon biosintético phbBAC (independiente de RpoS), la disminucién
en la expresion de RpoS y de las enzimas que sintetizan precursores necesarios
para la sintesis de PHB, generan un efecto acumulativo que puede explicar la baja

sintesis de este polimero en la cepa UWdksA,

La figura 19 resume nuestros hallazgos y deja entrever que la regulacion de la
sintesis de PHB es un proceso dependiente de la respuesta estricta y que los

efectos de esta aun quedan por ser dilucidados en su totalidad.
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Figura 19. Modelo propuesto de regulaciéon de la sintesis de PHB por (p)ppGpp y
DksA. Niveles basales de (p)ppGpp son necesarios para la produccion de PHB, cuando se
reducen estos niveles, la sintesis del polimero disminuye de manera independiente de
RpoS. DksA regula la sintesis de PHB en presencia de (p)ppGpp a través de al menos dos
mecanismos; regula la expresion de RpoS y por consiguiente de sus genes blanco y regula
enzimas del metabolismo central que disminuyen la biodisponibilidad de los precursores
necesarios para la sintesis de PHB.
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1Cepas, medios y condiciones de cultivo

Las cepas y los plasmidos utilizados en este estudio se describen en la Tabla 1. Los

oligonucledtidos se describen en la Tabla 2. Las condiciones de cultivo para A.

vinelandii fue en medio Peptona-Extracto de levadura (medio PY) suplementado con

2% de sacarosa e incubado a 30°C. Las cepas de E. coli fueron cultivadas en medio

Luria-Bertani (medio LB) a 37°C. Las concentraciones de antibidtico para la

seleccion de las cepas de A. vinelandii fueron las siguientes: kanamicina (Km)

3ug/mL, gentamicina (Gm) 1pg/mL, tetraciclina (Tc) 30ug/mL y espectinomicina (Sp)

100pg/mL.

Table 1. Cepas y plasmidos usados durante este estudio.

Cepa Caracteristicas Referencia

E. coli DH5 a endA1 hsdR17 supE44 thi-1A-recA1 Hanahan,
gyrA96 relAAlacU169¢80 (AlacZ AM15). 1983

UW136 A. vinelandii cepa silvestre. Bishop &

Brill, 1977

UWrelA UW136 con una mutacion relA::Km en Ortiz-Vasco,
sentido no polar. 2019

UWrelA/spoT UW136 con una mutacion relA::Kmy Ortiz-Vasco,
spoT::Gm en sentido no polar. 2019

UWrpoZ UW136 con una mutacion rpoZ::Gm en Este estudio
sentido no polar.

UWdksA UW136 con una mutacion dksA::Sp en Este estudio
sentido no polar.

UWrelA/dksA UWrelA con una mutacion dksA::Sp Este estudio
sentido no polar.

UWdksA/dksA* UWdksA con una copia cointegrada en el Este estudio

cromosoma del plasmido pJETdksAAC-Km
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UWrelA/relA*

UWrelA con una copia del gen relA
transcrito a partir del promotor gyrA.

Este estudio

UWrpoS::gusA-P1

UW136 con la fusion rpoS::gusA transcrita
a partir del promotor P1 de rpoS.

Este estudio

UWrpoS::gusA-P2

UW136 con la fusién rpoS::gusA transcrita
a partir del promotor P2 de rpoS.

Este estudio

UWrpoS::gusA-P3

UW136 con la fusion rpoS::gusA transcrita
a partir del promotor P3 de rpoS.

Este estudio

UWrpoS::gusA-AP

UW136 con la fusién rpoS::gusA transcrita
a partir de toda la region promotora de
rpoS.

Este estudio

UWdksA/rpoS::gusA
-P1

UWdksA con la fusién rpoS::gusA

transcrita a partir del promotor P1 de rpoS.

Este estudio

UWdksA/rpoS::gusA
-P2

UWdksA con la fusion rpoS::gusA

transcrita a partir del promotor P2 de rpoS.

Este estudio

UWdksA/rpoS::gusA
-P3

UWdksA con la fusién rpoS::gusA

transcrita a partir del promotor P3 de rpoS.

Este estudio

UWdksA/rpoS::gusA
-AP

UWdksA con la fusion rpoS::gusA
transcrita a partir de toda la region
promotora de rpoS.

Este estudio

UWdksAlrpoS* UWdksA con una copia adicional del gen Este estudio
rpoS recombinada en el genoma,
expresada a partir del promotor
constitutivo del gen gyrA.
Plasmidos
pJET1.2 Vector de clonacién pJET1.2 blunt. Thermo
Scientific
pBSL97 Plasmido con el casete de Kanamicina. Alexeyev et
al., 1995
pBSL98 Plasmido con el casete de Gentamicina. Alexeyev et
al., 1995
pHP45Q Plasmido con el casete de Fellay et al.,
Espectinomicina. 1987
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pUMATc Plasmido pUC19 que contiene un Cocotl-
fragmento de 1kb correspondiente al gen Yafiez et al.,
melA y un casete de resistencia a 2014
tetraciclina.

pUMATcgusAT Vector con una copia del gen gusA Muriel-
utilizado para las fusiones Millan et al.,
transcripcionales. 2015

pJET-gyrA pJET1.2 con la region promotora del gen Fellay et al.,
gyrA. 1987

pJETdksA pJET con una copia del gen dksA. Este estudio

pJETrpoZ pJET con una copia del gen rpoZ. Este estudio

pJETrpoZ::Gm

pJET con la mutacién rpoZ::Gm.

Este estudio

pJETdksA::Sp

pJET con la mutacién dksA::Sp.

Este estudio

pJETdksAC

pJET con una copia del gen dksA bajo su
propio promotor.

Este estudio

pJETdksAC-Km

pJETdksAC con el casete de Km.

Este estudio

pJETrelAC

pJET con una copia del gen relA.

Este estudio

pJETgyrA-relAC

pJET-gyrA con una copia del gen relA del
pJETrelAC.

Este estudio

pUMAgyrA-relA

Plasmido pUMA con una copia del gen
relA transcrito a partir del promotor de gyrA
provenientel del plasmido pJETgyrA-relAC.

Este estudio

pJETP1rpoS pJET con el fragmento del promotor P1 de | Este estudio
rpoS.

pJETP2rpoS pJET con el fragmento del promotor P2 de | Este estudio
rpoS.

pJETP3rpoS pJET con el fragmento del promotor P3 de | Este estudio
rpoS.

pJETAPrpoS pJET con la region que abarca los Este estudio

promotores P1, P2 y P3 de rpoS.

60




pUMAP1rpoS::gusA

Plasmido pUMATcgusAT con la
construccion de la fusion transcripcional
rpoS::gusAP1.

Este estudio

pUMAP2rpoS::gusA

Plasmido pUMATcgusAT con la
construccion de la fusion transcripcional
rpoS::gusAP2.

Este estudio

pUMAP3rpoS::gusA

Plasmido pUMATcgusAT con la
construccion de la fusion transcripcional
rpoS::gusAP3.

Este estudio

pUMAAPrpoS::gusA

Plasmido pUMATcgusAT con la
construccion de la fusion transcripcional
rpoS::gusAAP.

Este estudio

pJETrpoS

pJET 1.2 con una copia del gen rpoS.

Este estudio

pJETgyrA-rpoS

Plasmido pJETgyrA con una copia del gen

rpoS.

Este estudio

pUMAgyrA-rpoS

Plasmido pUMA con una copia del gen
rpoS transcrito a partir del promotor de

gyrA.

Este estudio
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Tabla 2. Oligonucledétidos.

Oligonucledétidos

dksA-Fw CTG TAG GGCATG GGC CTT CC Este estudio
dksA-Rv CGC ACG CAG GATCAACTG C Este estudio
rpoZ-Fw ACGGCCATTTGGCCCTTC Este estudio
rpoZ-Rv ATGCTGGCCAAGGACGCTC Este estudio
rpoZ-inter-Fw CAGGAGCCGATCGGCAAG Este estudio
rpoZ-inter-Rv GGAAGATAGCAACGAGGCCC Este estudio
dksAC-Fw GGATCCCGCGCGTGATCA Este estudio
dksAC-Rv TCTAGAGCAGGATCAACTGCCGAT Este estudio
relAC-Fw Xbal GGATCCATGGTACAGGTGAGAGCG Este estudio
relAC-Rv BamHI TCTAGATCTAGACGGCGTCAGGAAACCG | Este estudio
rpoS P1 Fw TCTAGAGTGCACAGCCGGCGGTGT Este estudio
rpoS P1 Rv GAATTCACCGACCCATCAGACGCAG Este estudio
rpoS P2 Fw TCTAGAGATGGGTCGGTTGTGTAC Este estudio
rpoS P2 Rv GAATTCTTCACCTGTTGTCCTTCC Este estudio
rpoS P3 Fw TCTAGAACCGATCGGGTGAAGC Este estudio
rpoS P3 Rv GAATTCTTGGACACCCGAGCCCTTA Este estudio

rpoS-Fw BamHI

GGATCCGCTCTCAATATAAAAGCAAAAGA
AG

Este estudio

rpoS-Rv Xbal TCTAGACATCTTTTTCACTGGAACAGC Este estudio
gRT-rpoS Up AGG ATG TCC TGG ACG ATG AG Este estudio
gRT-rpos Down TCC AGC GCCCTAGTG TAGTC Este estudio
gRT-gyrA Up CCAGCAAGGGCAAGGTCTA Este estudio
gRT-gyrA Down TCGTCCAGCGGCAACAGGT Este estudio
gRT-phbR Fw CCACATGCGTTTGGTTTCTTG Este estudio
gRT-phbR RV TCTGCCCTAAGCGTCTCCTC Este estudio
gRT-phbB Fw TCCGCAATCCAAACGCAAAG Este estudio
gRT-phbB Rv GTGCTCTCCGAACGGTTAC Este estudio
gRT-avin27210 Fw CGGATAGCTTTCCGTTCAACGG Este estudio
gRT-avin27210 Rv ATCAGCCGCTTGTTGTCGT Este estudio
gRT-eno Fw AGGACACCACCATCGCCG Este estudio
gRT-eno Rv TTGCCCTGCAAGGCCTCC Este estudio
gRT-avin27240 Fw ATGCTGCGTAGAACCAAGATC Este estudio
gRT-avin27240 Rv TGGGAGAAGTTCAGGCGCA Este estudio

gRT-avin27250 Fw

CCG TGC TCG ACG AAA GCA

Este estudio

gRT-avin27250 Rv

GCA CCG GGC AGT TCATCC

Este estudio

gRT-avin34530 Fw

CCATCATCT GGG AGG GCG AC

Este estudio

gRT-avin34530 Rv

CGC GAT GCA CGT CCT GAC

Este estudio

gRT-avin39300 Fw

CCG CAG ACG CAT TGG CC

Este estudio
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8.2 Construccidén de plasmidos y cepas mutantes.

Fragmentos de ADN correspondientes a los genes dksA (663pb) y rpoZ (435pb)
fueron amplificados usando los oligonucleétidos dksA-Fw/dksA-Rv y rpoZ-Fw/rpoZ-
Rv respectivamente. Estos fragmentos fueron clonados dentro del vector pJET
1.2Blunt para generar los plasmidos pJETdksA y pJETrpoZ. El sitio de restriccion
Sall dentro de la region codificante de rpoZ fue utilizado para insertar un casete de
Gm obtenido del plasmido pBSL98. Un casete de Km obtenido del plasmido
pHP45W-Km fue insertado dentro del sitio Smal en la regién codificante del gen
dksA.

En A. vinelandii, la insercion de los casetes de Gm, Km or Sp en la misma
orientacion de la transcripcidn de los genes produce mutaciones no polares que no
afectan la transcripcion de los genes rio abajo (Mejia-Ruiz et al., 1997). Los
plasmidos resultantes pJETrpoZ::Gm y pJETdksA::Sp fueron confirmados por PCR
que llevaran los casetes clonados en la misma direccion de la transcripcion del gen
mutado. Estos plasmidos fueron digeridos con la enzima Scal para ser linealizados
y transformar asi células competentes de la cepa silvestre UW136. La linealizacion

de los plasmidos se lleva a cabo para evitar su cointegracion en el cromosoma.

Células transformantes de UWrpoZ y UWdksA resistentes a Gm y Sp
respectivamente fueron seleccionadas a partir de cultivos en medio BS
suplementados con los respectivos antibidticos. Para la construccion de la doble
mutante UWrelA/dksA se utilizé el plasmido pJETdksA::Sp para transformar células
competentes de la cepa UWrelA. La presencia de todas estas mutaciones fue

confirmada mediante PCR (datos no mostrados).

Para la construccion de la complementacion UWdksA/dksA*, un fragmento que
contenia el gen dksA incluyendo su propio promotor fue amplificado usando los
oligonucledtidos dksAC-Fw y dksAC-Rey, y fue clonado en el vector pJET1.2 para
generar el plasmido pJETdksAC. Un casete de resistencia a Km fue introducido en
el sitio de restriccion Scal (localizado dentro del plasmido pJET1.2), para generar el

plasmido pJETdksAC-Km. Este plasmido es incapaz de replicarse en A. vinelandii,
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se cointregra en el genoma por un unico evento de recombinacion sencilla y fue
utilizado para transformar células competentes de la cepa UWdksA. Se

seleccionaron clonas resistentes a Sp/Km.

Para la construccién de la cepa UWrelA/relA*, un fragmento de 2273 pb fue
amplificado usando lo oligonucleétidos relAC-Fw-Xbal y relAC-Rev-BamHI y fue
clonado dentro del vector pJET1.2 para generar el plasmido pJETrelAC. El
fragmento producido por la digestion con las enzimas Xbal-BamH| (de un unico sitio
de corte cada una) fue clonado dentro del plasmido pJETgyrA corriente abajo y en
la misma direccién que el promotor pgyrA generando el plasmido pJETgyrA-relAC.
Un fragmento correspondiente a la digestion de este plasmido con la enzima Bglll
contenia la fusion pgyrA-relA fue clonado dentro del plasmido PUMA-Tc el cual
contiene un sitio de recombinacion del gen melA de A. vinelandii que ha sido
descrito y usado como un sitio neutral para insertar genes o fusiones de genes
dentro del cromosoma de A. vinelandii (Bali et al., 1992; Brigham et al., 2012). El
plasmido resultante PUMAgyrA-relA fue linealizado y transformado por un evento
de doble recombinacion homologa en el gen melA, dentro de células competentes
de la cepa UWrelA y seleccionadas por su resistencia a Tc, generando asi la cepa
UWrelA/relA*.

Para la construccion de la cepa UWdksA/rpoS* se emplearon los oligonucledtidos
rpoS-BamH| Fw and rpoS-Xbal Rv los cuales amplificaban un fragmento de 1022
pb que contenia el gen rpoS, este fragmento fue clonado dentro del vector pJET1.2,
generando el plasmido pJETrpoS. El fragmento correspondiente a la digestion con
las enzimas BamHI y Xbal que contenia el gen rpoS fue clonado corriente abajo y
en la misma direccion del promotor pgyrA del vector pJETgyrA (Muriel-Millan et al.,
2015), generando el plasmido pJETgyrA-rpoS. Un fragmento, producto de la
digestion con la enzima Bglll el cual contenia la fusion pgyrA-rpoS fue obtenido a
partir del plasmido anterior y fue insertado en el plasmido pUMA-Tc y recombinado
en el gen melA de A. vinelandii (Bali et al., 1992), produciendo el plasmido
pUMAgyrA-rpoS. Este plasmido se linealizé con la enzima Scal y se usé para

transformar células competentes de la cepa UWdksA; se aislaron candidatas
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resistentes a Tc obteniendo asi la cepa UWdksA/rpoS*, que expresa una copia

adicional del gen rpoS transcrita a partir del promotor gyrA.

Para la construccion de las fusiones transcripcionales se utilizé como gen reportero
el gen gusA para determinar actividad de glucoronidasa. Los promotores de rpoS
P1 (171pb), P2 (145pb) y P3 (137pb) fueron obtenidos por PCR utilizando los
oligonucledtidos rpoS-P1-Fw/rpoS-P1-Rv, rpoS-P2-Fw/rpoS-P2-Rv y rpoS-P3-
Fw/rpoS-P3-Rv. Los oligonucleétidos rpoS-P1-Fw y rpoSP3-Rv se utilizaron para
amplificar un fragmento de 457pb que contienen los tres promotores de rpos
(rpoSAP). Estos fragmentos fueron clonados dentro del vector pJET 2.1 para
generar los plasmidos pJETP1rpoS, pJETP2rpoS, pJETP3rpoS y pJETAPrpoS
respectivamente. Estos fragmentos fueron secuenciados y posteriormente digeridos
con las enzimas Xbal y EcoRI con sitios unicos agregados en el oligonucleétido. Los
productos de la digestion con Xbal-EcoRI fueron clonados dentro del vector
pUMATcgusAT (Muriel-Millan et al., 2015) generando los plasmidos
PUMAP1rpoS::gusA, pUMAP2rpoS::gusA, PUMAP3rpoS::gusA, y
PUMAAPrpoS::gusA, estos plasmidos fueron linealizados en el sitio Unico de corte
de la enzima Scal y fueron usados para transformar las cepas de A. vinelandii
UW136. Las candidatas fueron seleccionadas por resistencia a Tc obteniendo asi
las cepas UWrpoS::gusA-P1, UWrpoS::gusA-P2, UWrpoS::gusA-P3 vy
UWrpoS::gusA-AP. De la misma manera, estos plasmidos fueron usados para
transformar células competentes de la cepa UWdksA para generar las cepas
UWdksA/rpoS::gusAP1,  UWdksA/rpoS::gusAP2,  UWdksA/rpoS::gusAP3 y
UWdksA/rpoS::gusAAP. La integracion de estas construcciones por doble

recombinacion fue confirmada por PCR.

8.3 Transformacion de células de A. vinelandii.

Para la transformacion de cepas A. vinelandii con los diferentes plasmidos
construidos se empled la técnica descrita por Bali et al., 1992. En resumen, las
células de A. vinelandii se crecen toda la noche en medio Burk sin la adicion de las
sales de hierro y molibdato, lo cual genera células competentes capaces de
introducir ADN exodgeno. Alicuotas de estas células son mezcladas con los
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plasmidos correspondientes y son incubadas por otras 24 horas a 30°C en el mismo
medio Burk modificado. Las transformantes obtenidas son entonces plateadas en

medio selectivo con el antibidtico correspondiente.

8.4 Medicién de actividad de B-glucoronidasa.

La actividad de B-glucoronidasa fue determinada segun se describe en (Wilson et
al., 1995). 1U de actividad se define como 1 nmol of p-nitrofenil-B-D-glucoronido
hidrolizado por minuto por miligramo de proteina total y los resultados fueron
representados en algunos experimentos como actividad relativa con respecto a los
valores obtenidos de la cepa UW136. El valor de proteina fue determinado por el

método de Lowry (Lowry et al., 1951).

8.5Ensayo de Western-blot.

La deteccidn de los niveles de RpoS se determiné en las diferentes cepas de A.
vinelandii a las 36 horas de crecimiento en medio PY liquido a 30°C, el ensayo se
llevd a cabo como se describe en Muriel-Millan et al., 2015. Para la determinacion
de la estabilidad de RpoS in vivo, las células crecieron como se describio, y
seguidamente la sintesis de proteinas se bloqued por la adicion de Kanamicina a
una concentracion de 0.5 mg/mL. Los niveles relativos de proteina fueron
determinados con respecto a la cepa silvestre y medidos por densitometria

utilizando el software ImagedJ (Schneider et al., 2012).

8.6 Analisis in silico.

Secuencias de nucleétidos y aminoacidos para los genes dksA y rpoZ de A.

vinelandii fueron obtenidos de la base de datos KEGG. Los alineamientos de
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secuencias de nucleétidos fueron realizados en el software NCBI-BLAST (Basic
Local Alignment Search tool) usando como referencia el genoma de A. vinelandii
(NCBI ID 322710) (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).  Alineamientos y

conservacion de secuencias de proteinas fueron analizadas usando la herramienta

Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).

8.7 Ensayos de PCR cuantitativa en tiempo real RT-qPCR.

Los experimentos de RT-qPCR fueron realizados a partir de ARN total extraido de
las diferentes cepas de A. vinelandii crecidas en medio PY liquido a las 36 horas a
30°C. Las muestras de ARN fueron extraidas mediante el kit TRIzol™ Max™
Bacterial RNA Isolation (Thermo Scientific) segun indicaciones del producto. La
calidad y cantidad del material extraido fue determinado mediante Nanodrop One‘
(Thermo Scientific). Un total de 2ug de ARN total fueron tratados con la enzima
DNAse (Thermo Scientific) siguiendo las instrucciones del producto con el fin de
eliminar el ADN contaminante proveniente de la extraccion. Para la sintesis de cCADN
se empleo el kit Revert Aid H Minus First Strand cDNA Synthesis (Thermo Scientific)
y los oligonucledtidos reversos de los genes correspondientes descritos en la tabla
2. Un experimento de PCR de tiempo final fue realizado para cada cADN con el fin
de corroborar su correcta sintesis. Una vez obtenidos los cADN, se utilizé el equipo
LightCycler480 System (Roche Diagnostics) y el reactivo SyBR-Green
(fluorescencia) para medir la expresion diferencial de los genes estudiados con
respecto a la cepa silvestre. Cada ensayo de g-PCR se realizd con las siguientes
condiciones: 3 minutos de preincubacion a 95°C, 40 ciclos de amplificacién a 60°C
cada uno de 1 minuto con intervalos de 15 segundos entre cada ciclo y lectura de
la cantidad de fluorescencia emitida al final de cada ciclo. La expresion del gen gyrA
fue utilizado como reportero house keeping sirviendo como control interno. Todos

los ensayos fueron realizados como minimo por triplicado.
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8.8 Ensayo de ARN-seq.

Para el analisis del transcriptoma de las cepas UW136 y UWdksA, el ARN total de
las cepas fue extraido mediante el kit Total RNA Purification Kit (Jena Bioscience)
de acuerdo con las indicaciones del producto, de cepas obtenidas de un cultivo de
36h en medio PY liquido a 30°C por triplicado. El analisis de la calidad y cantidad
de ARN fue determinado mediante Agilent Bioanalyzer 2100 System. Antes de la
construccion de la biblioteca para la secuenciacién, el ARN ribosomal fue depletado
con el kit RiboMinus rRNA depletion para bacterias (Thermo Fisher Scientific). Las
bibliotecas fueron construidas usando el kit TruSeq Stranded mRNA Sample
Preparation (lllumina). La secuenciacion de estas bibliotecas fue realizada mediante
NextSeq 500 (lllumina) con el kit NexSeq 500 High Output kit v2.5. Para el filtrado
de los datos se utilizé el genoma de referencia A. vinelandii DJ mencionado
anteriormente de NCBI Genomes. El alineamiento de las secuencias obtenidas fue
realizado mediante el software Smalty la profundidad de la lectura se determiné por
el programa CoverageBed del software Bamtools. El analisis de expresion
diferencial entre las cepas se realizé mediante el software IDEAMEX (Integrative
Differential Expression Analysis for Multiple EXperiments) el cual se vale de cuatro
paquetes de analisis informatico para determinar el cambio en la expresion relativa
de los transcritos (edgeR, DESeq2, lima y NOISeq). El conjunto de los genes
detectados por estas cuatro herramientas analiticas fue determinado como los
genes que tenian una expresion diferencial real y significativa entre las cepas
UW136 y UWdkSA.

Los genes diferencialmente expresados (DEGs) fueron determinados a partir de un
punto de corte log> FC £1, p-value <0.05, y conteos por millon de al menos >1
(CPM>1). El agrupamiento de estos genes fue realizado utilizando las rutas
metabdlicas para A. vinelandii descritas en el KEGG a partir de los genes que
cumplieron con el punto de corte log2 FC +1y FDR 0.05 (Gu, Z. et al., 2016; Luo &
Brouwer, 2013)
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8.9 Cuantificacion de PHB.

El PHB fue extraido de células creciendo en medio PY liquido a 30°C en los tiempos
indicados. La extraccion e hidrolisis mediante H2SO2 concentrado fue descrito y
reportado por Pefa et al., 1997. El acido crotonico producido por la hidrélisis del

PHB fue medido usando el método descrito por Law & Slepecky, 1961.
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9. CONCLUSIONES

. Los niveles de (p)ppGpp regulan la sintesis de PHB a través de un
mecanismo independiente de RpoS.

. (p)ppGpp regula la sintesis de PHB de manera sinérgica con DksA.
. DksA regula directamente la transcripcion de rpoS a través del promotor P1.

. DksAtambien regula la sintesis de PHB por al menos un segundo mecanismo
independiente de RpoS.

. DksA es un regulador global de la transcripcion en A. vinelandii en
condiciones que no favorecen la respuesta estricta.

. DksA regula positivamente la expresion de las enzimas del metabolismo
central necesarias para la sintesis de los precursores de la sintesis de PHB.
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10. PERSPECTIVAS

1. Cuantificar los niveles de (p)ppGpp durante el ciclo del PHB en A. vinelandii.

2. Determinar los posibles mecanismos independientes de DksA por los cuales
(p)ppGpp regula la sintesis de PHB.

3. Determinar si la disminucion en la expresion de las enzimas que sintetizan
los substratos para la sintesis de PHB en la mutante en dksA, esta
involucrada en el mecanismo que regula la sintesis de PHB independiente
de RpoS.
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Abstract

The stringent response exerted by (p)ppGpp and RNA-polymerase binding protein DksA
regulates gene expression in diverse bacterial species. To control gene expression (p)
ppGpp, synthesized by enzymes RelA and SpoT, interacts with two sites within the RNA
polymerase; site 1, located in the interphase between subunits 8’ and w (rpoZ2), and site 2
located in the secondary channel that is dependent on DksA protein. In Escherichia coli,
inactivation of dksA results in a reduced sigma factor RpoS expression. In Azotobacter vine-
landiithe synthesis of polyhydroxybutyrate (PHB) is under RpoS regulation. In this study,
we found that the inactivation of relA or dksA, but not rpoZ, resulted in a negative effect on
PHB synthesis. We also found that the dksA, but not the relA mutation reduced both rpoS
transcription and RpoS protein levels, implying that (p)ppGpp and DksA control PHB synthe-
sis through different mechanisms. Interestingly, despite expressing rpoS from a constitutive
promoter in the dksA mutant, PHB synthesis was not restored to wild type levels. A tran-
scriptomic analysis in the dksA mutant, revealed downregulation of genes encoding
enzymes needed for the synthesis of acetyl-CoA, the precursor substrate for PHB synthe-
sis. Together, these data indicate that DksA is required for optimal expression of RpoS
which in turn activates transcription of genes for PHB synthesis. Additionally, DksA is
required for optimal transcription of genes responsible for the synthesis of precursors for
PHB synthesis.

Introduction

The stringent response is a ubiquitous bacterial reaction triggered by nutrient deprivation and
mediated by the intracellular concentrations of ppGpp and pppGpp. These secondary messen-
gers, jointly referred to as (p)ppGpp, control gene transcription, mRNA translation, and pro-
tein activity to adjust the metabolism and growth rate to environmental conditions [1]. The
intracellular levels of (p)ppGpp are the result of two enzyme activities called RelA and SpoT.
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These enzymes have a synthesis and synthesis/degradation activity, respectively. In some bac-
teria, relA/spoT mutants (pppGpp"), showed defective growth in minimal medium [2].

The main mechanism for (p)ppGpp control on gene expression in most bacteria involves
its binding to RNA polymerase at two specific sites: a site 1 on the interphase between f’ and w
(rpoZ) subunits, and a site 2 on the secondary channel, which is dependent on the DksA pro-
tein. Thus, the inactivation of rpoZ (w subunit) and dksA genes removes the (p)ppGpp binding
sites 1 and 2, respectively [3].

The presence of site 2 on RNA polymerase allowed the understanding of the in vitro and in
vivo differences in gene expression [4]. Some studies indicated that site 2 is important for tran-
scription activation and modulates the response to (p)ppGpp concentrations. On the other
hand, the only presence of site 1 is enough for the repression of gene expression [3].

An RNAseq analysis in a strain that synthesized (p)ppGpp by constitutive expression of
relA, revealed that the major effect on whole gene expression was due to (p)ppGpp binding to
the RNA polymerase, rather than binding to other proteins [5].

In some bacteria, the expression of the alternative sigma factor RpoS is under the control of
the DksA and (p)ppGpp; in Escherichia coli, Salmonella typhimurium, and Vibrio cholerae
DksA regulates RpoS at a transcriptional and translational level. In E. coli, the activity of rpoS
promoters was diminished in a dksA mutant; furthermore, an increase in the levels of (p)
ppGpp did not affect the rpoS transcription in this mutant [6]. In Salmonella typhimurium a
dksA mutant, but not a relA/spoT mutant, has reduced levels of RpoS [7]; and in Vibrio cho-
lerae, the expression of RpoS in a dksA mutant was diminished at transcriptional and transla-
tional levels [8].

Azotobacter vinelandii is a soil bacterium belonging to the Pseudomonadaceae family that
produces poly-B-hydroxybutyrate (PHB), a biopolymer of industrial relevance. In this bacte-
rium, the enzymes for the synthesis of PHB are encoded in the phbBAC operon [9]. Transcrip-
tion of this operon initiates from two promoters: pB1 activated by the transcriptional activator
PhbR, and pB2, an RpoS dependent promoter. On the other hand, the transcription of phbR is
also dependent on RpoS; thus, the inactivation of rpoS or phbR significantly reduced the syn-
thesis of PHB [10, 11].

In A. vinelandii, the synthesis of PHB starts with the condensation of two molecules of ace-
tyl-CoA by the B-ketothiolase PhbA, to produce acetoacetyl-CoA, which is reduced by the
NADPH-dependent acetoacetyl-CoA reductase PhbB, producing the f-hydroxybutyryl-CoA
monomer which is polymerized by the PHB synthase PhbC. [9]. The synthesis of PHB is
closely related to the functioning of the TCA cycle, since unbalanced growth conditions, such
as an excess of a carbon source and other nutrient is growth-limiting, or by mutations that
cause a slow-down in the TCA activity lead to a higher availability of acetyl-CoA for the syn-
thesis of PHB [12, 13].

In this study, we investigated the regulatory roles of the stringent response in the control of
PHB synthesis in A. vinelandii. Our results indicate that an effect of a dksA mutation on PHB
synthesis is a downregulation of the expression of 7poS. We also found that some carbon
metabolism genes necessary for the synthesis of acetyl-CoA the substrate for PHB synthesis
are downregulated in the dksA mutant. Additionally, in the relA mutant, the reduction of PHB
synthesis was not due to a reduction in rpoS expression.

Results
Inactivation of relA or relA/spoT genes reduces PHB accumulation

A search in the genome of A. vinelandii identified avin37060 and avin02810 genes encoding
proteins sharing a 48% and 54% identity with the RelA and SpoT proteins from E. coli.
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Sequences analysis of these proteins showed the presence of domains characteristic of (Rel/
Spo homolog) RSH proteins, implying that avin37060 encodes a RelA type (p)ppGpp
synthase while avin02810 encode a SpoT protein with (p)ppGpp synthase and hydrolase
activities.

To elucidate the involvement of (p)ppGpp in PHB synthesis, we constructed UW136 deriv-
ative strains carrying a relA:Km mutation and a double mutant relA::Km/spoT::Gm to obtain
UWrelA and UWrelA/spoT strains, which as shown in Fig 1B are less white than UW136. This
phenotype is due to a decreased PHB accumulation. Fig 1C shows quantification of PHB in
these mutants, where a reduction in PHB accumulation of 50% in the UWrelA, and 56% in the
UWrelA/spoT strains was observed compared with the wild type. As depicted in Fig 1A, the
inactivation of relA/spoT genes negatively affected growth. A complemented UWrelA/relA™
strain was also constructed. As expected, the synthesis of PHB in the complemented strain
increased to 77% of the wild type (Fig 1C).

The inactivation of dksA but not of rpoZ diminishes PHB synthesis in A.
vinelandii

As mentioned above, the main mechanism though which (p)ppGpp exerts its effects involves
binding to RNA polymerase at two distinct sites, one involving the w (rpoZ) subunit and the
other requiring the presence of the DksA protein. We identified in the A. vinelandii genome a
rpoZ homolog (avin02820) and a dksA homolog (avin42640).

To determine whether the removal of (p)ppGpp binding sites in RNA polymerase affects
PHB synthesis, we constructed strains UWdksA and UWrpoZ each carrying non-polar dksA::
Sp and rpoZ::Gm mutations, as rpoZ and spoT are transcribed as an operon (S1 Fig). Fig 1A
shows that the inactivation of dksA or rpoZ had no effect on growth. However, in the absence
of dksA, PHB synthesis was reduced by 84% compared to the wild type, whereas PHB synthesis
in the UWrpoZ mutant was not affected (Fig 1B and 1C).

To confirm that the PHB defective phenotype of the UWdksA strain was caused by the
dksA inactivation, we constructed a complemented UWdksA/dksA™ strain. As shown in Fig
1C, PHB synthesis in the complemented strain increased to 72% of the wild type.

PHB synthesis is abolished in the UWrelA/dksA double mutant strain

As shown above, the relA mutation reduced PHB synthesis by 50%, while in the dksA mutant,
the synthesis of this polymer was reduced by 86%. These results suggested the possibility that
the effect of DksA is independent of (p)ppGpp, or that DksA exerts its control through two
distinct pathways, one of which may involve (p)ppGpp binding.

To investigate further, we constructed a double mutant UWrelA/dksA, and assessed its
PHB phenotype. As shown in Fig 1C, PHB production in this strain was abolished. This result
agrees with the hypothesis that (p)ppGpp and the DksA protein regulate PHB synthesis
through separate and independent mechanisms, implying that, (p)ppGpp levels, provided by
RelA, exert control over PHB synthesis via an alternative pathway that does not involve bind-
ing to DksA-related site on RNA polymerase. Moreover, the lack of effect of the rpoZ mutation
on PHB synthesis suggests that the (p)ppGpp effect on PHB is unrelated to its binding to site 1
in the polymerase.

Strains UWdksA and UWrelA/dksA exhibited a light brown color compared to the white
color observed in the wild type strain (Fig 1B). The cause of this phenotype and if it is related
to PHB is not known, but it may be due to the production of a pigment caused by the pleiotro-
pic nature of the dksA mutation.
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Fig 1. The stringent response regulates the PHB accumulation. (A), Growth kinetics of A. vinelandii strains in liquid
PY medium at 30°C. (B) PHB synthesis phenotype of strains grown in PY solid medium, and (C), PHB quantification
in PY liquid medium for 36 hours. The white color indicates PHB accumulation. A less white appearance means
reduction or no accumulation of PHB. The mean from three independent experiments is presented. Statistical
significance is t student p<0.05 with respect to wild type. Statistical significance is t student p<0.05.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0299640.g001
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RpoS expression is reduced in the UWdksA mutant strain

DksA regulates the expression of RpoS in several bacterial species. Thus, we investigated
whether the dksA mutation in the UWdksA resulted in diminished expression of RpoS,
required for PHB synthesis. We employed RT-qPCR, to quantify the effect of the dksA muta-
tion on rpoS transcription. Fig 2A shows that the rpoS transcript level in the UWdksA mutant
was reduced by 70%.

A previous study [14], and an analysis carried out here using Softberry software, indicated
that rpoS transcription in A. vinelandii initiates from three promoters; P1, P2, and P3. We con-
structed UW136 derivative strains carrying the rpoS::gusA transcriptional fusion with all 3 pro-
moters (rpoS::gusAAP), as well as with only P1, P2, or P3 promoters (Fig 2B and S2 Fig). B-
glucuronidase activity measurements in these strains {Fig 2B) indicates that the P1 promoter
accounted for about 95% of rpoS transcriptional activity, with P2 and P3 jointly contributing a
5% in the wild type strain.

To confirm the positive effect of DksA on rpoS transcription we also constructed UWdksA
mutant derivatives, containing the rpoS::gusA fusion with P1 or all promoters (rpoS::gusAAP).
Fig 2C, shows that rpoS transcription from the P1 promoter was reduced by 30-60% in the
dksA mutant. Interestingly, a significant reduction was observed in the strain carrying the
fusion with all 3 promoters (Fig 2D), indicating a positive role of DksA in rpoS transcription.

The dksA mutation, but not the relA mutation, reduces RpoS protein levels
without affecting stability

In Escherichia coli, the dksA mutation was reported to affect both rpoS transcription and RpoS
protein levels even under conditions of (p)ppGpp overproduction [6]. We determined the
effect of the dksA and relA mutations on RpoS level and stability. Western blot assays revealed
that in line with reduced rpoS transcription, RpoS protein levels in the UWdksA mutant were
diminished by about 50% compared to those in the wild type strain, whereas RpoS levels in the
UWrelA mutant were not affected (Fig 3A).

We also assessed the in vivo stability of RpoS. As shown in Fig 3B, the RpoS protein in the
UWdksA mutant exhibited a half-life similar to that observed in the wild type. As a control, we
employed UWptsP strain, where RpoS half-life was previously shown to be reduced [15]. The
negative effect on RpoS levels in the UWdksA but not in UWrelA strain, further support the
proposal that (p)ppGpp levels and DksA protein affect PHB synthesis through different
pathways.

Transcription of rpoS from a constitutive promoter in the UWdksA mutant
does not restore PHB synthesis

To evaluate whether the reduced PHB accumulation in the UWdksA mutant primarily resulted
from diminished rpoS expression, we constructed UWdksA/rpoS™ strain, containing a rpoS
gene expressed from the gyrA constitutive promoter. The expectation was that by increasing
rpoS transcription in a DksA-independent manner, the PHB-negative phenotype caused by
the dksA mutation would be restored. As shown in Fig 4B, the transcript level of rpoS deter-
mined by RT-qPCR, along with the RpoS protein level (Fig 4C) were significantly increased.
As expected an increased expression of phbR and phbB was also observed in the UWdksA/
rpoS* strain (Fig 4B). However, PHB synthesis was only partially restored corresponding to
25% of the wild type strain (Fig 4A).

These results suggest that the DksA protein exerts an additional level of control over PHB
synthesis, that is independent of its regulation of RpoS expression.
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https://doi.org/10.1371/journal.pone.0299640.g002
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https://doi.org/10.1371/journal.pone.0299640.g003
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https://doi.org/10.1371/journal.pone.0299640.9004

Genes encoding enzymes for PHB precursors synthesis are downregulated
in the UWdksA strain

To identify an RpoS-independent and alternative pathway throughout DksA coregulates PHB
synthesis, we conducted a transcriptome analysis comparing the UWdksA mutant to the wild
type. Principal component analysis (PCA) highlighted distinct clustering of replicate strains,
with the most significant variance (99%) between UWdksA and UW136 strains being captured
by the first principal component (PC1) (Fig 5A).

Differential gene expression analysis as performed using IDEAMEX software revealed 856
differentially expressed genes (DEGs) between UWdksA and UW136 strains, comprising 467
upregulated genes and 389 downregulated genes (Fig 5B, log, FC £1, pValue<0.05). Gene list
enrichment analysis of the UWdksA mutant identified enrichment terms in Metabolism,
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Genetic Information Processing, and Environmental Information Processing (Fig 5C). Clus-
tering of enriched Metabolism and Genetic Information Processing GO term clusters showed
cased prominence in “metabolic pathways”, “pyruvate metabolism”, “biosynthesis of second-
ary metabolism” and “ribosome” (S3 Fig).

We explored metabolic pathways responsible for the synthesis of precursors for PHB syn-
thesis. As shown in Fig 6A and S3 Fig, the glycolysis and pyruvate metabolism pathways were
downregulated in the UWdksA strain. We validated the reduced expression of nine genes
encoding enzymes required for PHB precursors (phosphoenolpyruvate, pyruvate, and acetyl-
CoA) via RT-qPCR (Fig 6B). These findings suggest that the downregulation of these genes
may contribute to the observed negative impact on PHB synthesis in the UWdksA strain.

Additionally, other enriched GO term clusters upregulated in the UWdksA mutant per-
tained to Genetic Information Processing, particularly “aminoacyl tRNA biosynthesis” and
“ribosome” (S3 Fig, log, FC *1, pValue <0.05). This indicates that the dksA mutation affects
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Fig 5. UWdksA mutant transcriptomic profile. (A). Principal component analysis identified clustering of UWdksA
mutant (blue) with respect to UW136 (red). (B). Differential gene expression analysis identified 856 UWdksA mutant
DEGs compared to UW136. (log, FC #1 cut off, pValue <0.05). (C). Clustering of the enriched Biological Process GO:
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in each term and the color indicates the enrichment significance.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0299640.9005
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https://doi.org/10.1371/journal.pone.0299640.9006

the transcription of genes associated to ribosomal proteins, implying a repressive role of DksA
on genes linked to ribosome biogenesis. in A. vinelandii

Discussion

Recent research has shed light on the broad implication of the stringent response in bacterial
physiology, extending its influence beyond amino acid deprivation to encompass
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transcriptional regulation of hundreds of genes [2]. The (p)ppGpp synthesized by RelA/SpoT
proteins, and the DksA protein are required to carry out the changes in transcription observed
during the stringent response. The impact of (p)ppGpp levels in the synthesis of polyhydrox-
yalkanoates (PHAs) including PHB, in some bacteria has been investigated. In model organ-
isms like Cupriavidus necator H16 (previously called Ralstonia eutropha), mutations in relA/
spoT genes have shown to regulate PHB synthesis and degradation [16, 17]. Similar effects
have been observed in species such as Pseudomonas putida KT12440, Pseudomonas chlororaphis
PA23, and Rhizobium etli upon inactivation of relA/spoT [18-20].

This study aimed to elucidate the relevance of stringent response genes in PHB synthesis in
A. vinelandii. Like another y-proteobacteria A. vinelandii possesses homologs of the RelA and
SpoT proteins. Our construction of a UWrelA single mutant and a UWrelA/spoT double
mutant generating a (p)ppGpp® strain revealed that as in other PHAs-producer bacteria, A.
vinelandii relA/spoT mutations led to a reduction in PHB synthesis.

(p)ppGpp primarily exert its regulatory role though binding to RNA polymerase at two dis-
tinct sites: site 1, dependent on the w subunit (rpoZ), and site 2, dependent on the RNA poly-
merase binding protein DksA [2]. This study showed that mutational inactivation of rpoZ had
no effect on PHB synthesis. In contrast, the UWdksA mutant exhibited a more pronounced
reduction in PHB synthesis than the UWrelA mutant. Interestingly, UWrelA/dksA double
mutant showed accumulative effect in agreement with the notion that (p)ppGpp and DksA
independently regulate PHB synthesis through different pathways.

It is noteworthy that in E. coli many phenotypes regulated by stringent response are potenti-
ated by the (p)ppGpp-DksA interaction [21]. However, DksA can also act independently of
(p)ppGpp to modulate RNA polymerase activity. Negative and positive regulation by (p)
ppGpp has been studied and found that either site 1 or site 2 alone are sufficient for the nega-
tive regulation of promoter activity, while site 2 is necessary for positive regulation, with the
presence of both sites enhancing activity [5].

Our results agree with the positive role of the DksA protein in PHB synthesis, even in con-
ditions where normal (p)ppGpp levels are present, as in the UWdksA mutant. This suggest
that DksA, independently of (p)ppGpp, promotes the expression of genes required for the
PHB synthesis.

In A. vinelandii, the sigma factor RpoS has been shown to activate transcription of phbR
and the PHB biosynthetic operon phbBAC [10, 11]. In some bacteria like E. coli and Borrelia
burgdorferi, a dksA mutant exhibited undetectable RpoS level under various conditions, even
in the presence of high (p)ppGpp levels [6, 22]. In Vibrio cholerae DksA was found to regulate
RpoS expression at the transcriptional and translational level [8].

This study showed that in A. vinelandii, transcription of rpoS is initiated from three pro-
moters, with P1 contributing with 95% of rpoS transcriptional activity. Interestingly, the
UWdksA mutant, showed a significant reduction in transcription from the P1 promoter.
Moreover, in the UWdksA strain with the rpoS::gusAAP transcriptional fusion, the reduction
of B-glucuronidase activity was higher than in the strain with only the P1 promoter, suggesting
the presence of regulatory elements in the DNA region downstream P1. In concordance with
the decreased rpoS transcription, expression of phbBAC and phbR was significantly reduced in
the UWdksA mutant. Taken together these results indicated the necessity of DksA for optimal
RpoS expression, which in turn activates transcription of PHB genes.

As a result of the reduction in the rpoS transcription, the RpoS protein levels were also low-
ered in the UWdksA mutant, while the UWrelA mutant exhibited wild type RpoS levels. This
indicated that, (p)ppGpp regulates PHB production through an RpoS-independent pathway.

To ascertain whether the reduction of rpoS transcription observed in the UWdksA mutant
was responsible for the reduction in PHB synthesis, we investigated if DksA independent
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expression of rpoS, could restore the PHB synthesis. As expected, in the UWdksA mutant with
the rpoS gene transcribed from a gyrA promoter, the RpoS protein levels were restored to
those of the wild type. However, PHB synthesis was only partially restored, suggesting that
DksA also controls PHB synthesis through an RpoS-independent pathway.

To further investigate the regulatory mechanisms by which DksA controls PHB synthesis
independently of RpoS, we carried out a transcriptome analysis comparing the UWdksA
mutant with the wild type UW136. The RNA-seq results showed significant transcriptional
changes, in genes involved in metabolism, metabolic pathways, pyruvate metabolism, and bio-
synthesis of secondary metabolism, which were downregulated. Additionally, genes related to
Genetic Information Processing such as aminoacyl tRNA biosynthesis and ribosome-related
genes were upregulated.

Some of the downregulated genes involved in carbon metabolism encoded enzymes
responsible for the synthesis of phosphoenolpyruvate, pyruvate, and acetyl-CoA, which are
precursors for PHB synthesis. This suggest that the decrease in the level of these enzymes, may
contribute to the observed decrease in PHB synthesis in the UWdksA mutant, as well as in its
derivative strain expressing rpoS from a constitutive promoter. No negative effect on growth
was observed in the UWdksA mutant despite the decreased expression of the carbon metabo-
lism genes. This may be due to a lack of effect of the dksA mutation in exponentially growing
cells, as downregulation of these genes was observed in cell in stationary phase where the syn-
thesis of PHB is carried out.

As in A. vinelandii, in other bacteria, carbon metabolism enzymes of the glycolytic pathway
and the tricarboxylic acid (TCA) cycle have been reported as part of the DksA and (p)ppGpp
regulon [23]. Also, in the Enterobacteriaceae, Yersinia enterocolitica, the response to DksA and
RelA/SpoT proteins has been studied, revealing the downregulation of genes encoding
enzymes of the TCA cycle [24].

In E. coli, DksA is also involved in the response to glucose-phosphate stress, which leads to
growth inhibition due to the accumulation of sugar phosphates, or to depletion of glycolytic
intermediates. The small RNA SgrS and its transcriptional activator SgrR alleviate this stress in
part by repressing sugar phosphates transport [25]. This mechanism potentially present in A.
vinelandii remains to be explored. The presence of small RNAs regulated by the stringent
response in A. vinelandii is an attractive possibility to study.

In summary, this study along with research carried out in other bacterial species, has estab-
lished a link between stringent response effectors and carbon metabolic networks. We propose
that in A. vinelandii this link is likely to affect PHB synthesis.

Finally, early studies on the effects of the stringent response demonstrated the inhibition of
ribosome biogenesis and transcription of rRNA genes [2]. More recent transcriptomic analysis
revealed upregulation of genes coding for ribosomal proteins and ribosome assembly factors
in E. coli and Yersinia enterocolitica [5, 24]. This study revealed that DksA functions as a
repressor of ribosomal synthesis genes in A. vinelandii. Notably in Pseudomonas species, phy-
logenetically close related to A. vinelandii, a dksA mutation also affected the transcription of
genes linked to ribosomal proteins and ribosome biogenesis [26, 27]. However, whether the
upregulation of these genes in A. vinelandii affects PHB synthesis remains to be investigated.

In summary, we propose a model (Fig 7) for the regulation of the synthesis of PHB by (p)
ppGpp and DksA in A. vinelandii, where DksA is necessary for optimal transcription of rpoS.
In turn, Rpo$ activates transcription of the PHB biosynthetic genes. On the other hand, DksA
is also required for optimal transcription of genes encoding enzymes responsible for the syn-
thesis of acetyl-CoA the substrate for the synthesis of PHB. Finally, (p)ppGpp exerts a positive
role on synthesis of PHB by and unknown mechanism independent of DksA and RpoZ.
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Materials and methods
Strains, media, and culture conditions

The bacterial strains and plasmids used in this study are described in Table 1, and the oligonu-
cleotides used in S1 Table. A. vinelandii strains were grown in peptone yeast medium added
with 2% sucrose (PY) and incubated at 30° C. E. coli strains were cultured in Luria Bertani
(LB) medium at 37°C. Antibiotic concentrations used for A. vinelandii were as follows: kana-
mycin (km) 3pg/mL, gentamycin (Gm) 1pg/mL, tetracycline (Tc) 30ug/mL, and spectinomy-
cin (Sp) 100pg/mL.

Construction of plasmids and mutant strains

DNA fragments of 2336, 2833, 663, and 435 bp containing the spoT, relA, dksA, or rpoZ genes
respectively, were amplified using oligonucleotides spoT-Fw, spoT-Rv, relA-Fw, relA-Ryv,
dksA-Fw, dksA-Rv, rpoZ-Fw, and rpoZ-Ryv, respectively. These fragments were cloned into
pJET1.2/blunt vector to generate plasmids pJETspoT, pJETrelA pJETdksA and pJETrpoZ.
Restriction sites Apal, Sall, inside spoT and rpoZ respectively were used to insert a Gm cassette
obtained from plasmid pBSL98. Km and Sp cassettes from pBSL99 and pHP45W-Km plasmids
were inserted into Sacl and Smal sites inside relA and dksA genes. In A. vinelandii, the inser-
tion of Gm, Km or Sp cassettes into genes with same orientation as the direction of transcrip-
tion, produces non-polar mutations which allow transcription of downstream genes in the
same operon [33]. The resultant plasmids pJETspoT::Gm, pJETrpoZ::Gm, pJETrelA::Km, and
pJETdksA::Sp were confirmed to carry the cassettes cloned in the same direction of transcrip-
tion of the mutated gene. Plasmids pJETrpoZ::Gm, pJETrelA:Km and pJETdksA:Sp were
digested with Scal and used to transform A. vinelandii UW136 strain. Linearization of these
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Table 1. Strains and plasmids, used in this study.

Strain Description Reference
E. coli DH5 a endA1 hsdR17 supE44 thi-1\-recAl gyrA96 relAAlacU169¢80 (AlacZ AM15). [28]
UW136 A. vinelandii wild type strain [29]
UWrpoZ UW136 derivative carrying a rpoZ::Gm non polar mutation This study
UWrelA UW136 derivative carrying a relA:Km mutation This study
UWdksA UW136 derivative carrying a dksA:Sp mutation This study
UWrelA/spoT UW136 derivative carrying a relA:Km and spoT::Gm mutations This study
UWrelA/dksA UWrelA carrying a dksA::Sp mutation. This study
UWdksA/dksA™ UW dksA carrying pJETdksAAC-Km cointegrated into the chromosome This study
UWrelA/relA* UWrelA carrying a wild type relA gene transcribed from a gyrA promoter This study
UWrpoS::gusA-Pl1 UW136 carrying a rpoS::gusA gene fusion transcribed from the rpoS promoter P1 This study
UWrpoS::gusA-P2 UW136 carrying a rpoS::gusA gene fusion transcribed from the rpoS promoter P2 This study
UWrpoS::gusA-P3 UW 136 carrying a rpoS::gusA gene fusion transcribed from the rpoS promoter P3 This study
UWrpoS::gusA-AP UW 136 carrying a rpoS::gusA gene fusion transcribed from the rpoS P1, P2 and P3 promoters This study
UWdksA/rpoS::gusA-P1 UWdksA carrying a rpoS::gusA gene fusion transcribed from the rpoS promoter P1 This study
UWdksA/rpoS::gusA-P2 UWdksA carrying a rpoS::gusA gene fusion transcribed from the rpoS promoter P2 This study
UWdksA/rpoS::gusA-P3 UWdksA carrying a rpoS::gusA gene fusion transcribed from the rpoS promoter P3 This study
UWdksA/rpoS::gusA-AP UWdksA carrying a rpoS::gusA gene fusion transcribed from the rpoS P1, P2 and P3 promoters This study
UWdksA/rpoS* UW dksA derivative carrying an rpoS gene transcribed from a gyrA promoter. This study
Plasmids
pJET1.2 pJET1.2 blunt cloning vector. Thermo Scientific
pBSL97 Plasmid with a Km cassette. [30]
pBSL98 Plasmid with a Gm cassette. [30]
pHP45Q Plasmid with omega Sp cassette. [31]
pUMATCc pUC19 containing a 1kb fragment with the melA gene and a Tc cassette. [32]
PUMATcgusAT Vector with a gusA gene for transcriptional fusions. [15]
pJET-gyrA pJET1.2 carrying the promoter region of gyrA [31]
pJETspoT pJET with spoT gene. This study
pJETrelA pJET with locus relA. This study
pJETdksA pJET with dksA locus. This study
pJETrpoZ pJet with rpoZ gene. This study
pJETspoT:Gm pJET with spoT gene mutation. This study
pJETrpoZ:Gm pJET with rpoZ::Gm NP mutation. This study
pJETrelA:Km pJET with the relA:Km mutation. This study
pJETdksA::Sp pJET with dksA::Sp mutation. This study
pJETdksAC pJET with a dksA gene and its own promoter. This study
pJETdksAC-Km pJETdksAC with a Km-cassette. This study
pJETrelAC pJET with a relA gene This study
pJETgyrA-relAC pJET-gyrA with a relA gene from pJETrelAC This study
pUMAgyrA-relA pUMA plasmid with a relA gene transcribed from a gyrA promoter. This study
pJETP1rpoS PJET carrying a fragment with the rpoS P1 promoter This study
pJETP2rpoS pJET carrying a fragment with the rpoS P2 promoter This study
pJETP3rpoS pJET carrying a fragment with the rpoS P3 promoter This study
pJETAPrpoS pJET carrying a fragment with the rpoS P1, P2 and P3 promoters This study
pUMAPIrpoS::gusA pUMATCc gusAT derivative carrying a rpoS:gusAP1 transcriptional fusion This study
pUMAP2rpoS::gusA pUMATcgusAT carrying a rpoS:gusAP2 transcriptional fusion This study
pUMAP3rpoS::gusA pUMATcgusAT carrying a rpoS::gusAP3 transcriptional fusion This study
pUMAAPrpoS::gusA pUMATcgusAT carrying a rpoS:gusAAP transcriptional fusion This study
(Continued)
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Table 1. (Continued)

Strain Description Reference
pJETrpoS pJET 1.2 with a rpoS gene copy. This study
pJETgyrA-rpoS pJETgyrA plasmid with rpoS gene copy. This study
pUMAgyrA-rpoS pUMA plasmid with an rpoS gene transcribed from a gyrA promoter This study

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0299640.t001

plasmids was carried out to avoid plasmid cointegration into the chromosome, due to single
recombination events. Transformants UWrpoZ, UWrelA, and UWdksA resistant to Gm, Km
or Sp respectively were selected from BS plates supplemented with the respective antibiotics.
For the construction of UWrelA/spoT UWrelA/dksA double mutants, plasmids pJETspoT::Gm
and pJETdksA::Sp were used to transform UWrelA mutant. The presence of the spoT::Gm,
rpoZ::Gm, relA:Km, and dksA::Sp mutations in these transformants was confirmed by PCR
(data not shown).

For the construction of complemented UWdksA/dksA™, a fragment containing dksA
including its own promoter was amplified using oligonucleotides dksAC-Fw and dksA-
C-Rev, that was cloned into pJET1.2 to generate plasmid pJETdksAC. A Km-cassette was
inserted into a Scal site (located within the pJET1.2), of pJETdksAC to produce plasmid
pJETdksAC-Km. This plasmid unable to replicate in A. vinelandii was transformed into
UWdksA strain. A Km resistant transformant UWdksA/dksA”, that showed a higher PHB
accumulation phenotype than its parental UWdksA was selected, and confirmed by PCR to
carry pJETdksAC-Km that was cointegrated within the dksA::Sp gene by a single recombina-
tion event.

For construction of strain UWrelA/relA”, a 2273 bp fragment containing the relA gene was
amplified using oligonucleotides relAC-Fw-Xbal and rel AC-Rev-BamH], cloned into pJET1.2
to produce pJETrelAC. An Xbal-BamHI fragment from this plasmid, was excised and cloned
into pJETgyrA downstream and in the same direction of the pgyrA promoter producing plas-
mid pJETgyrA-relAC. A BglII fragment containing the pgyrA-relA fusion excised from this
plasmid, was cloned into PUMA-Tc carrying the A. vinelandii melA gene that is used as a neu-
tral site to introduce genes or gene fusions into the A. vinelandii chromosome [17, 34]. The
resulting plasmid PUMAgyrA-relA was linearized and transformed into UWrelA mutant for
isolation of UWrelA/relA* strains, a Tc resistant transformant where the pgyrA-relA fusion
was integrated into the melA gene by a double recombination event.

Construction of strain UWdksA/rpoS*. Oligonucleotides rpoS-BamHI Fw and rpoS-Xbal
Rv were used to amplify a 1022 bp fragment containing the rpoS gene that was cloned into the
pJET1.2 vector, resulting in plasmid pJETrpoS. A BamHI and Xbal fragment containing the
rpoS gene excised from this plasmid was cloned downstream and in the same orientation as
the gyrA promoter into the pJETgyrA vector [17], to generate plasmid pJETgyrA-rpoS. A BgIll
fragment with the pgyrA-rpoS fusion obtained from this plasmid, was inserted into the BamHI
site of the A. vinelandii melA gene of vector pUMA-Tc¢ [34], producing plasmid pUMAgyrA-
rpoS. This plasmid was linearized by Scal digestion and transformed into the UWdksA strain,
to isolate Tc resistant strain UWdksA/rpoS™, that carries the rpoS gene transcribed from the
gyrA promoter integrated within the melA gene.

To the construction of strains carrying transcriptional gusA gene fusions. DNA fragments
of 171bp, 145bp, and 137bp containing the rpoS P1, P2, P3 promoters respectively, were ampli-
fied by PCR using the oligonucleotides: rpoS-P1-Fw and rpoS-P1-Rv, rpoS-P2-Fw and
rpoS-P2-Ry, rpoS-P3-Fw and rpoS-P3-Rv. Oligos rpoS-P1-Fw and rpoSP3-Rv were used to
obtain a 457pb fragment containing the three rpoS promoters (rpoS AP). Restriction sites for
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Xbal and EcoRI were included in all oligonucleotides. These four fragments shown in S2 Fig
were cloned into the pJET1.2 vector to produce plasmids pJETP1rpoS, pJETP2rpoS, pJETP3r-
poS and pJETAPrpoS respectively. Xbal-EcoRI fragments from these plasmids were sequenced
and cloned into plasmid pUMATcgusAT vector [17] generating plasmids pUMAP1rpoS::
gusA, pUMAP2rpoS::gusA, pUMAP3rpoS::gusA, and pUMAAPrpoS::gusA respectively that
were linearized by Scal digestion and transformed into A. vinelandii UW136. Tc-resistant
transformants were selected resulting in strains UWrpoS::gusA-P1, UWrpoS::gusA-P2, UWr-
poS::gusA-P3, and UWrpoS::gusA-AP. Similarly, these plasmids were used to transform the
UWdksA strain to generate strains UWdksA/rpoS::gusAP1, UWdksA/rpoS:gusAP2, UWdksA/
rpoS::gusAP3, and UWdksA/rpoS::gusAAP. The integration of the rpoS::gusA transcriptional
fusions by a double recombination event was confirmed by PCR.

Plasmid transformation

Plasmid transformation was carried out as previously described [34]. Briefly A. vinelandii cells
were grown overnight in Burk’s medium modified by the omission of the Fe and Mo salts. Ali-
quots of cells were mixed with plasmid DNA on plates of Burk’s medium and incubated over-
night at 30 C. The transformants were plated on selective Burk’s medium with the
corresponding antibiotic.

B-glucuronidase activity

The B-glucuronidase activity was determined as described [35], 1 U corresponds to 1 nmol of
p-nitrophenyl-B-D-glucuronide hydrolyzed per minute per mg of protein and the results as
represented as relative activity respect with to the wild type strain UW136. Protein was mea-
sured by the Lowry Method [36].

Western-blot assays

Detection of RpoS levels in A. vinelandii cells grown for 36 hours in PY medium was carried
out by western blot analysis as previously described [15]. For the determination of in vivo sta-
bility of RpoS, the strains were grown as mentioned above and protein synthesis was stopped
by adding kanamycin (0.5 mg/mL). Relative protein levels of RpoS were estimated by densi-
tometry analyses in the Image]J software [37].

In silico analysis

DNA and amino acid sequences of relA, spoT, dksA, and rpoZ from A. vinelandii were
retrieved from KEGG. Nucleotide sequence alignments were done by NCBI-BLAST (Basic
Local Alignment Search tool) using as a reference the A. vinelandii genome accession number
NCBI ID 322710 (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Conserved amino acid sequences
were analyzed using the Clustal Omega program (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).

Quantitative real time PCR (RT-qPCR) and RNA-seq assay

For RT-qPCR experiments, total RNA was extracted from A. vinelandii strains grown in PY
liquid medium at 36 hours and 30°C. The RNA samples were extracted with TRIzol™ Max™
Bacterial RNA Isolation Kit (Thermo Scientific) as a manufacturer protocol. The quality and
quantity of the RNA were determined by Nanodrop One® (Thermo Scientific). 2ug of RNA
were employed to treat with DNAse (Thermo Scientific) following manufacturing instruc-
tions. The Revert Aid H Minus First Strand cDNA Synthesis kit from Thermo Scientific was
used to synthesize cDNA using reverse oligonucleotides listed in S1 Table. A PCR was carried
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out for these cDNAs to confirm the correct synthesis. A LightCycler480 System (Roche Diag-
nostics) equipment and SyBR-Green were used for fluorescence quantification. A q-PCR assay
corresponds to a 3 min preincubation at 95 C, 40 cycles at 60 C for 1 min with a 15 second
interval between cycles. A gyrA gene was used as an internal control.

For RNA-seq analysis, an RNA extraction kit was employed (Total RNA Purification Kit,
Jena Bioscience) according to manufacturer instructions. The analytical quality of RNA was
determined using an Agilent Bioanalyzer 2100 system, before sequencing of ribosomal RNA-
depleted RNA. The ribosomal depletion was carried out by RiboMinus rRNA depletion kit for
bacteria (Thermo Fisher Scientific). Libraries were generated using TruSeq Stranded mRNA
Sample Preparation Kit (Illumina). Sequencing was performed by NextSeq 500 (Illumina) with
the kit NexSeq 500 High Output kit v2.5. The clean data was mapped to the reference genome
of A. vinelandii

DJ from NCBI Genomes. The alignment was carried by Smalt software and the coverage
was determined by CoverageBed from Bamtools software. The differential expression analysis
was carried by IDEAMEX software (Integrative Differential Expression Analysis for Multiple
EXperiments) that use four packages, edgeR, DESeq2, limma, and NOISeq. The conjunction
of the genes by these four packages determines the real differential expression between
UW136 and UWdksA mutant.

The significantly differentially expressed genes (DEGs) were determined as log, FC +1, p-
value <0.05, and counter per million >1 (CPM>1) are reported in S1 File. The biological rele-
vance of the significant DEGs was estimated by list enrichment analysis and the Kyoto Ency-
clopedia of Genes and Genomes (KEGG) [38]. The analysis of enrichment GO: terms were
established at a log, FC +1 and FDR 0.05 [39, 40].

PHB quantification

PHB was extracted from cells grown in PY liquid at 30°C and hydrolyzed with concentrated
H,SO, as described by Peifia et al 1997 [41]. The crotonic acid produced by the PHB hydrolysis
was measured using the method described by Law and Slepecky 1961 [42].

Supporting information

S1 Fig. The rpoZ and spoT genes are transcribed as a bicistronic operon. The non-polar
mutation in UWrpoZ did not affect spoT transcription. (A) Physical map of the A. vinelandii
rpoZ (Avin02820) and spoT (Avin02810) genes. The arrows indicate the oligonucleotides used
to determine the transcript corresponding to the intergenic region of the rpoZ-spoT operon.
(B) RT-PCR using total RNA from UW136 to amplify a 120 bp of the rpoZ-spoT intergenic
region. Total DNA from UW136 was used as positive control. (C) Transcription of spoT in
UWrpoZ compared with its parental UW136 strain, determined by RT-qPCR.

(TIF)

S2 Fig. Physical map of the rpoS region including promoters P1, P2 and P3, and fragments
used for the construction of the rpoS-gusA transcriptional fusions, and relative activity
from P2 and P3 promoters in UWdksA strain. (A) The -10 and -35 regions for P1, P2, P3,
promoters are indicated by small squares. The DNA fragments used for the construction of
rpoS::gusA fusions are represented as rectangles. (B) and (C). Relative -glucuronidase activity
in UW136 and UWdksA strains carrying P2rpoS::gusA and P3rpoS::gusA fusions respectively.
(TIF)

S3 Fig. The ribosomal proteins and some enzymes of the glycolysis and pyruvate synthesis
are differentially expressed in the UWdksA strain. A. Expression profile of ribosomal
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proteins in UWdksA. B. Glycolysis and pyruvate pathways from A. vinelandii KEGG pathways,
that showed differential expression in UWdksA respect to wild type.
(TIF)

§1 Table. Oligonucleotides used in this study.
(PDF)

S1 Raw images.
(PDF)

S1 File. RNA-seq results. Fold change +1 from UWdksA strain.
(TXT)
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