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ABSTRACT

In A. vinelandii the GacS/A system controls the alginate and alkylresorcinols production
through the Rsm system. The RsmA protein represses the algD and arpR mRNA expression.
These genes are key factors in alginate and alkylresorcinols production. RsmZ1 is a small
RNA (sRNA) that acts releasing the RsmA repression. In Pseudomonadaceae the sRNAs of
Rsm family are grouped in three families, RsmX, RsmY and RsmZ. Besides RsmZ1, in A.
vinelandii seven sRNAs of the RsmZ exist and one of the RsmY family. However, until now
the signals or conditions regulating the expression of the sRNAs in mucoid strains have not
been described.

In this study the Rsm sRNAs expression kinetics was studied, finding that RsmZ family
reaches their maximal expression at 48 hours of growth, while RsmY has its maximal
expression at 24 hours. In addition, the effect of the carbon source in the growth media
over the sRNAs expression was measured. Two types of carbon sources were used in this
study, the glycolytic and the gluconeogenic, (glucose, fructose and succinate respectively).
The results show that the addition of fructose and succinate increases the sRNAs
expression. The alginate and alkylresorcinols production were measured in single sRNAs
rsmZ1-Z7 and Y mutants with the aim to stablish a possible relation between the sRNAs
expression and the alginate and alkylresorcinols production. The results suggest the
existence of additional elements involved in the sRNAs regulation and the alginate and ARs
production.

Besides, the effect in the SRNAs expression comparing diazotrophic and no diazotrophic
growth conditions was determined. The expression of the sRNAs was repressed by the
addition of ammonia to the growth media. These findings suggest either that ammonia may
be a repressor signal regulating the rsmZ1-Z7 and rsmY expression or that the change in the
bacterial physiology promotes the sRNAs repression in an independent way.

Bioinformatic sRNAs searching results show two rsmY alleles in A. vinelandii genome,
rsmY1 and rsmY2. However, in the genomic context one gene lays beside the other
separated only by 89 pb and the absence of the GacA binding site in the rsmY2 allele
suggests the existence of a large transcriptional unit. Previous studies demonstrated the
large transcriptional unit (named rsmY). However, the presence of the Rho independent
terminators between rsmY1 and rsmY2 suggest the existence of two sRNAs, one large
including rsmY1 and rsmY2 and one short only including the rsmY1 gene. In order to study
the functionality of this two transcriptional units, a genetical analysis was made. Through
complementation genetic assays the functionality of the large transcriptional unit and the
control of the algD gene post-transcriptionally was demonstrated.

Finally, the regulation of the algD mRNA was studied in RsmA mutants and the results
suggest transcriptional and post-transcriptional regulation. furthermore, the rsmA gene
was essential in alginate producer strains.



RESUMEN

En Azotobacter vinelandii el sistema GacS/A controla la produccion de alginato y
alquilresorcinoles a través del sistema Rsm; en este sistema la proteina RsmA actia como
represor de la expresion de los RNA mensajeros de los genes algD y arpR que son claves en
la produccién de alginato y alquilresorcinoles. RmZ1, es un RNA pequefio no codificante que
actua liberando la represién ejercida por RsmA. En las Pseudomonadaceas los RNAs
pequefios (SRNAs) de la familia Rsm se han agrupado en tres familias RsmX, RsmY y RsmZ.
Ademas de RsmZ1, en A. vinelandii existen siete RNAs de la familia RsmZ y uno de la familia
RsmY; sin embargo, no se han descrito las sefiales o condiciones que regulan la expresién
de estos sRNAs en la cepa E de A. vinelandii.

En el presente trabajo se estudio la cinética de expresion de los sRNAs del sistema Rsm
encontrando que los pertenecientes a la familia RsmZ alcanzan su maxima expresion a las
48 horas mientras que RsmY tiene un maximo de expresion a las 24 horas. Asi mismo, se
midio el efecto de diferentes fuentes de carbono sobre la expresion de los sSRNAs, en este
estudio se usaron dos fuentes de carbono glucoliticas (glucosa y fructosa) y una fuente de
carbono gluconeogénica, (succinato). Los resultados obtenidos demuestran que el medio
con fructosa y succinato favorecen la expresiéon de los sRNAs. Se midié la produccién de
alginato y alquilresorcinoles (ARs) en las mutantes individuales de cada uno de los genes
qgue codifican para los sSRNAs RsmZ1-7 y RsmY con el objetivo de establecer una posible
relacion entre la expresidn de los sSRNAs y la produccion de alginato y ARs. Los resultados
obtenidos demuestran que no existe una correlacién directa entre la expresion presentada
en las distintas fuentes de carbono evaluadas con la produccién de alginato y ARs,
sugiriendo la existencia de elementos adicionales involucrados en la regulacion que
establecen los sSRNAs en la produccidon de estos metabolitos.

Se determind el efecto que tiene el crecimiento en condiciones diazotrdéficas en
comparacion con condiciones no diazotréficas en la expresidn de los SRNAs, encontrandose
qgue la adicion de amonio al medio tiene un efecto represor de todos los sRNAs, lo cual
sugiere que el amonio puede ser una molécula sefial del sistema o bien, un elemento que
promueve un cambio en la fisiologia del microorganismo que desencadena la represién de
los pequefios RNAs de manera indirecta.

En la busqueda bioinformatica de sRNAs en el genoma de A. vinelandii los resultados
arrojaron la presencia de dos alelos de la familia RsmY nombrados RsmY1 y RsmY2; sin
embargo, en el contexto gendmico se presentan uno seguido del otro y la ausencia del sitio
de unién al activador GacA en el alelo rsmY2 sugiere la presencia de una unidad
transcripcional larga de 330 ribobases (rb). En estudios previos la unidad transcripcional
larga fue demostrada; sin embargo, la presencia de terminador independiente de la
proteina Rho entre el gen rsmY1 y rsmY2 sugiere la existencia de dos RNAs, uno largo que
incluye los genes rsmY1- rsmY2 y uno corto incluyendo Unicamente al gen rsmY1. Para
estudiar la funcionalidad de esta unidad transcripcional, un estudio genético fue realizado.
A través de ensayos de complementacion genética la funcionalidad de la unidad
transcripcional larga y el efecto sobre el RNAm de algD a nivel post-transcripcional fue
demostrado.



Finalmente, la regulaciéon del RNA mensajero del gen algD fue estudiada en mutantes
RsmA y los resultados obtenidos sugieren la regulacidn a dos niveles, transcripcional y post-
transcripcional. Ademas, se demostré que el gen rsmA es esencial en cepas de A. vinelandii
productoras de alginato.
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INTRODUCCION

El RNA es una molécula con diversas funciones dentro de la célula. Las primeras
funciones que se reconocieron fueron la de reservorio de informacion y la biocatalitca; la
primera tiene como objetivo servir como un intermediario de la expresidn genética,
mientras que la segunda se ha descrito en el funcionamiento del ribosoma, pero también
en las ribozimas y en las RNPzimas (proteinas dependientes de RNA para su catalisis) como
la telomerasa, entre otras. Una de las funciones del RNA reconocida en los ultimos afios, es
la regulacién de la expresidon genética a través de RNAs no codificantes para proteinas
(Tomizawa et. al. 1981), con mecanismos tan simples que van desde los RNAs antisentido,
cuya funcidén se establece a través del apareamiento de bases hasta la interaccion de RNAs
con proteinas por imitacion de estructuras encontradas en otros dacidos nucleicos
(Gottesman et. al. 2011).

En organismos eucariotas diversos RNAs regulan la expresion genética; pequefios RNAs
de doble cadena como los RNAs de interferencia y micro RNAs regulan la estabilidad y
traducibilidad del RNA mensajero, los RNAs de interferencia también pueden estar
involucrados la regulacidon de la estructura de la cromatina manteniéndola altamente
condensada. Finalmente, los RNAs no codificantes largos, que cominmente actian de
manera local donde son sintetizados o también llamados en “cis”, pueden apagar la
expresion atrayendo proteinas que modifican la estructura de la cromatina. El efecto puede
extenderse a todo un cromosoma como es el caso de Xist RNA que condensa uno de los dos
cromosomas X en mamiferos hembras (Volpe et. al. 2011).

Asi mismo diversos virus transcriben RNAs no codificantes que son utilizados como
armas de evasion que burlan las defensas del hospedero o manipulan la maquinaria celular
para sus propios propositos. Las bacterias han evolucionado para contender contra los
efectos de los virus que son capaces de infectarlas a través de un sistema llamado CRISPR
(Clustered Regulary Interspaced Short Palindromic Repeat); donde la informaciéon del
genoma invadido es almacenada en forma de DNA, pero es convertida posteriormente en
RNAs pequeios guias que reconocen e interfieren a invasores subsecuentes (Jore et. al.
2011).

Pequenos RNAs reguladores bacterianos

Los pequeifios RNAs reguladores bacterianos son moléculas de RNA no codificantes que
tienen una longitud que va de 50 a 500 nucleétidos y se han dividido en RNAs antisentido y
RNAs pequefios llamados sRNAs. Los primeros pueden estar codificados en cis (Fig. 1), ya
gue son transcritos en sentido opuesto a los genes que regulan compartiendo asi una gran
identidad con sus genes blanco de regulacion. Sin embargo, también existen RNAs que
presentan una complementariedad limitada respecto a los genes que regulan, puesto que
estos, son transcritos en una localizacidon diferente a la regién codificante del RNA
mensajero blanco. A estos RNAs se les ha denominado RNAs de interferencia codificados
en trans (Brantl 2002; Storz et. al. 2011).

11
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Fig. 1.- Los RNAs antisentido codificados en cis son transcritos a partir de la hebra complementaria del gen
que codifica para el RNA mensajero blanco de regulacién que es degradado por un complejo proteico
denominado degradosoma.

La funcidon que desempefian estas moléculas de RNA puede llegar a tener diferentes
resultados, por lo general estos RNAs se aparean en el sitio de unién al ribosoma lo que da
como resultado el bloqueo de la traduccidon como en el caso del sSRNA RybB de Salmonella
que se aparea con el RNA mensajero de ompN (Bouvier et. al. 2008). RybB puede bloquear
su traduccion incluso cuando su region de apareamiento estd alejada del sitio de unién al
ribosoma. Otra de las funciones descrita es promover la traduccion de sus genes blanco a
través de mecanismos que en la mayoria de los casos se establecen previniendo la
formacién de estructuras de apareamiento (como son las estructuras de tipo horquilla) que
impiden el acceso al sitio de unidn al ribosoma (Morfeldt et. al 1995; Majdalani et. al 2005;
Prévost et. al. 2007).

Aungue los RNAs de interferencia bacterianos codificados en trans tienen la capacidad
de interactuar con su RNAm blanco y ejercer su actividad de regulacién, generalmente su
capacidad de apareamiento es limitada y se ha observado la necesidad de una proteina
chaperona de RNA llamada Hfg que facilita el apareamiento (Fig. 2). Hfg esta relacionada
con proteinas de la familia Sm/Lm involucradas en el decaimiento de RNAm vy el
procesamiento de corte y empalme (splicing) en organismos eucariotas. Hfg tiene la
capacidad in vitro de unirse tanto al RNA de interferencia como a RNAs mensajeros y
estimular su apareamiento (revisado en Brennan y Link 2007).

12
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Fig. 2.- Los sSRNAs codificados en trans son transcritos en una region del genoma diferente al RNA mensajero
que regulan. El sSRNA se une a la proteina Hfg y puede regular de forma positiva (izquierda) promoviendo la
traduccion del RNAm blanco de regulacidn, evitando que se formen estructuras secundarias intrinsecas del
blanco de regulacién. En el caso de una regulacién negativa (derecha), el sSRNA se une a la proteina Hfq
promoviendo la unién del sRNA con la secuencia Shine Dalgarno (SD) impidiendo el inicio de la traduccién y
promoviendo la degradacién del RNAm blanco.

Por otra parte, existen sRNAs bacterianos que tienen la capacidad de interactuar con
proteinas modificando sus actividades por mimetismo, compitiendo con el DNA o RNA
blanco de regulacién. En bacterias, dos familias de sRNAs que pueden mimetizar otros
acidos nucleicos han sido caracterizadas ampliamente, la primera es ejemplificada con el
RNA 6S de Escherichia coli, que mimetiza al complejo abierto en un promotor del DNA e
interactua con la RNA polimerasa (Wassarman & Storz 2000), mientras que en el segundo
caso los sRNAs regulan la funcién de proteinas, por ejemplo, la familia de proteinas
CsrA/RsmA, (Lui et. al. 1997; BouverlLapouge et. al. 2008).

Familia de SRNAs CsrB/Rsm

La familia de sSRNAs Csr/Rsm es una familia conservada entre las Gamma proteobacterias
que controla la actividad de la proteina CsrA/RsmaA titulandola y permitiendo una liberacion
de la represidn ejercida sobre los RNA mensajeros blancos de regulacién del sistema (Fig.
3) (Lui et. al 1995; Liu & Romeo 1997; Romeo 1998; Schubert et. al. 2007). El sistema Csr
(por sus siglas en inglés: “carbon storage regulator”) hasta ahora, el modelo de regulaciéon
mas estudiado es el de E. coli bacteria en la que funciona como un regulador del
metabolismo carbonado, la produccidn de biopelicula, virulencia y movilidad (Suzuki et. al.
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2002). El principal antagonista de la proteina CsrA es el sRNA CsrB (Chao & Vogel 2010;
Weilbacher et. al. 2003), que cuando es mutado; presenta efectos sobre los genes blanco
de la proteina CsrA observandose fenotipos pleiotrépicos. Adicionalmente, E. coli produce
otros sRNAs capaces de controlar la actividad de CsrA, llamados CsrC y McaS los cuales son
capaces de interactuar in vitro con la proteina CsrA ademas de compensar los efectos de la
eliminacidn de CsrB cuando son sobre expresados (Weilbacher et. al. 2003, Suzuki et. al
2002).

A. Traduccién. C.
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Fig. 3.- La familia de sRNAs Csr/ Rsm tienen la funcion de titular al represor CsrA/RsmA que promueve la
degradacién de los RNAm blancos de regulacion. La inhibicién mediada por el homodimero de CsrA/RsmA
(amarillo) se realiza a través de la union de la proteina con la secuencia SD (naranja) del RNAm blanco
impidiendo la unién de la maquinaria ribosomal (verde), lo que inhibe la traduccién y disminuye la estabilidad
del mensajero por la accidn de las RNAsas (morado). Tomado de Aguilar 2009.
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Fuera de las enterobacterias se han encontrado sistemas homologos al sistema Csr, en
Pectobacterium carotovorum (previamente llamada Erwinia carotovora), el sistema Rsm
(repressor of secondary metabolites por sus siglas en inglés) modula la producciéon de
enzimas extracelulares, metabolitos secundarios y movilidad (Mukherjee et. al. 1996). En
Pseudomonas aeruginosa el sistema Rsm participa en la determinacién del proceso de
infeccion regulando los procesos asociados con la infeccion aguda y crénica. RsmA
positivamente controla factores asociados con la infecciéon aguda incluyendo los genes
controlados por el sistema Vfr, el sistema de secrecion tipo Il y el pili tipo IV y
negativamente controla factores relacionados con la infeccidon crénica, incluyendo el
sistema de secrecién tipo VI y la producciéon de exopolisacaridos que promueven la
formacién de biopelicula (Bordi et. al. 2010). En P. fluorescens recientemente llamada P.
protegens, una bacteria que ha servido como agente de biocontrol, ya que protege a plantas
contra patdgenos fungicos, el sistema Rsm controla genes involucrados en la produccién y
secrecidn de factores antimicrobianos: metaloproteasas alcalinas, acido cianhidrico y 2,4-
diacetilfluoroglucinol (Reimmann et. al. 2005; Heeb et. al. 2002, Blumer et. al. 1999); en
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este microorganismo la activacion de los elementos RsmX/Y/Z es dependiente de la
densidad poblacional y se ha logrado inducir su expresion a través de la extraccion del
sobrenadante del cultivo con solventes organicos (Kay et. al. 2006; Reimmann et. al. 1997).
La naturaleza quimica de la sefial se desconoce; sin embargo, se sabe que no esta
relacionada con compuestos del tipo de las homoserina lactonas u otras moléculas sefal
conocidas. Por otra parte, en E. coli se demostré que compuestos carboxilados de cadena
corta estimulan la actividad de CsrB indirectamente a través de activar al sistema de doble
componente BarA/UvrY (Chavez et. al. 2010). Interesantemente se demostré que un
aumento en las pozas de compuestos carboxilados como succinato, malato y 2-oxoglutarato
correlacionan con el aumento de la expresion de RsmXYZ en P. protegens (Takeuchi et. al.
2009).

Una de las estrategias utilizadas para conocer las funciones reguladas por este sistema
han sido los estudios transcriptémicos en mutantes rsmA. Se determind que la proteina
RsmA es un gen esencial bajo condiciones de crecimiento que promueven la acumulacién
de glucdgeno en E. coli por lo que para el estudio de RsmA se han construido mutantes con
actividad parcial por la remocidon del extremo carboxilo terminal de la proteina
(Timmermans & Melderen et. al. 2009). El estudio de microarreglos en mutantes rsmA ha
revelado la profunda influencia que tiene CsrA/RsmA sobre el transcriptoma. En Salmonella
typhimurium se ha reportado que el impacto que tiene este regulador sobre la expresidon o
represion de 365 transcritos de dos érdenes de magnitud, incluyendo factores de virulencia
como genes de movilidad y genes involucrados en el sistema de secrecidn tipo Il (Lawhon
et. al. 2003). En la cepa P. aeruginosa PAOL1 la eliminacién de RsmA afecta la expresion del
9% de los genes presentes en el genoma (506 de 5, 570) afectando funciones asociadas con
la virulencia, sistemas de adquisicién de hierro, quorum sensing, movilidad y resistencia a
antibioticos (Burrowes et. al. 2010). Experimentos similares se han realizado en especies
como Xantomonas campestris pv. campestris y Pectobacterium wasabiae (Andrade et. al.
2014; Koiv et. al. 2013), todos ellos demostrando la afectacion sobre una gran diversidad
de genes; sin embargo, a través de esta metodologia no es posible discernir entre blancos
de regulacién directa o indirecta.

Clasificacion de los sRNAs del sistema Rsm

Aunque se ha descrito mas de un sRNA en el sistema Csr de E. coli, la reiteracion de los
sRNAs en las Pseudomonas spp. es mas comun por lo que se han clasificado en tres familias
por medio de andlisis de alineamientos en la secuencia y modelos de covarianza en RsmX,
RsmY y RsmZ (Gardner et. al. 2009; Moll et. al. 2010). En P. aeruginosa se ha descrito
solamente un alelo de RsmY y uno de RsmZ; mientras que en P syringae pv. Tomato CD300
se han encontrado cinco alelos de la familia RsmX, de los que se ha demostrado su
expresién, mas no su funcionalidad. En P. protegens se ha caracterizado un sRNA de cada
familia, un RsmZ, un RsmY y un RsmX (Kay et al 2005).

Los genes de los sRNAs del sistema Csr/Rsm son estimulados para su transcripcién por la
unién del activador transcripcional GacA/UvrY (Dubuis et. al. 2007; Goodman et. al. 2009;
Pernestig et. al. 2001). GacA es el regulador de respuesta del sistema de transduccion de
sefales de dos componentes GacS/A. La secuencia de unidn a este regulador se encuentra
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altamente conservada entre las Gamma-proteobacterias (Kulkarni et. al. 2006; Lenz et. al.
2005); sin embargo, la distancia del sitio de inicio de la transcripciéon puede variar
considerablemente entre las familias de los sSRNAs. Otro de los elementos conservados
dentro de la regién reguladora de los sRNAs es la secuencia -10 del promotor, con una
secuencia hexamérica TAATCT conservada que reconoce el factor sigma 70 de la RNA
polimerasa y finalmente todos los sRNAs del sistema, hasta ahora descritos, poseen un
terminador independiente de la proteina Rho para el término de la transcripcion (Humair
et. al. 2010).

La estabilidad de los sSRNAs del sistema Csr/Rsm esta
altamente controlada

El efecto antagénico de los sRNAs sobre la proteina RsmA es dependiente de la
estabilidad y del recambio que sufren estas moléculas. CsrD media el recambio de CsrB/CsrC
de E. coli e indirectamente regula la expresion de todos los genes blanco de la proteina CsrA,;
aunque el mecanismo por el cual esta proteina media el recambio de los SRNAs aun no es
muy claro, se sabe que CsrD facilita el corte de CsrB/C de manera dependiente de RNAsa E.
CsrD es una proteina que se encuentra unida a la membrana que contiene dominios GGDEF
y EAL, los cuales cominmente estan asociados a la sintesis y rompimiento del segundo
mensajero di-GMP ciclico (c-di-GMP). Sin embargo, se ha descrito que los dominios de esta
proteina no son funcionales (Suzuki et. al. 2006).

Mientras que en E. coli el recambio de CsrB/C es dependiente de la presencia de CsrD,
en P. protegens se ha descrito que la unién de los sRNAs del sistema Rsm con la proteina
homdloga a CsrA, RsmA permite la estabilidad del SRNA RsmZ y su proteccion contra el
ataque de la enzima RNAsa E (Duss et. al. 2014). De manera similar, en P. aeruginosa la
interaccion de Hfg con RsmY lo protege contra la degradacién por RNAsa E, no siendo asi
para RsmZ o RsmX (Sonnleitne et. al. 2006).

Familia de proteinas reguladoras CsrA/RsmA

Las proteinas pertenecientes a la familia CsrA/RsmA son proteinas pequefias (de tamafio
menor a 7 KDa) de unién a RNA que participan en la regulacién de la expresién génica en
diversas eubacterias, actian generalmente como represores post-transcripcionales ya que
su union la realizan cerca y/o en el sitio de unién al ribosoma (secuencia Shine Dalgarno) lo
gue impide la traduccién del RNA mensajero blanco.

La proteina CsrA/RsmA en solucidn estd presente formando dimeros (Dubey et al 2003).
En E.coli (Gutiérrez et. al. 2005), P. aeruginosa (Rife et. al. 2005) y Yersinia enterocolitica
(Heeb et. al. 2006) se demostré que cada mondmero contiene cinco cadenas f3, una o hélice
pequefia y un extremo carboxilo terminal flexible (Fig.4). Las cadenas B de los dos
mondmeros en el polipéptido estan interconectadas para formar un centro hidrofdbico y
dos extremos carboxilo terminal donde se encuentran las a-hélices extendidas hacia afuera
de la proteina (Fig. 4B)
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Fig.4.- Estructura secundaria de la proteina CsrA de E. coli. Modelo derivado de un analisis de resonancia
magnética nuclear de un complejo de RsmE-hcn (B). La representacidn de la proteina estd en violeta y verde.
Los atomos de carbono estdn representados con amarillo, el nitrégeno en azul y rojo para oxigeno y fosforo.
(C) Representacion de la superficie del dimero de Rsm-hcnA. Tomado de Lapouge et. al 2007.

Aungue en E. coli unicamente se ha descrito una proteina RsmA, en las Pseudomodaceas
es comun encontrar reiteraciones génicas; recientemente se encontraron genes ortélogos
a rsmA en la secuencia de algunas cepas de género Pseudomonas. De los cinco alelos
encontrados la proteina RsmA original es la mas conservada entre las y-proteobacterias.
Otro alelo llamado RsmE/CsrA3 se encuentra exclusivamente en el linaje de las P.
fluorescens; Rsml/CsrAl se encuentra presente en las P. fluorescens, excepto en el subgrupo
de las P. protegens que a su vez solo poseen alelos RsmA y RsmE. CsrA4 y CsrA5 solo estan
presentes en P. syringae; mientras que en P. aeruginosa posee RsmN y RsmF (Ferreiro et.
al. 2018).

En P. aeruginosa se han descrito dos proteinas homodlogas a RsmA, RsmN y RsmF. RsmA
posee una estructura similar a la encontrada en CsrA con cinco cadenas beta y una alfa
hélice en el extremo carboxilo terminal; mientras que, RsmF y RsmN poseen una
organizacidn estructural diferente a la encontrada en RsmA,; la estructura pierde el a-hélice
en el extremo carboxilo terminal y poseen una insercidn de 16 residuos entre la cadena B 2
y 3 que forma una estructura a-helice (Morris et. al. 2013; Marden et. al. 2013).

La funcionalidad de los alelos homdlogos a RsmA se ha demostrado a través de la
compensacion del fenotipo presente en mutantes rsmA en diferentes especies dentro de
las Pseudomonadaceas; RsmN, compensa el fenotipo de nado tipo swarmming en mutantes
RsmA pero no estd relacionado con otros fenotipos regulados por el sistema como la
produccién de piocianina; por su parte, RsmF controla la produccién de biopelicula y RsmA
controla la traduccién de RsmF generando una cascada regulatoria que opera a nivel post-
transcripcional (Morris et. al. 2013; Marden et. al. 2013).
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En Pseudomonas syringae pv. Tomato DC3000 de los cinco alelos codificantes para
proteinas homodlogas a RsmA, la generacion de mutantes individuales han permitido
observar que la regulacion ejercida a través de estas proteinas es diferencial y se demostré
que la mutacién en csrA2 y csrA3 alteran la expresion de una variedad de sistemas
importantes en la movilidad, sintesis de exopolisacarido, crecimiento y virulencia (Ferreiro
et. al. 2018),

Del mecanismo de unién y reconocimiento por la proteina CsrA/RsmA hacia el blanco de
regulacidon, un andlisis de sustitucion/escaneo de alanina establecié que la proteina
CsrA/RsmA de E. coli tiene dos regiones, la cadena 1y B5 importantes para la union a RNA
in vivo y los residuos que pueden estar interactuando directamente con el RNA son Arg’,
Arg** e lle*’ (Mercante et. al. 2006 ). Para conocer el sitio de unidn de la proteina RsmA con
los blancos de regulacidn, se han realizado diversas aproximaciones; desde la busqueda de
la secuencia de unidn a los sRNAs del sistema hasta la sintesis de RNAs in vitro para poder
experimentar la unién de la proteina en un ensayo denominado SELEX; encontrandose un
sitio de unidn conservado para E. coli el cual es RUACARGGAUGU, con los motivos ACA y
GGA 100% conservados (Dubey et. al. 2005). Adicionalmente utilizando resonancia
magnética nuclear (NMR) en P. protegens se demostré que en la unidn de RsmE-RsmZ el
motivo GGA es determinante para la unién con la proteina (Duss et. al. 2014).

La union de la proteina CsrA/RsmA a los RNA mensajeros blanco de regulacion se ha
demostrado a través de ensayos de retardo electroforético y ha sido descrita de la siguiente
manera: La proteina RsmA forma un dimero que se une a RNA mensajero que se estructura
en forma de tallo y asa (con el sitio GGA en el asa) siendo este, un blanco de alta afinidad,
lo que permite la formacion de un segundo motivo de unién de baja afinidad por la proteina
gue puede ser encontrado a 10- 63 nt (Mercante et. al. 2009) (Fig. 5).
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Fig. 5.- Modelo de interaccidn de la proteina CsrA en el extremo 5’ del gene glgC de E. coli. La proteina CsrA
se une a un sitio blanco de alta afinidad que comuinmente presenta una estructura caracteristica de tallo y asa
muy préxima al sitio de unién al ribosoma o secuencia Shine Dalgarno (SD). b) Después de la unidn inicial, el
incremento de la concentracion local de CsrA permite que la porcién de RNA de baja afinidad que esta sobre
el SD interactué con el sitio libre de la proteina CsrA. c) La unidn del blanco de baja afinidad permite el
secuestro del sitio de union al ribosoma y como consecuencia un decremento en el inicio de la traduccién.

Tomado y modificado de Mercante et. al. 2009.
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El sistema Csr/Rsm es activado a través del sistema de
dos componentes GacS/GacA y su homologo BarA/UvrY

El sistema de dos componentes (TCS) GacS/GacA también referido como BarA/UvrY en
E. coli, VarS/VarA en Vibrio cholerae, LetS/LetA en Legionella pneumophila entre otros
(Lapouge et. al. 2007; Pernestig et. al. 2003; Lenz et. al. 2005; Hammer et. al. 2002), es el
principal regulador de la expresion de los sSRNAs del sistema Csr/Rsm. GacS es una cinasa
histidinica que utiliza un mecanismo de fosforelevo para activar a su regulador de respuesta
GacA. El regulador de respuesta GacA (UvrY en E. coli) es un miembro de la familia de
proteinas FixJ, que contiene un dominio receptor (REC) en el extremo amino terminal y un
dominio de unidn a DNA en el extremo carboxilo terminal. GacA una vez activado promueve
la expresion de los sSRNAs del sistema Rsm, estudios in vitro de unién a los promotores de
los genes csrB y csrC sustentan estas observaciones (Martinez et. al. 2014; Teplitski 2003);
sin embargo, los detalles del mecanismo de activacidén no han sido determinados.

Adicionalmente, dos cinasas histidinicas huerfanas llamadas RetS y LadS se han
relacionado con la funcién del sistema de dos componentes GacS/A en P. aeruginosa PAK
(Goodman et. al. 2004; Lin et. al. 2006; Ventre et. al. 2006; Bordi et. al. 2010). La interaccion
entre RetS y GacS da como resultado una disminucién en la fosfotransferencia de GacS hacia
GacA, indicando que RetS es un antagonista de GacS (Goodman et. al. 2009). Mutantes
nulas de P. aeruginosa PAK en retSy rsmA poseen fenotipos similares: una fuerte agregacion
célula-célula, una sobreproduccion de polisacaridos extracelulares dejando un fenotipo con
colonias pequeiias y un aumento en la formacién de biopelicula; ademas la disminucién de
la expresion del sistema de secrecidn tipo lll, asi como de la movilidad tipo twiching, debido
a la baja expresidn del pili tipo IV. LadS, la otra cinasa huérfana estimula la fosforilacién de
GacA y parece tener un posible contacto fisico con GacS, sin embargo, los experimentos
realizados hasta ahora no son contundentes. En las mutantes /adS, la formacion de
biopelicula esta disminuida, mientras que la expresion del sistema de secrecion tipo Il esta
aumentada.

Mas alla de las cinasas que son capaces de interactuar con GacS, una fosfotransferasa,
llamada HptB ha sido descubierta recientemente (Bordi et. al. 2010), HptB puede ser
fosforilada al menos por tres proteinas cinasas histidinicas llamadas PA1611, PA1976 vy
PA2824 (Hsu et. al. 2008). El resultado final de esta transduccién de seiales es la represién
del gen de rsmY sin afectar la expresién de los sRNAs de la familia RsmZ, aunque este
resultado aun resulta controversial (Bordi et. al. 2010; Jean-Pierre et. al. 2017).
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ANTECEDENTES GENERALES

Caracteristicas generales de Azotobacter vinelandii

Los miembros del género Azotobacter son células ampliamente distribuidas en suelo y
agua; se caracterizan por su forma de vida estrictamente aerobia y su crecimiento en medios
libres de nitrégeno; el género comprende al menos siete especies bien definidas A.
crocoocum, A. armeniacus, A. beijerinckii, A. nigricans, A. paspali, A. salinestris y A. vinelandii
(Jensen et. al. 1954; Kennedy et al. 2005).

Azotobacter vinelandii es una y-proteobacteria que pertenece a la familia
Pseudomonadaceae, Gram negativas, méviles por flagelos peritricos, mucoides, que se
pueden presentar en formas variables desde cocos a bacilos o en diadas con un tamafio que
vade 1.5a 2 um de didametro (Fig. 6), pleomorfica, aerobia, poliploide y fijadora de nitrégeno.
Se han descrito dos cepas, la E y la DJ, la cepa E fue aislada en la Universidad de Rutgers por
Jacob Lipman en 1903 y una de sus caracteristicas principales es la formacién de colonias
mucoides debido a la produccién de alginatos. Contrario a la cepa E, la cepa DJ no es
productora de colonias mucoides?, y en la cual se han realizado diversos estudios de genética
por su flexibilidad en el trabajo experimental.

El genoma de la cepa DJ de A. vinelandii fue completamente secuenciado por el DOE Joint
Genome Institute. El genoma descrito es de 5.3 Mpb (Setubal et. al. 2009) con un contenido
de GC del 65%; ha sido de gran interés biotecnoldgico por su capacidad de fijar nitrégeno en
condiciones aerobias y por la produccién de metabolitos secundarios como los alginatos y el
poli-B-hidroxibutirato (PHB) (Kennedy et. al. 1986; Galindo et. al. 2007).

En A. vinelandii se ha estudiado ampliamente la fijacidn de nitrégeno ya que tiene la
capacidad de mantener activa esta funcién en condiciones aerdbicas gracias a su capacidad
de generar un ambiente micro-aerofilico y su alta tasa de respiracidn. Por otra parte, posee
genes que codifican para tres nitrogenasas que utilizan diversos cofactores para su funcién:
Fe- Fe, Fe-Mo y Fe-Va, lo que le proporciona una amplia versatilidad dependiendo de la
disponibilidad de cofactores en el medio ambiente (Bishop et. al. 1980; Kennedy et al. 1987).

Los alginatos forman una importante familia de biopolimeros, son polisacaridos lineales,
compuestos por una cantidad variable de acido (1,4)B-D-manurdnico y su epimero acido a-
L- gulurdénico. Tienen una gran variedad de aplicaciones ya que son capaces de formar
estructuras gelificadas de diferentes grados de dureza siendo utilizados como emulsificantes
y viscosificantes por la industria alimenticia e inmovilizantes de enzimas en la industria
farmacéutica, entre otras aplicaciones (Galindo et al., 2007).

El poli-B-hidroxibutirato (PHB) es un poliéster de la familia de los polihidroxialcanoatos
gue es almacenado intracelularmente bajo condiciones de desbalance de nutrimentos por
A. vinelandii como reserva de fuente de carbono y energia. Se ha propuesto como una
alternativa en la produccién de plasticos biodegradables provenientes de fuentes
renovables, con caracteristicas semejantes a los derivados del petrdleo, ya que la
composicion monomérica del poliéster permite obtener plasticos biodegradables con

1a pérdida del fenotipo mucoide es resultado de una mutacion del gen que codifica para el factor sigma
AlgU implicado en la transcripcion de genes necesarios para la produccion de alginato (Martinez et al., 1996).
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caracteristicas fisicas que van desde materiales rigidos y quebradizos hasta productos
flexibles como el hule (Anderson y Dawes, 1990; Pefia et. al. 2016).

A. vinelandii en su interaccién con plantas produce fitohormonas reguladoras del
crecimiento vegetal, auxinas, giberilinas, citocininas y sideréforos, factores importantes en
su interaccién con plantas y otros microorganismos (Narula et al., 2000).

A. vinelandii tiene la capacidad de diferenciarse y formar quistes resistentes a la
desecacidn y a las radiaciones UV en condiciones desfavorables de crecimiento (Fig. 7). Al
inicio del proceso de diferenciacién las células pierden sus flagelos y presentan una ultima
divisién celular generandose dos células esféricas formadas por dos capas, una interna
llamada intina y una externa llamada exina las cuales estdn constituidas por alginato y
lipoproteinas en un 13% vy 32%, respectivamente; una vez que estan formadas estas capas,
se procede a la formacion de quistes maduros (15 um de largo por 2.0 um de ancho)
constituidos por un cuerpo central basal que en su interior contiene granulos de PHB. En
condiciones favorables el quiste inicia un proceso de germinacién con el hinchamiento del
cuerpo central provocando la ruptura de la exina emergiendo dos células que adquieren
nuevamente movilidad (Sadoff, 1975).

Fig. 7.- Micrografia electrénica de A. vinelandii en forma bacilar (A) y en forma de quiste (B). Tomado de Lara
2011y Segura et. al. 2004.

Regulacién de la produccion de metabolitos
secundarios: sistema de dos componentes GacS/A- Rsm
en A. vinelandii

En A. vinelandii, el sistema de dos componentes GacS/A regula positivamente la
produccién de metabolitos secundarios como el alginato, PHB y alquilresorcinoles
controlando la expresién de los genes algD, arpR y phbR que codifican para proteinas clave
en la produccion de los productos de metabolismo secundario en cuestién (Manzo et. al.
2012; Herndndez et. al. 2012; Romero et. al. 2013).

La produccion de alginato es mediada por la expresién de los genes contenidos en tres
unidades transcripcionales, pero la enzima clave en la produccién de alginato es la GDP-
manosa deshidrogenasa; producto del gen algD que posee una region reguladora compleja
presentando tres promotores de los cuales se conocen solamente dos reguladores; el
promotor uno (P1) es dependiente del factor ¢° y el promotor dos (P2) dependiente de
factor of (Castafieda et. al. 2001). El efecto de la mutacion en el gen gacA provoca la pérdida
de los transcritos provenientes de los tres promotores, lo cual no se pudo explicar hasta
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gue se relacionaron a los sSRNAs del sistema Rsm con el activador transcripcional GacA, se
demostré la interaccion de la proteina RsmA con el RNAm del gen algD y a través de ensayos
de retardo de corrimiento electroforético (EMSA) lo que sugiere que la proteina RsmA
regula de manera negativa la expresién del gen algD y por lo tanto la sintesis del alginato
ya que su sobre expresion redujo la sintesis de este polimero (Manzo et. al 2012); sin
embargo, quedan mas estudios por realizar para poder dilucidar el papel que tiene la
proteina RsmA en cuanto a la regulacion del gen algD in vivo.

Durante el proceso de enquistamiento A. vinelandii produce alquilresorcinoles los cuales
reemplazan a los fosfolipidos de la membrana en la capa que forma la exina del quiste. Los
alquilresorcinoles son lipidos fendlicos con cadenas carbonadas largas, de 23 a 25 residuos,
gue son sintetizados durante la fase estacionaria del crecimiento del microrganismo; ya que
en esta etapa el 0.01% de las células son quistes, para el estudio en el laboratorio se puede
inducir la formacién de quistes a través de la adicién de butanol o PHB como fuente de
carbono (Reusch & Sadoff 1983; Segura et. al. 2009). El operdn arsBCD codifica para las
enzimas responsables de la produccién de estos polimeros. ArsB y ArsC son policétidos
sintasas de tipo Ill que sintetizan alquilresorcinoles y alquilpironas respectivamente;
mientras que ArsA es una sintasa de acidos grasos que es la encargada de alargar la cadena
carbonada. ArpR es un regulador transcripcional de tipo LysR y tiene la funcién de activar la
transcripciéon del operdn arsABCD y se ha demostrado experimentalmente que la proteina
RsmA controla negativamente la traduccion de este regulador impidiendo asi la sintesis de
estos compuestos fendlicos mientras que GacA y RsmZl controlan positivamente su
expresion (Romero et. al. 2016).

Finalmente, la produccién de PHB es mediada a través de las enzimas biosintéticas
codificadas a través del operdn phbBAC y del activador transcripcional phbR que permite su
transcripcion y de similar a los alquilresorcinoles, RsmA controla al activador transcripcional
phbR impidiendo su traduccion y por lo tanto impidiendo la expresién de los genes
biosintéticos correspondientes (Henandez et. al. 2012)

ANTECEDENTES ESPECIFICOS

A diferencia de RsmA/CsrA, que es una proteina muy conservada entre las gamma
proteobacterias, los ortélogos de csrB (rsmB) no presentan identidades significativas a nivel
de secuencia. Sin embargo, las estructuras secundarias de las moléculas de RNA generadas
a partir de su transcripcién resultan ser muy parecidas (Romeo et al.,, 1998). Con las
consideraciones anteriores, tomando como patrén de comparacién al gen homologo rsmB
de P. protegens (prrB o rsmZ) (Aarons, et al., 2000, Heeb et al., 2002) se realizo la busqueda
de un gen homodlogo en la secuencia del genoma de A. vinelandii, encontrando una regidn
que presentd solo 36% de identidad con prrB. Mediante el programa MFOLD (Zuker et al.,
1991) se predijo la estructura secundaria del RNA codificado por nuestro gen putativo y se
observaron estructuras de tallo y asa similares a las de prrB (rsmZ1) (Aarons et al., 2000). A
través de alineamientos locales con una baja astringencia en el apareamiento del gen rsmZ
de P. aeruginosa, se obtuvieron nueve sRNAs putativos, llamados rsmZ1-Z7, rsmY1y Y2 de
acuerdo con la clasificacién realizada por Moll en 2010 (Manzo et. al. 2012).
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Una vez obtenidas las secuencias de sRNAs se llevo a cabo la caracterizacion de los genes
rsmZ1 y rsmZ2, se determind el nivel de expresiéon que alcanza su maximo en fase de
crecimiento estacionaria, la expresion de ambos genes es dependiente del regulador de
respuesta GacA. El efecto de la mutacién de cualquiera de estos dos alelos produce la
disminucion de la produccidn de alginato de casi cinco veces respecto a la produccién de la
cepa silvestre, ademas su capacidad de interactuar con la proteina RsmA fue demostrada a
través de ensayos de retardo electroforético (EMSA) (Manzo et. al. 2012).

Los demds sRNAs de la familia RsmZ poseen las siguientes caracteristicas: se encuentran
codificados en regiones intergénicas dentro del genoma de A. vinelandii (Fig. 8), su
estructura secundaria se observa es en forma de tallo y asas, estas Ultimas poseen los
motivos de unién con la proteina RsmA y poseen un terminador fuerte independiente de la
proteina Rho. En cuanto a los sRNAs de la familia RsmY, inicialmente se describieron dos
alelos, rsmY1 y rsmY2; sin embargo, en la region reguladora del gen rsmY2 no se encontrd
sitio de unidn a la proteina GacA, ademas su localizacidén en el genoma sugeria que estos
genes eran una sola unidad transcripcional ya que los genes rsmY1y rsmY2 se encontraban
Mmuy cercanos con una region intergénica de 88 pb. Se comprobé a través de un estudio tipo
northern blot y RT PCR punto final que rsmY1-Y2 codifican para un solo gen que transcribe
para una molécula de RNA de 336 rb (Teran 2011; Hernandez et. al. 2012).
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Fig. 8.- Contexto gendmico de los nueve sRNAs del sistema Rsm en A. vinelandii cepa DJ. Los sRNAs
rsmZ1-Z7 y rsmY1 y Y2 se encuentran de color rojo, los genes y las secuencias de proteinas se encuentran
indicadas de color verde y turquesa respectivamente. Imagen generada a través del programa Artemis (Carver
et. al. 2012).
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Por otra parte, se han realizado estudios in silico con la finalidad de encontrar los genes
blanco de regulacion de la proteina RsmA; una busqueda bioinformatica en el genoma de
A. vinelandii DJ utilizando la secuencia consenso de pegado de RsmA descrita para
enterobacterias a través de una metodologia llamada Selex (RUACARGGAUGU, R=A0G)y
posteriormente utilizando la secuencia encontrada para las Pseudomonadaceas (Dubey et.
al. 2005). La busqueda en las regiones intergénicas del genoma de A. vinelandii D) arrojo
pocos resultados en comparacidn con los elementos regulados por RsmA en otros géneros
bacterianos, por lo que esta secuencia se acoté a CANGGANG y se tomd como pardmetros
de busqueda el que las cajas no estuvieran a mdas de 300 pb del inicio putativo de la
transcripcion del gen, tal busqueda dio por resultado un total de 358 regiones intergénicas.
Posteriormente, se generé la estructura secundaria de las regiones obtenidas utilizando el
programa M-fold, con el que se obtuvo que el 87% de las secuencias encontradas formaban
la estructura caracteristica de tallo y asa con el motivo GGA en las asas que es necesario
para la unién de la proteina RsmA y su consiguiente regulacién (Lépez, 2011). Dentro de los
resultados obtenidos en la busqueda bioinformatica encontramos el gen algD, phbR y la
policétido sintasa lll, los cuales se ha demostrado interactian con la proteina RsmA in vitro
y son regulados por el sistema Rsm (Manzo et. al. 2012; Hernandez et. al. 2012; Romero et.
al. 2013).

Finalmente, a pesar de los estudios realizados anteriormente alin no se conoce la cinética
de expresion y cuales son las sefiales que impactan sobre la expresién de los SRNAs rsmZ1-
7 y rsmY en la cepa E de A. vinelandii y su impacto sobre la produccién de alginato; con el
estudio de estas caracteristicas se puede incidir sobre ellas para poder lograr un mejor
entendimiento del sistema y obtener una forma de controlar la expresion de los sSRNAs y al
mismo tiempo la produccién de metabolitos secundarios de interés biotecnolégico.
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JUSTIFICACION

El sistema de regulacion post-transcripcional Rsm tiene papeles importantes en la
regulacion de la traduccién de genes que pueden estar regulando funciones, que van desde
virulencia en bacterias patdgenas, la produccién de agentes biocontrol en bacterias que se
relacionan con plantas hasta la produccion de metabolitos secundarios como son la
produccién de alginatos, PHB y alquilresorcinoles en A. vinelandii. El estudio del sistema
Rsm nos permitirad conocer los elementos que participan en la regulacion de la produccidn
de estos metabolitos secundarios en A. vinelandii, por lo que el estudio de los mecanismos
involucrados en la modulacién de la expresidon de los genes biosintéticos nos permitira
incidir sobre las estrategias para impulsar su produccién.
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HIPOTESIS

La regulacion de la produccion de alginato y alquilresorcinoles a través de los sSRNAs del
sistema Rsm estd influenciada por la fuente de carbono utilizada durante el crecimiento.

Los genes rsmY1 y rsmY2 son transcritos en una unidad transcripcional funcional in vivo
que regula la expresion del gen algD en A. vinelandii.

El gen algD es regulado a nivel transcripcional de manera indirecta a través del sistema
Rsm en A. vinelandii.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Estudiar al sistema Rsm de Azotobacter vinelandii

Objetivos particulares:

1. Estudiar el efecto de la fuente de carbono sobre la expresién de los sRNAs de la
familia Rsm (RsmZ1-Z7 y RsmY).

2. Evaluar la expresion de RsmZ1-Z7 y RsmY en condiciones no diazotroficas

3. Determinar el efecto de la mutacién individual de los sRNAs rsmZ1-Z7 sobre la
produccién de alginato en presencia de fuentes de carbono glucoliticas y
gluconeogénicas.

4. Caracterizar funcionalmente la unidad transcripcional del gen rsmY sobre los
fenotipos de alginato y alquilresorcinoles.

5. Evaluar el efecto de la mutacidn del gen rsmY sobre la expresién del gen algD.

6. Estudiar el efecto de la mutacion del gen rsmA sobre el blanco de regulacion algD a
nivel transcripcional y post-transcripcional en cepas de A. vinelandii no productoras

de alginato y con actividad disminuida de la proteina GDP-manosa deshidrogenasa.
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MATERIAL Y METODOS

Las cepas utilizadas y los pldsmidos usados se enlistan en la Tabla 1 de la seccién de
anexos. La cepa E de A. vinelandii fue utilizada para este estudio. Las condiciones de
crecimiento fueron a 30°C en medio minimo Burk’s libre de sales de nitrégeno
suplementado con 20g/L de sacarosa (BS), fructosa (BFru), glucosa (BGlu) o succinato
(BSuc). La cepa de E. coli DH5-a fue crecida en medio Luria-Bertani (LB) a 37°C. Las
concentraciones de antibidticos utilizadas (en pug/ml) para A. vinelandii y E. coli fueron las
siguientes, respectivamente: tetraciclina (Tc), 40 y 20; kanamicina (Km), 4 y 20; gentamicina
(Gm), 1.5y 10; estreptomicina (Sm) 2 y 20; ampicilina (Ap), 0 y 100 y acido nalidixico (Nal),
10 y 10. Las transformaciones en A. vinelandii se llevaron a cabo como previamente se ha
descrito (Bali et. al 1992) con algunas modificaciones reportadas (Ahumada et. al. 2017).

Procedimientos de manejo de acidos nucleicos

El aislamiento de DNA vy los procedimientos de clonacion fueron llevados como se ha
descrito anteriormente (Sambrok et. al. 1989). Las secuencias del genoma de A. vinelandii
DJ fue utilizada para disefiar los oligonucledtidos utilizados para las amplificaciones por PCR.
Las enzimas DreamTaq polimerasa (Thermo Fisher Scientific) y Vent DNA polimerasa (NEB)
fueron utilizadas para las amplificaciones por PCR.

Construccion de las fusiones transcripcionales ErsmZ1-
7y ErsmY

Los fragmentos conteniendo las regiones promotoras de rsmZ1, rsmZ2, rsmZ4, rsmZ5,
rsmZ6, rsmZ7y rsmY fueron obtenidos de los pldsmidos pSAHFUSTs-Z1-Z7 y pSAHFUSTs-Y1
(PrsmZ1-7 y PrsmY1) (Hernandez-Eligio et. al. 2012) cortandose con la enzima EcoR1,
mientras que la regién promotora de rsmZ3, fue obtenida por escisidn con la enzima Xbal.
Los fragmentos PrsmZ1-7 fueron individualmente clonados en el vector integrativo
PUMATcgusAT (Muriel et. al. 2015), generando las fusiones transcripcionales pUMA-gusAT
(Tc") para cada gen. Este vector dirige la integracion de la fusidn gusA en el locus neutral
melA. Los plasmidos resultantes (llamados pUMAQusAT — rsmZ1 a rsmZ7 y rsmY1) fueron
linearizados con Scal y transformados en la cepa E. La seleccion de la doble recombinacién
homodloga Tc" que porta la integracion de las fusiones individuales pUMAgusATrsmZ1-Z7 y
rsmY fueron aisladas y confirmadas por PCR. Las cepas resultantes fueron llamadas EZ1T
(PUMAgusAT-rsmZ1), EZ2T (pUMAgusAT-rsmZ2), EZ3T (pUMAgusAT-rsmZ3), EZ4T
(PUMAgusAT-rsmZ4), EZ5T (pUMAgusAT-rsmZ5), EZ6T (pUMAgusAT-rsmZ6), EZ7T
(PUMAgusAT-rsmZ7), EYT (pUMAgusAT-rsmY1) (Tablal).

Construccion de la fusion transcripcional EgyrAT

El fragmento de 130 pb conteniendo la regidn reguladora del gen gyrA de A. vinelandii
(PgyrA) (Avin_RS07245) fue amplificado por PCR utilizando los oligonucledtidos DgyrAXbal
y RgyrEcoRI, que contienen sitios de restriccién para Xbal y EcoR| respectivamente. El
fragmento PgyrA fue clonado en el vector pUMATcgusAT linearizado con las enzimas Xbal
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y EcoRl, generando la fusion transcripcional PgyrA-gusA. El plasmido fue linearizado con la
endonucleasa Scal y fue transformado en la cepa E. La cepa EgyrAT generada por doble
recombinacion homologa fue confirmada a través de PCR.

Mutantes generadas en la cepa E de A. vinelandii

Mutaciones del sRNA rsmY

En el estudio del sSRNA RsmY, se obtuvieron dos mutantes: ErsmY1y ErsmY1Y2 utilizando
los plasmidos pGemArsmYy pGemArsmXY conteniendo las remociones correspondientes a
los alelos rsmY1y rsmY1Y2 generados por Teran (2011).

Complementaciéon de las mutantes EY1 y EY1YZ2

Para llevar a cabo el analisis genético de complementacién de las mutantes generadas
para EY1 y EY1Y2 las construcciones pUMATcY1Y2 y pUMATcY1 generadas por Mena en
2015 fueron utilizadas. Un fragmento 0.782 kb clonado en el vector pGemT-Easy
conteniendo los locus rsmY1 y rsmY2 mas una regidn de 0.22 kb con el promotor putativo
y la caja de pegado a GacA fue escindido con una endonucleasa Pstl y clonada en el vector
pUMATCc (Cocotl-Yafiez et. al. 2014). El plasmido resultante fue llamado pUMATcrsmY1Y2y
fue utilizado para la transformacion de la cepa E de A. vinelandiiy las mutantes EY1y EY1Y2.
Transformantes resistentes a Tc fueron aisladas y confirmadas por PCR. Las cepas
recombinantes fueron llamadas EY1/Y1Y2y EY1Y2/Y1Y2

La generacién de un segundo plasmido utilizado para el ensayo de complementacion fue
disefiado de la siguiente manera: un fragmento de DNA de 0.349 kb conteniendo la region
estructural del gen rsmY1 mas 0.22 kb de la secuencia rio arriba mas su regién reguladora
(Mena 2015) fue clonada en el vector pGem-T Easy, generando un plasmido llamado
pGO0.35rsmY. Posteriormente fue escindido de este vector a través de los cortes con enzimas
de restriccion Sacl y Sacll y clonado en el vector pUMATc, resultando en el plasmido
pUMATcrsmY1. De la misma manera que para la complementacion del alelo rsmY1Y2,
fueron generadas las recombinantes EY1/Y1y EY1Y2/Y1.

Generacion de mutantes rsmA

Se generd la mutacion en gen rsmA a través del plasmido mutagénico construido por
Sandoval 2014 llamado pGAH1Gm contienendo el gen rsmA con una mutacidn por insercién
de un casete de resistencia a gentamicina (Alexeyev et. al. 1995) en el codén 51 de la
proteina. Células competentes de las cepas E, AEAD y A2 fueron transformadas con el
plasmido pGAH1Gm; las transformantes resistentes a gentamicina fueron seleccionadas y
verificadas a través de PCR amplificando con oligonucledtidos llamados rsmAFw y rsmARv
los que amplifican un fragmento de 2.1kb. Las mutantes derivadas conteniendo la mutacién
en rsmACT::Gm fueron llamadas AErsmACT, AEADrsmACT, A2rsmACT respectivamente. De
la misma manera un plasmido mutagénico similar al pGAH1Gm, pero con un casete de
resistencia a kanamicina (pGAH1Km) fue transformado en las cepas conteniendo las
fusiones cromosomales transcripcional y postranscripcional del gen algD, AED-‘gusA y AED-
gusA (Garcia Aguilar 2013). Las transformantes resistentes a Km fueron aisladas y
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confirmadas por PCR. Estas mutantes fueron llamadas AED-gusArsmACT vy AED-
‘gusArsmACT respectivamente.

Métodos analiticos

La produccidn de alginato fue determinada por espectrofotometria de acidos urdnicos
con carbazol (Knutson & Janes 1968). La sintesis de ARs fue determinada como se ha
descrito previamente (Ttuscik & Mejbaum-Katzenellenbogen 1981). La actividad PB-
glucuronidasa fue medida como fue reportado por Wilson et. al. (1995); 1U corresponde a
1nmol de p-nitrofenil-B-D-glucuronido hidrolizado por min por mg de proteina. La proteina
fue determinada por el método de Lowry (Lowry et. al. 1951).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados y discusidon de este estudio se dividieron en tres apartados:

Efecto de la fuente de carbono sobre la expresion de los sSRNAs de la familia
Rsm

Caracterizacion funcional del gen rsmY

La mutacion del gen rsmA afecta la expresion del gen algD a nivel
transcripcional y post-transcripcional en cepas de A. vinelandii no
productoras de alginato y con actividad parcial de la proteina GDP-manosa

deshidrogenasa.
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Efecto de la fuente de carbono sobre la
expresion de los sRNAs de la familia Rsm

Para estudiar la expresién de los ocho sRNAs del sistema Rsm en A. vinelandii se
generaron cepas que poseen una fusion individual de los promotores correspondientes a
cada una de las regiones reguladoras de los sSRNAs en el genoma de A. vinelandii (EZ1-Z7Ty
EYT); estas cepas fueron cultivadas en medio minimo Burk’s Sacarosa y se determind su
cinética de expresidn observandose que va aumentando conforme avanza la curva de
crecimiento (Fig. 9A). Es de notar que, aunque los patrones de expresion son similares, los
niveles de expresion son diferentes entre los diversos elementos del sistema. Los elementos
de la familia RsmZ tienen un maximo de expresién en la fase estacionaria de crecimiento
(36h) como ha sido descrito en P. protegens y en P. aeruginosa, (Kay et. al. 2005; Romeo et.
al. 1998). Sin embargo, la transcripcion de rsmY va en aumento desde las 12 horas y alcanza
su maximo de expresion a las 24 horas durante la fase estacionaria temprana de
crecimiento (Fig. 9B).

Los promotores de los genes rsmZ1, rsmZ3 y rsmZ5 presentan la actividad mas baja
respecto los promotores de las regiones de rsmZ2, rsmZ4, rsmZ6 y rsmZ7; es notorio que
rsmZ1 muestra la expresién mas baja mientras que rsmZ2 muestra la mayor actividad de
promotor a lo largo de la curva de crecimiento (Fig. 9B y 9C).

Las diferencias en los niveles de expresion pueden ser reflejo de las diferencias en sus
regiones reguladoras, incluyendo la localizacion de la caja de unién a GacA. Las regiones
reguladoras de los alelos de los rsmZ1-7 pueden ser agrupadas entre aquellos que
contienen una regiéon reguladora larga como es el caso de rsmZ1 y rsmZ2 y aquellos que
poseen una regidn reguladora corta para el resto de los rsmZs (rsmZ3-7). En el caso de
rsmZ1-2, aunque tienen una regién reguladora de tamafo similar, poseen diferencias en la
secuencia. La presencia de sitios de unién putativos a H-NS e IHF presentes entre la caja de
unién a GacAy el inicio de la transcripcién para rsmZ1 y rsmZ2 respectivamente, sugieren
que la participacién de estos reguladores podria estar influenciando la expresion de los
sRNAs en A. vinelandii, los sitios virtuales de unién a estos reguladores fueron encontrados
a través de los programas Virtual Footprint-Prodoric y Softberry-BPROM se muestran en la
Fig. 10
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Fig.9.- Fig.- Fig. 9.- Cinética de expresion de los sRNAs rsmZ1-7 de A. vinelandii a lo largo de la curva de
crecimiento. La curva de crecimiento de las fusiones transcripcionales crecidas en medio minimo Burk’s (A);
la medicién de la expresidn de las fusiones transcripcionales de los sSRNAs rsmZ1, rsmZ3, rsmZ5y rsmY a lo
largo de la curva de crecimiento (B); las mediciones de la actividad B-glucuronidasa de las cepas conteniendo
las fusiones rsmZ2, rsmZ4, rsmZ6, y rsmZ7 (C). Las mediciones se realizaron en medio Burk’s con sacarosa al
2% como Unica fuente de carbono; las muestras se tomaron en los tiempos indicados por triplicado.
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Fig.10.- Alineamiento de los SRNAs de la familia RsmZ. La caja de pegado a GacA esta subrayada en
negro, los posibles sitios de unién para IHF y H-NS se encuentran sefialados en verde y amarillo
respectivamente.

Evaluacion de la expresion de los SRNAs rsmZ1-7 en
diferentes fuentes de carbono

En microorganismos como E.coli el sistema Csr controla el metabolismo carbonado y
distintas fuentes de carbono modifican la expresién de los SRNA homodlogos CsrB o CsrC. Asi
mismo, en P. protegens, el crecimiento bacteriano en presencia de intermediarios del ciclo
de Krebs como succinato o malato promueve la expresion de los sSRNAs-rsm. Por tanto, se
exploré el efecto que tiene distintas fuentes de carbono en la expresion de los sSRNAs-rsmZ.
Para ello, las cepas de A. vinelandii conteniendo las fusiones de las regiones promotoras de
los EZ1-7T y EYT se crecieron en medio minimo adicionado con glucosa (BGluc) o fructosa
(BFru) como fuentes de carbono glucoliticas, mientras que el succinato (BSuc) fue utilizado
como fuente de carbono gluconeogénica (Fig. 11)

La expresion del promotor de los genes rsmZ1-7 fue mayor en presencia de succinato
gue en las otras dos fuentes de carbono, glucosa o fructosa (fig. 11C). Independientemente
de la fuente de carbono utilizada, la expresién de rsmZz2, rsmZ6 y rsmZ7 fue superior a los
demads sRNAs del sistema; mientras que rsmZ1 presentd el nivel de expresion mas bajo.
Interesantemente, los niveles de expresion de los sRNAs en fructosa y glucosa (Fig. 11 Ay
11B) fueron diferentes, aunque estos substratos pueden producir una cantidad similar de
metabolitos del ciclo de Krebs, presentandose una mayor expresidon en presencia de
fructosa que en glucosa. Este resultado sugiere la existencia de seifales adicionales
responsables del aumento de la expresidon en dicha condicidn. Se utilizé6 como control
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negativo la medicién de la expresion del promotor de gen constitutivo gyrA que codifica
para la DNA girasa de A. vinelandii; los resultados demuestran que la expresién del
promotor es constante en las tres fuentes de carbono ensayadas (Fig. 11 D)
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Fig. 11.-Medicion de la expresion de los sSRNAs rsmZ1-7 de A. vinelandii en presencia de fuentes de carbono
glucoliticas fructosa y glucosa (A y B respectivamente) y en una fuente de carbono gluconeogénica (C).
Expresion del promotor gyrA en medio Burk’s con fuente de carbono al 2%: sacarosa, fructosa, glucosa y
succinato (D).

Otro de los efectos se analizé fue la expresidn de los sSRNAs en condicién de adiazotrofia.
A. vinelandii es un microorganismo de vida libre y tiene la particularidad de fijar nitrégeno
en condiciones aerdbicas por lo que ha sido un microorganismo modelo en el estudio de Ia
regulacién genética de la fijacidn de nitrégeno junto con Klebsiella pneumoniae desde los
afios 70’s (Dixon et. al. 1978; Kennedy, 1978; Roberts et. al. 1978); Aunque los mecanismos
por los cuales se regula la fijacidn de nitrégeno en estas dos bacterias poseen muchos
elementos genéticos similares, la regulacién por la que se lleva a cabo el proceso de fijacion
de nitrégeno es muy particular para cada uno de estos microorganismos (Klipp et. al. 2004).
Se realizd la cuantificacion de la actividad B-glucuronidasa de las fusiones transcripcionales
EZ1-Z7T y EYT en medio rico PY el cual contiene peptona de caseina que le proporcionan al
medio una fuente de efectiva de nitrégeno por lo que el microorganismo opta por la
asimilacion de esta fuente de nitréogeno y por lo tanto permite un crecimiento adiazotrofico.
Interesantemente, la actividad de todos los sRNAs en esta condicion se encuentra
disminuida; sin embargo, debido a que el medio PY se desconoce la composicidon exacta de
sus componentes, se realizd un experimento para comprobar que el efecto de represion
observado es producido por la fuente de nitrégeno. Se midid la expresién de los sRNAs en
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medio minimo (BS) adicionado con amonio a una concentracion 3mM, ya que se ha
reportado que la nitrogenasa es completamente reprimida a concentraciones mayores de
30 uM (Kleiner et. al. 1974). La expresiéon de los sSRNAs en medio BS-NH4 es similar a la
expresion en medio PY (Fig. 12), lo que sugiere que el amonio tiene un efecto de represién
sobre la expresién de éstos sRNAs; de esta manera, el amonio podria estar funcionando
como una molécula sefial que permite la liberacidn de la proteina RsmA para actuar sobre
los genes blancos de regulacidn relacionados con el crecimiento adiazotrofico. Sin embargo,
El efecto observado no permite discernir si el efecto de represidon por el amonio es por su
participacién como una molécula sefial o bien, por consecuencia del cambio del estado
fisioldgico de la célula.

10+ Ea PY BS-NH4 3mM

B-gluc (U)
p-gluc (U)

SRV IR IRV IR

R R A IR

Fig. 12.- Efecto del amonio sobre la expresion de los sSRNAs del sistema Rsm. Medicidn de la expresion
glucuronidasa en medio rico PY adicionado con sacarosa al 2% y en medio minimo adicionado con amonio
3mM, Ay B respectivamente.
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Efecto de la mutacion de los sRNAs rsmZ1-7 sobre la
produccion de alginato

Mientras que la importancia de RsmZ1 y RsmZ2 en la produccion de alginato ha sido
previamente descrita, demostrando que en ausencia de RsmZl o RsmZ2, su sintesis
disminuye un 70% (Manzo et. al. 2012). Se decidié medir el efecto sobre la produccion de
alginato de las mutaciones individuales para todos los elementos de la familia RsmZ3-Z7
para saber cudl es el efecto sobre la produccién de alginato en presencia de las fuentes de
carbono glucoliticas y gluconeogénicas anteriormente utilizadas para la medicidn de la
expresion de dichos elementos reguladores.

Las mutantes de los genes individuales de los rsmZ1-7 (EZ1-7) fueron crecidas en medio
minimo Burk en presencia de diferentes fuentes de carbono y se determind la produccion
de alginato, donde la eliminacién individual de los sRNAs del sistema no produce la
abrogacion total de la produccion de alginato (Fig. 13). En glucosa, las mutantes rsmZ1,
rsmZ2, rsmZ4 y rsmZ5 presentan un fenotipo parcial en la producciéon de alginato mientras
gue las mutaciones en rsmZ3, rsmZ6 y rsmZ7 no tienen efecto en la produccion del
polimero; mientras que en fructosa se observa un efecto positivo acentuado para estos
sRNAs. Posiblemente el efecto positivo esté correlacionado con lo observado en la
expresion de los sRNAs en esta fuente de carbono en el ensayo de expresién mostrado
anteriormente. La pérdida de rsmZ1 y rsmZ4 inhibe casi por completo la produccion de
alginato, mientras que la ausencia de los demds sRNAs disminuye la produccién de alginato
de 3 a 5 veces (Fig.13).
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Fig. 13.- Efecto sobre la produccion de alginato de las mutantes rsmZ1-7 de A. vinelandii
en medio Burk’s adicionado con glucosa o fructosa al 2% (A y B respectivamente).

El efecto de las mutaciones individuales fue probado en succinato (Suc) como fuente de
carbono; bajo esta condicion, la pérdida de rsmZ2 afecta completamente la produccién de
alginato, lo cual correlaciona con el grado de expresion de este RNA regulador en esta
fuente de carbono. La ausencia de rsmZ1 y rsmZ4 disminuyé la produccién del polimero 70
al 80 % respectivamente lo cual denota la importancia de estos sRNAs bajo esta condicion
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experimental. Finalmente, la ausencia de rsmZ3, Z5, Z6 o Z7 solo reduce la sintesis de
alginato en un 25% sugiriendo una participacion menor bajo esta condicién de crecimiento
(Fig. 14).

6~ Succinato

mg alginato / mg proteina
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Fig. 14.- Cuantificacion de la produccion de alginato en presencia de succinato al 2% como fuente de carbono
en las mutantes ErsmZ1-Z7 de A. vinelandii.
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Efecto de los SRNAs RsmZ1-7 en la produccién de
alquilresorcinoles

En A. vinelandii la produccién de alquilresorcinoles (ARs) es otro metabolito que esta
regulado por el sistema Gac-Rsm (Romero et al., 2016); estos compuestos aromaticos son
producidos durante el proceso de diferenciacién permitiendo la formacién del quiste
resistente a la desecacidn. Se ha descrito que A. vinelandii puede inducir la formacién de
quistes a través de la adicién de n-butanol como Unica fuente de carbono por lo que
decidimos explorar la expresion de los SRNAs rsmZ1-7 bajo esta condicidén experimental. Tal
como ocurrié en las demds fuentes de carbono, la expresion de los sSRNAs es variable. Sin
embargo, en esta condicidon rsmZ2 presenta el maximo nivel de expresion, rsmZ1y rsmzZ5
presentan el menor nivel de expresidn mientras que los demas sRNAs presentan una
expresion similar (Fig. 15 A).

La produccidn de alquilresorcinoles fue determinada en las mutantes individuales de los
sRNAs EZ1-7 y se pudo observar que el efecto de la mutacion en el alelo rsmZ1 produjo una
reduccién de la produccidn de alquilresorcinoles del 70%. Interesantemente, las mutantes
rsmZ2, rsmZ4y rsmZ5 resultaron en una reduccién de la acumulacién de ARs del 83 al 95%.
Es notorio que, aunque la expresion de rsmZ6 y rsmZ7 bajo esta condicion fue mayor que
rsmZ1, la ausencia de rsmZ1 produce un mayor efecto que la ausencia de rsmzZ6 y rsmzZ7
(Fig. 15 B).
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Fig. 15.- Efecto de la induccion del enquistamiento sobre la expresién de RsmZ1-27 y efecto de la mutacion de

los SRNAs rsmZ1-7 (A y B respectivamente). La induccion del enquistamiento se realizé a través de la adicidon
de butanol como unica fuente de carbono en medio minimo Burk'’s.
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Discusion

En el estudio realizado acerca de la regulacién ejercida por los elementos sRNAs del
sistema Rsm en A. vinelandii se observé que la expresion de los sSRNAs de la familia RsmZ
aumenta respecto al tiempo, teniendo un maximo en fase estacionaria (36 horas) como ha
sido descrito para otras Pseudomonadaceas y a diferencia de lo que sucede con rsmyY, la
expresion alcanza su maximo de expresion a las 24 horas en fase estacionaria tempranay
se mantiene a lo largo de la curva de crecimiento. En P. protegens, los sRNAs del sistema
Rsm son expresados diferencialmente, rsmZ es transcrito principalmente en fase
estacionaria tardia mientras que rsmXy rsmY son expresados paralelamente a través de la
curva de crecimiento (Kay et. al. 2005).

La expresion de los sRNAs es muy variable en todas las fuentes de carbono ensayadas,
tanto en las fuentes de carbono glucoliticas como en la gluconeogénica. Las diferencias en
los niveles de expresion reflejan las diferencias que existen en sus regiones reguladoras,
incluyendo la localizacion de la caja de pegado a GacA. Las regiones reguladoras de los
sRNAs de la familia RsmZ pueden ser divididas en dos grupos: aquellos con una regién
reguladora larga (rsmZ1y rsmZ2) y los sSRNAs con regiones reguladoras cortas (rsmZ3-7). Sin
embargo, aunque las regiones reguladoras de rsmZ1 y rsmZ2 tienen una longitud muy
parecida, las secuencias no estan conservadas, lo cual podria explicar la diferencia en la
expresion observada; en ambos casos las secuencias presentes entre la caja de unién a GacA
y el inicio de transcripcidén se presenta un alto contenido en secuencias AT sugiriendo la
unién de reguladores transcripcionales que presentan afinidad por estos sitios como son
IHF (Avin_15880) y H-NS (su homologo en las Pseudomonadaceas MvaT encontrado en A.
vinelandii DJ Avin_38310). Utilizando las herramientas bioinformaticas Virtual Footprint-
Prodoric y Softberry-BPROM se encontrd un sitio putativo para IHF y H-NS en las regiones
reguladoras de rsmZ2 y rsmZ1 respectivamente. Elementos similares se han descrito como
reguladores de rsmZ en Pseudomonas spp. En P. protegens, IHF tiene la capacidad de unirse
a la region reguladora de rsmZ, mientras que en P. aeruginosa, H-NS se une a una region
rica en AT de la regidon reguladora de rsmZ reprimiendo su expresion.

Otro elemento que podria estar regulando la expresion de los elementos del sistema
Rsm es la conservacion de la caja de pegado a GacA (TGTAGGNNATNNCTTACA); como se
muestra en la figura 10; excepto para rsmZ1, las regiones reguladoras de los demas genes
rsmZ muestran una caja de pegado a GacA conservada. Puesto que rsmZ1 muestra la caja
de pegado a GacA menos conservada podria estar influyendo en su expresion ya que este
elemento presenta poca actividad respecto a los otros elementos del sistema RsmZ,
sugiriendo que la conservacion de la caja de pegado a GacA podria ser uno de los elementos
determinantes en el nivel de expresion de los sRNAs. Sin embargo, la expresiéon de los
demads sRNAs (rsmZ2-7) es muy variable, lo cual implica que la caja de pegado a GacA es un
elemento necesario, pero no suficiente para establecer la maxima expresion de los
elementos del sistema.

Ademas de los elementos que pueden estar regulando a nivel transcripcional la
expresion de los sSRNAs, se exploro el efecto que tiene la fuente de carbono en la expresion
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de los sRNAs del sistema, dos fuentes de carbono que utilizan la via glucolitica para su
metabolismo (glucosa y fructosa) y una utilizando la via gluconeogénica (succinato). Se
observé que, aunque la fructosa y glucosa siguen una via glucolitica y pueden producir la
misma cantidad de metabolitos del ciclo de Krebs, el resultado de la expresion de los sSRNAs
en fructosa sugiere la existencia de sefales adicionales responsables del aumento de los
niveles de expresion en rsmZ1l-7. En A. vinelandii existen diferencias claras en el
metabolismo de estas hexosas; la asimilacién de glucosa es llevada a cabo por el
transportador GIuP y es oxidada a través de la via Entner- Doudoroff (Quiroz et. al. 2017).
En el caso de la fructosa, la presencia de los genes fruA (Avin_RS05545), fruB
(Avin_RS005535) y fruK (Avin_RS05530) en el genoma de varias cepas de A. vinelandii
sugiere que, como en Pseudomonas putida, la fructosa es asimilada a través del sistema
PTSFY (phosphoenolpyruvate: carbohydrate-phosphotransferase system por sus siglas en
inglés) que, bajo la conversion a fructosa 1-6 bisfosfato sigue la via glucolitica Embden-
Meyerhof. Posiblemente las diferencias observadas en la expresion de los SRNAs rsmZ1-7y
rsmY en presencia de glucosa o fructosa se deban principalmente a diferencias en la
asimilacidon y metabolismo de estos azucares. Adicionalmente, el sistema de asimilacidn
PTSF se ha demostrado que tiene funciones regulatorias; en P. putida el sistema PTSf Y estd
relacionado al sistema PTSN'" (nitrogen non related PTS system), el cual es un sistema PTS
no candnico reportado en varias Pseudomonadaceae ya que ha perdido la subunidad para
el transporte de carbohidratos, por lo que este sistema no esta implicado en el transporte
de carbohidratos (Pfliiger-Gra et. al. 2014). En A. vinelandii el sistema PTSN' controla la
produccién de metabolitos secundarios como PHB y ARs. Ademas, la asimilacion de fructosa
por el sistema PTSf™ genera fructosa-1-P, que es un efector negativo del regulador
FruR/Cra. En E. coli, FruR/Cra controla un gran nimero de genes relacionados con el
metabolismo de carbono; de una manera similar ocurre en P. putida. En A. vinelandii existen
genes homologos a los que codifican para el sistema FruR/Cra de E.coli que podrian estar
involucrados en la regulacion de la expresion de los sSRNAs del sistema Rsm en respuesta al
estado metabdlico celular.

El efecto de las mutantes individuales de los sRNAs sobre la produccidn de los
metabolitos alginato y alquilresorcinoles podria estar influenciada por la existencia de
factores adicionales involucrados en las funciones reguladoras de estos elementos ya que
no existe una correlacion directa entre la expresién de los sSRNAs y el fenotipo observado.
Ademas, otra posibilidad en cuanto a los resultados obtenidos podria ser que las afinidades
de los distintos sRNAs con la proteina RsmA sean variables como en E. coli, el homdlogo
funcional de RsmZ, CsrB y CsrC, tienen diferentes afinidades por la proteina CsrA.
Finalmente, la estabilidad de cada uno de los sSRNAs rsmZ1-7 es otro factor que se necesita
considerar para entender las diferencias funcionales. Los valores de AG de los diferentes
rsmZ-sRNAs en A. vinelandii tienen rangos entre -50.36 a -68.04 kcal/mol. El proceso de
degradacidn enzimatica podria estar afectando el recambio de los sSRNAs. Los sitios de unién
a la proteina RNasaE presentes en RsmZ de Pseudomonas spp. estan conservados también
en A. vinelandii, sugiriendo que su acumulacién es influenciada también por este proceso.
Por otra parte, en P. protegens, la interacciéon entre los sRNAs con la proteina RsmA
previene su degradacion enzimdtica; de manera similar en P. aeruginosa, la interaccion
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entre Hfg y RsmY lo protege de la degradacidon enzimatica mediada por la RNasa E. Sin
embargo, la existencia de estos mecanismos en A. vinelandii ain quedan por ser estudiados
en investigaciones futuras.

Por otra parte, la presencia de amonio en el medio produce la represion de los sSRNAs del
sistema Rsm, podria ser un efecto de la fijacién de nitrogeno o bien que a través de vias
paralelas al sistema GacS/A se esté bloqueando la expresidén de los sSRNAs a través de la
deteccion del amonio como molécula que reprime el sistema. Sin embargo, queda la
posibilidad que una molécula seial intracelular sea detectada por algin mecanismo
relacionado las pozas de carbono nitrégeno en la célula impidiendo la activacién de los
sRNAs del sistema.

43



Caracterizacion funcional del gen rsmY

Cuando se predijeron bioinformaticamente los sSRNAs de la familia rsmY en A. vinelandii,
se describieron dos alelos rsmY1y rsmY2; posteriormente se realizé un andlisis del contexto
gendmico donde se encontraron los dos alelos muy cercanos separados por 89 pb, mientras
que rsmY1 contenia una caja de pegado a GacA, rsmY2 no poseia ninguna (Fig. 16). Se
observod la expresion del gen rsmY al realizar ensayos tipo Northern blot en A. vinelandii
cepa E, tomando como sonda al gen rsmY1 originalmente reportado y se obtuvo una sefal
positiva de alrededor de 330 rb (ribobases); asi mismo, se comprobd la dependencia de la
proteina GacA para su expresion (Teran 2011). En la cepa A. vinelandii DJ no productora de
alginato, se determind la presencia de esta unidad transcripcional a través de un estudio de
transcripcion reversa (Herndndez et. al. 2012).

Aunque se ha descrito la presencia de RsmY como una unidad transcripcional individual,
los genes rsmY1 y rsmY2 poseen un terminador independiente de la proteina Rho lo que
podria sugerir la existencia de la transcripcién de dos productos, un producto corto de la
transcripciéon del gen rsmY1 y uno largo producto rsmY1Y2, por lo que se decidio realizar el
estudio de complementacién genética para caracterizar la funcionalidad de los posibles
productos genéticos.

1 TATAGGCAAAGGCTTACATGCGGTGAGTGATGCGEOCGATCOCGCOCCACTGOGTTTAGTCGATGAGGAGGGGGATG RsmYl
1 CTCAGCGGCGCCGCGCAGCGGCGGATGCGAGTTGCGGCOCGCGCAGGATGCOCATTGOCEGOGGCGGAACTCOCAGGGACGATC G RsmY?
TGCGTAAGNNATNNCTTACA (Gaca binding box)
(Gene start)
6l CCTAGTC TATTGCTCAAGGGCGT CGCGCGCAGGAAGCGCATCGAAAAACACGGACGGC RamMl
W CCAGCGCGATGCGGCATTGOCGTTCAGGGACGATGCOCGCOCGCOCAGGATGCGCCATGAGTGCGACTCATGCGGACGAT RamY?
TAGTCT (10 Promoter sequence)
11/ GTCGCAG CGTTCCGCCAGGATGGCGGATGA TAGGGAGATCGCGC AGG RamYl
1M/ TCAGCGGGACGATCGGGCGGATGTTCCGCOCCAGGATGCGGCOCGGAGGTAGTCAGGGATGTCAGAATC A RamY?
162 AGGCGCGCATCGACCGGCATGGATGCGGGGTCG R=mY1
W/ GTCTGCAAGACCCCGEOCTTTGAGCOCGGGGTTTT RumY2

Fig. 16.- Alineamiento de los SRNAs RsmY1y RsmY2. La caja de unidn a GacA se encuentra subrayada en negro,
la caja -10 del promotor se encuentra indicada junto con el inicio de la transcripcidn putativo sefialado con
una flecha negra.

Como se mostrd en el apartado anterior, en cuanto a la expresion del gen rsmY, la
actividad del promotor alcanza su maxima expresion cuando el cultivo entra en fase
estacionaria temprana a diferencia de los sSRNAs de la familia RsmZ. En P. protegens la
ausencia de rsmZ resulta en una sobreexpresion del alelo rsmY produciendo un fendémeno
de compensacién (Kay et. al. 2015) por lo que se explord si sucedia el mismo fendmeno en
A. vinelandii. Para llevar a cabo este objetivo se midié la actividad del promotor de rsmZ1y
rsmY en cepas mutantes rsmY (Z1-DY) y rsmZ1 (Y-DZ1) respectivamente; al medir la
expresion se observé un efecto similar al reportado en P. protegens, en ausencia de rsmyY,
el resultado es un ligero aumento de la expresiéon de rsmZ1 y en el caso contrario, en
ausencia de rsmZ1 la actividad de rsmY aumenta a mas del doble de su actividad bajo esta
condicidn de crecimiento lo que denota la importancia de rsmZ1 en las actividades celulares
de A. vinelandii (Fig. 17).
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Fig. 17.-Efecto de compensacion de rsmZ1 y rsmY de A. vinelandii. En la imagen de la izquierda, la medicion
de la actividad del promotor de rsmZ1 y rsmY en cepas con la delecidon rsmY (Z1-DY) y rsmZ1 (Y-DZ1)
respectivamentese utilizé medio Burk’s-sacarosa al 2% para el crecimiento). El crecimiento celular se estimé
de manera indirecta a través de la medicion de proteina (derecha).

Se realizd la medicién de la expresién de rsmY en diferentes fuentes carbono, una fuente
de carbono glucolitica (glucosa y fructosa) o una fuente de carbono gluconeogénica
(succinato) y en presencia de butanol como Unica fuente de carbono (Fig. 18).
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Fig. 18.- Efecto de la fuente de carbono sobre la expresién de rsmY en A. vinelandii cepa E. Las mediciones
fueron realizadas por triplicado a las 48 horas en fase estacionaria con 2% de la fuente de carbono sacarosa,
fructosa, glucosa, succinato (BS, BFru, BGlu, BSuc respectivamente), excepto para Burk’s butanol (BOH)
condicidn en la que realizé la cuantificacidn posterior a los cinco dias de incubacién.

Se ha reportado que la produccion de alginato es regulada a nivel post-transcripcional
por los sSRNAs RsmZ1 y RsmZ2 (Manzo et. al. 2012) por lo que, para establecer el papel del
gen rsmY en la sintesis de alginato y evidenciar si rsmY constituye Unicamente una unidad
transcripcional se obtuvieron dos mutantes en la cepa E de A. vinelandii: la primera con la
remocion del gen rsmY1 (EY1) y la segunda donde se realiza la remocién de los dos genes
rsmY1 y rsmY2 (EY1Y2). El fenotipo obtenido fue una disminucion en la produccién de
alginato en ambas mutantes comparada con la cepa silvestre, lo que era de esperarse ya
gue se realizé la remocién del gen rsmY1 y su region reguladora para ambos casos.
Posteriormente se realizdé un ensayo de complementacion genética, utilizando las
construcciones previamente generadas por Mena en el 2015; una con el locus rsmY1Y2 mas
su regién reguladora (782 pb) y otra conteniendo solamente el locus rsmY1 (349 pb) mas su
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region reguladora. Con este analisis se demuestra que sdlo la complementacion que lleva
la regidn Y1Y2 restaura la produccién de alginato, mientras que el locus que contiene la
region Y1 fue incapaz de complementar las mutaciones en EY1y EY1Y2 (Fig. 19). Por los que
los datos obtenidos anteriormente confirman que la regién Y1y Y2 constituyen un solo gen
que fue renombrado como rsmY.
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Fig. 19.- Efecto de la mutacion rsmY1Y2 (E-Y1Y2) y rsmY1 (E-Y1) sobre la produccion de alginato en medio
Burk’s sacarosa al 2% en fase estacionaria de crecimiento (48 horas) y las cepas complementadas EY1/ rsmY1,
EY1/Y1Y2, EY1Y2/Y1y EY1Y2/Y1Y2.

En A. vineladii se ha demostrado que la expresidén del gen algD esta regulada por la
proteina GacA, sin embargo, hasta ahora los Unicos blancos directos de esta proteina son
los sSRNAs del sistema Rsm por lo que se probd el papel de rsmY sobre la expresion del gen
algD, se generd una fusidn traduccional con el gen reportero gusA dependiente de la regién
promotora del gen algD y se midid la actividad del reportero en la mutante del gen rsmY.
Como se esperaba, bajo la pérdida del alelo rsmY hay una disminucidn de la expresién del
promotor del gen algD (Fig. 20).
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Fig. 20.- Efecto de la mutacion del gen rsmY sobre la expresion del gen algD. Actividad glucuronidasa en la
cepa silvestre E y una mutante en | alelo rsmY (ErsmY).
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RsmZ1 controla la produccidn de alquilresorcinoles (ARs) en la cepa SW de A. vinelandii
(una cepa derivada de la cepa no mucoide DJ) (Romero et al. 2016). Para saber si RsmY tiene
un papel similar en la produccién de ARs en la cepa E de A. vinelandii se midid la produccién
de estos lipidos fendlicos en las cepas mutantes rsmZ1 y rsmY (Fig. 21). Interesantemente
encontramos que la mutacién en rsmZ1 produce un menor efecto en la produccién de ARs
en A. vinelandii respecto a lo reportado en la cepa SW. Asi mismo, la mutacién en rsmY
disminuye la produccién de ARs drasticamente en comparacién con lo reportado para la
mutante rsmZ1. Se obtuvieron resultados similares a los vistos para alginato, en los que solo
las cepas complementadas con el gen completo rsmY1Y2 complementan la funcion del alelo
mutado rsmY1y rsmY1Y2 (Fig. 21).
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Fig. 21.- Produccién de alquilresorcinoles en las cepas mutantes en ErsmZ1 (E/Z1), ErsmY1Y2 (E/Y1Y2),
ErsmY1(E/Y1) y las cepas complementadas EY1/Y1, EY1/Y1Y2, EY1Y2/Y1y EY1Y2/Y1Y2. Medicidn realizada en
medio Burk’s -butanol a los 5 dias de incubacion.
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Discusién

De acuerdo a lo encontrado en la cepa E de A. vinelandii junto con lo reportado por
Hernandez -Eligio en el 2012 en la cepa DJ, rsmY es un solo gen de 337 rb compuesto por
los dos alelos rsmY1y rsmY2 reportados previamente por la base de datos Rfam (Kalvari et.
al. 2017). Aunque ambos genes poseen un terminador independiente de la proteina Rho,
solo rsmY1 tiene la caja -10 de la regidon promotora conservada descrita en los genes que
codifican para los sRNAs en las Pseudomonadaceas (TAATCT) (Humair et. al. 2010); asi
mismo, Unicamente rsmY1 posee la caja de unidn al activador transcripcional GacA. La
existencia de los terminadores Rho independiente sugiere la existencia de la transcripcion
de dos productos, uno corto conteniendo el alelo rsmY1 y uno largo conteniendo el alelo
rsmY1Y2. Bajo las condiciones probadas, solo se detectd el alelo largo, ademas solamente
éste alelo pudo complementar las dos mutantes generadas EY1 y EY1Y2. Sin embargo,
podria existir un alelo corto bajo condiciones aun no probadas.

En A. vinelandii la presencia de un sRNA largo como RsmY podria tener varias
consecuencias; usualmente los SRNAs en las Pseudomonas spp, tienen de tres a cuatro tallos
y asas con motivos GGA, mientras que RsmY posee dos veces mas de estas estructuras las
cuales pueden interactuar con el doble de moléculas de la proteina RsmA y de esta manera
tener un mayor efecto en cuanto a los genes regulados por el sistema. Otra caracteristica
interesante podria ser su estabilidad ya que en enterobacterias, CsrB y CsrC son mas largos
que los de la familia Rsm de Pseudomonas spp y tienen una mayor estabilidad
termodinamica, sin embargo tienen una vida mas corta mediada por CsrD en comparacién
con los sRNAs del sistema Rsm, puesto que en estos organismos no esta presente la
proteina CsrD, se puede predecir una mayor estabilidad para RsmY lo que podria aumentar
su vida media y por lo tanto su capacidad de interactuar con la proteina RsmA. En
A.vinelandii no existe un alelo homélogo a csrD, por lo que RsmY podria ser un RNA largo,
con varios sitios de unién a RsmA con una estabilidad mayor.

Recientemente se reportd la participacion de rsmZ1 en la produccién de ARs en la cepa
SW de A. vinelandii (una cepa derivada de la DJ). El efecto de la mutacién del gen rsmY en
la cepa DJ fue parcial comparado con la mutante rsmZ1 reportada anteriormente (Mena
2015). Interesantemente, en la cepa silvestre E, productora de alginato, el efecto de la
mutacion en el alelo rsmY es mayor que el efecto de rsmZ1, lo cual sugiere la existencia de
procesos regulados dependientes en la cepa. Por otra parte, algunas de las diferencias entre
ambas cepas han sido descritas anteriormente; en la cepa E y ATCC 9046, |la proteina GacA
controla directamente la expresion de rpoS (Castafieda et. al. 2001) y este regulador
controla a su vez a nivel transcripcional a la proteina RsmA (Quiroz-Rocha et. al 2017),
mientras que en las cepas no productoras de alginato no sucede de la misma manera
(Romero et. al. 2016).

Otro polimero controlado por el sistema GacS/A-Rsm es el PHB; sin embargo, la mutacion
de rsmY en la cepa DJ no refleja diferencias en la acumulacion de este polimero en dicha
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cepa (Mena 2015). Se han descrito diferencias funcionales entre los diferentes miembros
del sistema Rsm, en los que se ha propuesto que éstos pueden tener papeles aditivos,
redundantes o independientes, por lo que es posible explicar el efecto diferencial de rsmY
sobre la produccién de alginato y ARs, no siendo asi para la produccién de PHB. En P.
aeruginosa, la sobreexpresion de rsmZ, pero no de rsmY afecta la produccién de biopelicula
(Petrova et. al. 2010). Asi mismo, es necesaria la funcidn aditiva de los tres sRNAs, RsmX,
RsmY y RsmZ para tener una produccion éptima de HCN y exproteasas en P. protegens (Kay
et. al. 2005).

Finalmente, en P. aeruginosa, se ha demostrado que existe una cascada de regulacién
paralela al sistema GacS/A que regula diferencialmente la expresion de rsmY, la proteina
RetS que tiene un efecto represor sobre el sistema GacS/A controlando la cascada de
sefializacion que activa una proteina conteniendo un dominio Hpt soluble, HptB, de esta
manera tiene la capacidad de activar una cascada de sefializacion independiente de la
proteina GacA. En A. vinelandii estan presentes proteinas homdlogas a RetS y HptB, por
tanto, queda estudiar el papel que desempeiian estas proteinas respecto a la regulacion de
rsmY en este microorganismo.
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La mutacion del gen rsmA afecta la expresion del
gen algD a nivel transcripcional y post-
transcripcional en cepas de A. vinelandii no
productoras de alginato con actividad parcial de la
proteina GDP-manosa deshidrogenasa

A.vinelandii tiene la capacidad de producir al menos dos polimeros de interés industrial,
el alginato y PHB. La expresidn del gen algD es un paso clave en la produccién de alginato y
se encuentra bajo el control positivo sistema GacS/A que activa la expresion de los sSRNAs
del sistema Rsm regulando la funcién de la proteina represora RsmA que, a su vez controla
post-trasncripcionalmente la estabilidad del RNA mensajero blanco de regulacion. Se ha
demostrado la unién de RsmA a la regién lider del transcrito del gen algD (Manzo et. al.
2012). Sin embargo, no se ha demostrado el efecto de RsmA sobre la expresion del gen algD
in vivo por lo que se decidié realizar un estudio del efecto que tiene la mutacién del gen
rsmA sobre el blanco de regulacién algD.

En estudios previos se ha demostrado la esencialidad de la proteina RsmA, en E. coli
durante el crecimiento en fuentes de carbono glucoliticas la ausencia de RsmA permite la
acumulacién de la fuente de carbono en forma de glucégeno e impide el flujo de carbono
hacia las vias glucoliticas y ciclo de Krebs lo que lleva a la muerte al microorganismo en esta
condicién de crecimiento. Sin embargo, es posible obtener la mutacién nula de este gen en
fuentes de carbono gluconeogénicas como succinato (Timmermans y Melderen 2009).

En el mismo trabajo fue demostrado que la mutante csrA generada a través de la
insercién de un transposoén en el extremo carboxilo terminal en el codén 51 produce una
mutacion de la proteina CsrA con actividad parcial y un péptido con la regién de
aminodacidos CsrA 1-50 es parcialmente activo, con la capacidad de restaurar el crecimiento
de mutantes nulas csrA en fuentes de carbono glucoliticas (Timmermans y Melderen 2009).

En estudios realizados en la cepa ATCC 9027 de A. vinelandii se ha reportado que la
mutacion en rsmA es deletérea (Manzo et al., 2011); ya que, dada la capacidad de este
microorganismo para poseer hasta 80 copias de su cromosoma, las mutantes generadas
siempre son merodiploides, es decir, poseen el alelo silvestre junto con el mutante.

Tomando como antecedentes la esencialidad de CsrA en E. coli en fuentes de carbono
glucoliticas y la utilizacion de una proteina con actividad parcial para la obtencidon de
mutantes nulas, se realizé una mutacion por insercién en el gen rsmA en el aminoacido 51
del extremo carboxilo terminal de la proteina (rsmACT) y otra construccidon por remocion
del gen rsmA que generaria mutaciones nulas del gen en A. vinelandii (Manzo et. al. 2012).
Ambas mutaciones se realizaron en un fondo genético que posee una disminucién en la
produccién de alginato por tener una inactivacién parcial del gen algD (EA2, Campos et al.
1996), ya que se ha propuesto que en cepas productoras de alginato no se puede obtener
mutantes nulas rsmA (Morales Sandoval 2014) crecidas en una fuente de carbono
glucolitica, dado que el exceso de fuente carbono es almacenado en PHB o bien, es
canalizado hacia la produccion de alginato analogamente como sucede en E. coli en el
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almacenamiento de la fuente de carbono en glucégeno impidiendo la utilizacion de la
fuente de carbono para la produccién de cofactores reducidos para la generacion de energia
y el uso de vias alternas en el ciclo de Krebs para el funcionamiento celular.

En la cepa mutante rsmACT en el fondo genético A2 (A2rsmACT) no se detectaron copias
silvestres del gen rsmA en contraste con mutantes generadas en el fondo silvestre E, donde
se puede observar copias silvestres indicando que la mutacién no puede ser segregada en
todas las copias del genoma de este microorganismo (Fig. 22). Se midid la produccion de
alginato en la mutante A2rsmACT y se comparé con el de la cepa silvestre, obteniendo un
incremento de cinco veces en la cepa AErsmACT respecto a la produccion de la cepa
silvestre (Fig. 23)
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Fig. 22.- PCR de las mutantes del extremo carboxilo terminal de rsmA en los fondos genéticos A2 y E de A.
vinelandii. A la izquierda la PCR de la cepa A2, cepa silvestre y mutante en rsmACT (carriles 2A, 3A) y a la
derecha cepa E y mutante rsmACT (carriles 2B y 3B).
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Fig. 23.- produccidén de alginato en cepas de A. vinelandii AEIV, AErsmACT, A2, y A2smACT. La producciéon de
alginato se midio a las 48 horas de crecimiento en medio Burk’s sacarosa.

Una vez estudiado el efecto de la mutacién del gen rsmA sobre la produccion de alginato,
se determind si la mutacidn tenia un efecto similar sobre la expresion del gen algD, puesto
gue la cepa A2 tiene una mutacién por insercion generada por el transposén miniTn5/acZ
lo que genera al mismo tiempo la fusidon del gen con el gen reportero lacZ dependiente del
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promotor algD. La actividad de la fusidn transcripcional aumenta al menos cuatro veces a
lo largo de la curva de crecimiento haciéndose notar un efecto mds pronunciado durante la
fase de crecimiento exponencial en la mutante rsmA cuando se compara con la cepa
parental A2 (Fig. 24).
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Fig. 24.- Expresion del gen algD en la fusion transcripcional cromosomal con el gen reportero lacZ.

Asi mismo, se utilizd una cepa generada en estudios previos con un interposén de
resistencia a gentamicina, que contiene un gen reportero gusA insertado en el gen algD con
lo que se generd la fusidon traduccional llamada AED-‘gusA (Garcia 2018). Con la finalidad
de determinar el efecto de la proteina RsmA sobre la expresion del gen algD a nivel
traduccional, la mutacion rsmACT fue transferida a la cepa algD-‘gusA generando la cepa
AED-‘gusArsmACT. La segregacidn del gen rsmA en todos los cromosomas fue confirmada
por PCR. De la cuantificacion B-glucuronidasa se obtuvo un maximo de expresion en la fase
exponencial de crecimiento en la cepa silvestre AED-‘gusA, mientras que fue decreciendo
en la fase estacionaria de crecimiento (Fig. 25).

En contraste, con la cepa AED-‘gusArsmACT , donde la traducciéon del gen algD es
observada a lo largo de toda la curva de crecimiento, siendo mds pronunciada en la fase
estacionaria de crecimiento; por lo que con estos resultados se confirman el efecto negativo
de RsmA sobre la traduccién del gen algD.
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Fig. 25.- Efecto de la mutacién del gen rsmACT sobre la expresidon del gen algD en una fusidn traduccional
AED-‘gusA.

Finalmente, se ha reportado que las mutaciones que generan la pérdida de la produccién
de alginato producen un efecto positivo en la acumulacién de PHB (Martinez et. al. 1997;
Segura et. al. 2003). Asi mismo es conocido que la proteina RsmA controla negativamente
la expresion del activador transcripcional phbR, activador del operdn biosintético phbBAC
encargado de sintetizar las enzimas para la produccién de PHB (Herndndez-Eligio et. al.
2012). Se explord si la mutante de rsmA generada en el fondo genético no mucoide podria
favorecer la produccidn de PHB. Ya que en A. vinelandii la acumulacion de PHB es facilmente
visualizada a través del crecimiento en medio sélido PY adicionado con 2% de sacarosa,
correlacionando con el fenotipo de opacidad del crecimiento. La opacidad de las colonias
que tienen la mutacion en el gen algD es mayor a la de la cepa parental E, mientras que la
opacidad en generada por la mutante rsmACT en el fondo algD es mas pronunciada,
sugiriendo el aumento de la acumulacién del PHB en esta cepa (Fig. 26).

AEAD AEADrsmACT

Fig. 26.- Efecto de la mutacion rsmACT sobre la produccion de alginato. La produccidon de PHB puede ser
visualizada por la opacidad producida en la placa.

Discusién

En un reporte previo se establecid el papel sobre la regulacién de la produccién de
alginato de los sSRNAs rsmZ1 y rsmZ2 en A. vinelandii. La inactivacién de estos dos alelos
produce la reduccién de la produccion de alginato, mientras que la sobreexpresion de RsmA
disminuye la sintesis del polimero. (Manzo et. al. 2012). Asi mismo, la obtencién de
mutantes merodiploides recuperadas constantemente en los experimentos de mutagénesis

en cepas de A. vinelandii productoras de alginato sugieren un papel esencial de RsmA en el
crecimiento bacteriano.

En el presente trabajo se generaron mutantes en el extremo carboxilo terminal de la
proteina RsmA en fondos genéticos con disminucién o incapacidad en la produccién de
alginato. Estos resultados implican que la produccién de alginato es uno de los factores que
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impiden la obtencién de mutantes nulas de RsmA. Sin embargo, defectos de crecimiento
son observados en las mutantes rsmACT generadas cuando se comparan con las cepas
parentales correspondientes, sugiriendo funciones adicionales de esta proteina sobre el
metabolismo de A. vinelandii. Las mutantes generadas en este trabajo pueden ser (tiles
para establecer el regulon RsmA en A. vinelandii con el objetivo de identificar vias
metabdlicas o procesos celulares bajo el control de esta proteina.

Existen evidencias que indican que la proteina RsmA es capaz de unirse in vitro a la region
5’ no-traducible (UTR por sus siglas en inglés) del RNA mensajero del gen algD. Sin embargo,
era necesario demostrar el efecto regulador que tiene esta proteina in vivo sobre la
expresion del gen de interés. Nuestros resultados indican que RsmA inhibe la actividad de
la fusidon transcripcional algD-lacZ presente en la cepa A2; este resultado puede ser
explicado como un efecto indirecto ejercido por RsmA sobre el transcrito del gen algD. Sin
embargo, en estudios anteriores, la sobreexpresion de rsmA produce la represién de la
transcripcion del gen algD de regulacidn en un ensayo realizado con una fusién cromosomal
transcripcional (Garcia 2016). Se ha reportado que cuando RsmA se une a la region UTR del
RNAmM blanco bloquea el sitio de unién al ribosoma previniendo su traduccién vy
promoviendo la degradacién (Timmermans y Van Melderen 2010; Dus et. al. 2014). En
ensayos de estabilidad del mensajero del gen algD, se ha podido observar un aumento de
solo el doble en la estabilidad en la mutante A2 (datos no publicados) mientras que en otros
blancos de regulacion como phbR y phbB se ha descrito un aumento en la estabilidad de
estos mensajeros que va de dos a tres veces con respecto a la cepa silvestre en mutantes
rsmA (Hernandez et. al. 2012).

Lo descrito anteriormente nos hace hipotetizar que la regulacidon ejercida por la proteina
RsmA no solamente es a nivel post-transcripcional, sino también a nivel transcripcional de
manera indirecta a través de la desestabilizacidon de un regulador transcripcional del gen
algD aun no descrito. Para poder discernir ante el efecto de la mutacién del regulador RsmA
a nivel transcripcional y/o post-transcripcional seria necesario una fusion transcripcional
que no tuviera la secuencia Shine-Dalgarno (SD) ya que, por el disefio experimental en este
estudio, la fusidn cromosomal transcripcional posee la secuencia SD del gen algD y del gen
reportero gusA.

En A. vinelandii D) se ha demostrado que la mutacién sobre el gen algU que codifica para
el factor alternativo of es necesario para la activacion de los promotores algCpl y algDp2
lo que da como resultado la pérdida de la produccién de alginato que al mismo tiempo tiene
un efecto positivo sobre la produccién de PHB (Segura et. al 2003). Se encontrd el mismo
efecto en las mutantes algD donde la mutaciéon en rsmA produce un aumento en la
produccién de PHB.

Es posible que el sistema de regulacién post-transcripcional Rsm favorezca la sintesis de
alginato sobre la produccién de PHB permitiendo la expresidén de los genes biosintéticos
gue controlan la sintesis de alginato y dirigiendo el flujo de carbono hacia la produccién del
polisacarido a través de mecanismos que aun necesitan ser explorados.

En concordancia con lo anterior, la mutante AEIV gacA, que pierde la capacidad de
transcribir a los sRNAs del sistema Rsm y como consecuencia presenta una actividad
aumentada del represor RsmA vy el abatimiento de la produccién de PHB (Manzo et. al.
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2011), mientras que la sobrexpresion del gen rsmZ1 en este fondo genético presenta la
recuperacién de la produccion de alginato, pero no la de PHB (datos no publicados)
evidenciando la participacién de otros reguladores del sistema hasta ahora no encontrados.
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Anexos

Anexo I. Cepas utilizadas en este estudio.

Cepas o0 plasmidos Descripcion Referencia o fuente

Cepas de A. vinelandii

E Cepa silvestre mucoide,

también llamada AIEV Larsen & Haug 1971
Derivada de la cepa E con

AEAD una mutacion por
insercion/remocién Sandoval 2014
AalgD::Km

AEIV con una mutacion

A2 por insercion en
algD::miniTn5lacZ en el Campos et. al. 1996
extremo 3’

AED-‘gusA Cepa_l E con una fusion Garcia 2016
traduccional algD- gusA

AED-gusA Cep_a E_con una fusién Garcia 2016
transcripcional algD-gusA

EZ1 E con una mutacion por Velazquez 2008
remocién de rsmzZ1

EZ2 E con una mutacion por Tzontecomani 2010
remociéon de Z2

EZ3 E con una mutacion por Dominguez 2011
remocion de rsmZ3

EZ4 E con una mutacion por Cruz 2013
remocién de rsmz4

EZ5 E con una mutacion por Lopez 2012
remocion de rsmzZ5

EZ6 E con una mutacion por Garcia 2011
remocién de rsmzZ6

EZ7 E con una mutacion por Garcia 2011
remocion de rsmzZ7

EZ1T E con una fusion Este estudio
transcripcional rsmZ1-gusA

EZ2T E con una fusion Este estudio

transcripcional rsmZ2-gusA
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EZ3T

EZAT

EZ5T

EZ6T

EZTT

EYT

EgyrAT

EArsmY1l

EArsmY1Y2

EArsmY1/melA::rsmY1

EArsmY1Y2/melA::rsmY1

EArsmY1/melA::rsmY1Y2

EArsmY1Y2/melA::rsmY1Y2

AErsmACT

AEADrsmACT

A2rsmACT

E con una fusion
transcripcional rsmZ3-gusA

E con una fusion
transcripcional rsmZ4-gusA

E con una fusion
transcripcional rsmzZ5-gusA

E con una fusion
transcripcional rsmZ6-gusA

E con una fusion
transcripcional rsmZ7-gusA

E con una fusion
transcripcional rsmY-gusA

E con una fusion
transcripcional PgyrA-gusA

Cepa mutante en el alelo
rsmY1 derivada de la cepa E

Cepa mutante en el alelo
rsmY1Y2 derivada de la cepa E

Cepa con una remocion del
gen rsmY1 complementada
con pUMATcrsmY1

Cepa con una remocion del
gen rsmY1Y2 complementada
con pUMATcrsmY1

Cepa con una remocion del
gen rsmY1 complementada
con pUMATcrsmY1Y2

Cepa con una remocion del
gen rsmY1Y2 complementada
con pUMATcrsmY1Y2

Cepa derivada de la E
mutante en rsmACT

Cepa derivada de la AEAD
mutante en rsmACT

Cepa derivada de la A2
mutante en rsmACT

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio




Cepa con la fusion
AED-gusArsmACT transcripcional AED-gusA con
la mutacién en el gen rsmACT

Cepa con la fusion
AED-‘gusArsmACT traduccional AED-gusA con la
mutacion en el gen rsmACT

Cepas de Escherichia coli

SupE44 DlacU169 hsdR17

DH>a recAl endAl gyrA96 thi-1
relAl
Plasmidos
pSAHFUSTs-Z1 Fuente del promotor rsmZ1
pSAHFUSTSs-Z2 Fuente del promotor rsmZ2
pSAHFUSTs-Z3 Fuente del promotor rsmZ3
pSAHFUSTs-Z4 Fuente del promotor rsmZ4
pSAHFUSTs-Z5 Fuente del promotor rsmZ5
pSAHFUSTSs-Z6 Fuente del promotor rsmZ6
pSAHFUSTs-Z7 Fuente del promotor rsmZ7
pSAHFUSTs-Y1 Fuente del promotor rsmY
PBSL99 Fuente del casete de Km
PGEM-T Easy Vector de clonacion
DUMATCQUSAT I_DIasmldo para generar
fusiones transcripcionales
gusA
PUMATCcgusAT-rsmZ1 PUMATCcgusAT con una

fusion transcripcional rsmZ1

Este estudio

Este estudio

Invitrogen

Hernandez-Eligio et.

2012

Hernandez-Eligio et.

2012

Hernandez-Eligio et.

2012

Hernandez-Eligio et.

2012

Hernandez-Eligio et.

2012

Hernandez-Eligio et.

2012

Hernandez-Eligio et.

2012

Hernandez-Eligio et.

2012

Alexeyev 1995

Promega

Muriel-Millan et. al.

Este estudio

al.

al.

al.

al.

al.

al.

al.

al.

2015
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PUMATCcgusAT-rsmZ2

PUMATCcQusAT-rsmZ3

PUMATCcgusAT-rsmz4

PUMATCgQusAT-rsmZ5

PUMATCgusAT-rsmZ6

PUMATCcgusAT-rsmZ7

PUMATCcgusAT-rsmY

PUMATcgusAT-gyrA

PUMATCrsmY1Y2

pUMATCcrsmY1

pGem-ArsmY1-Gm

pGem-ArsmY1Y2-Gm

pPGAH1GmM

pUC25CLB::Gm

p5_2097rsmD::Gm

PUMATCcgusAT con una
fusion transcripcional rsmz2

PUMATCcgusAT con una
fusion transcripcional rsmZ3

PUMATCcgusAT con una
fusion transcripcional rsmz4

PUMATCcgusAT con una
fusion transcripcional rsmzZ5

PUMATCcgusAT con una
fusion transcripcional rsmz6

PUMATCcgusAT con una
fusién transcripcional rsmZ7

PUMATCcgusAT con una
fusion transcripcional rsmY

PUMATCcgusAT con una
fusion transcripcional gyrA

pUMATCc con el fragmento
rsmY1Y2 més la region
reguladora

pUMATCc con el fragmento
rsmY1 mas la region
reguladora

pGemT-Easy con la
remocion del gen rsmYle
insercion del casete de
gentamicina

pGemT-Easy con la
remocion del gen rsmY1Y2 e
insercion del casete de
gentamicina

pGem con la insercion de
un casete de gentamicina en el
codon 51 de RsmA

Plasmido derivado del
pUC18 que porta una
mutacion por
remocion/insercion del gen
rsmz2

Plasmido derivado del
pGemT-Easy que porta una

Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio

Este estudio

Mena 2015

Mena 2015

Teran 2013

Teran 2013

Sandoval 2014

Tzontecomani 2010

Dominguez 2011
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PGEMrsmz4::Km

PGEMrsmG::Gm

PGEMrsmH::Gm

PGEMrsmF::Sm

pUMATcrsmY1

pUMATCcrsmY1Y2

mutacion por
remocidn/insercion del gen
rsmzZ3

Plasmido derivado del
pGemT-Easy que porta una
mutacion por
remocidn/insercion del gen
rsmz4

Plasmido derivado del
pGemT-Easy que porta una
mutacion por
remocion/insercion del gen
rsmzZz6

Plasmido derivado del
pGemT-Easy que porta una
mutacion por
remocion/insercion del gen
rsmz7

Plasmido derivado del
pGemT-Easy que porta una
mutacion por
remocion/insercion del gen
rsmz5

Plasmido que contiene el
gen rsmY1 mas la region
promotora

Plasmido que contiene los

genes rsmY1Y2 mas la region

promotora.

Cruz 2013

Garcia 2011

Garcia 2011

Lopez 2012

Mena 2015

Mena 2015

Anexo II. Oligonucleétidos utilizados en este estudio

Nombre del

oligonucledétido

Secuencia 5°-3°

Referencia

Oligonucledtidos que amplifican un fragmento de 2Kb

2kbrsmZ3Fw GGCGATCCCGGTAGATTCAT Dominguez 2011
2kbrsmZ3Rv GGTAGGGGCCACTTTCTTCT Dominguez 2011
2kbrsmZzZ4Fw CGTCTTCAGTGCGGCTCGGGTTCC Cruz 2013
2kbrsmZ4Rv GCGGCGGCGGCGGAAATGCTAC Cruz 2013
2kbrsmZ5Fw CCGGCATAGCGCATAGATAAGAGG Lopez 2012
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2kbrsmZz5Rv GCAGCCCGCGTCCCGAGAAGT Lopez 2012
2kbrsmz6Fw TTGCGCGATGCCTCACCTTACTTA Garcia 2011
2kbrsmZz6Rv GCAAAGCCCGCCCCACAACC Garcia 2011
2kbrsmz7Fw TTGCGCGATGCCTCACCTTACTTA Garcia 2011
2kbrsmz7Rv GGCACTCCGCGACTCCT Garcia 2011
Oligonucledtidos para la generacién de las fusiones transcripcionales

Z1Fw ATCGAATTCATCATCGAGACCGAC Hernandez et. al. 2012
Z1Rev ATCGAATTCTCGACGTGGAAGTG Hernandez et. al. 2012
Z2Fw ATCGAATTCTGCATGTCGATAGAC Hernandez et. al. 2012
Z2Rev ATCGAATTCGACACGGACGCGATA Hernandez et. al. 2012
Z3Fw ATCTCTAGAACGGGAGGCGAAAC Hernandez et. al. 2012
Z3Rev ATCTCTAGATCGGTGTGGAAATGAATC Hernandez et. al. 2012
ZAFw ATCGAATTCAAACCCGGATTTCCAAT Hernandez et. al. 2012
Z4Rev ATCGAATTCGTCGATCCTTCGACGCCT Hernandez et. al. 2012
Z5Fw CGAGCTCATGATGGTCTGAAGAC Este estudio

Z5Rev TTCTGCAGTCCTGAGGTCGCTATCC Este estudio

Z6Fw ATCGAATTCAGCGTCGGTGCT Herndndez et. al. 2012
Z6Rev ATCGAATTCGTGGTATTCAATCTACCC Hernandez et. al. 2012
Z7Fw ATCGAATTCAGCCTGCTCCGG Hernandez et. al. 2012
Z7Rev ATCGAATTCTCTTGGTGGAGTTCAATG Hernandez et. al. 2012
Y1Fw ATCGAATTCGCGCTTGTCGTCC Hernandez et. al. 2012
Y1Rv ATCGAATTCTTGAGCAATAGACTAGGC Herndndez et. al. 2012
DgyrAXhol GCCTCGAGAGGGGCGGGCCGGCGCGGC Este estudio
RgyrEcoRl CTCGAATTCGGTCAGTGTCCT Este estudio

YeD GGGCGTCGCGCAGGAAGC Mena 2015

XeR GTCCGCGGCTGAGTCCAA Mena 2015

Y2Fw ATCTCTAGAGAGGCGAAGCATCCT Mena 2015

TcRv GCTAGCAGCACGCCATAGTGA Mena 2015
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