UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

ESTUDIO IN VITRO E IN VIVO DE LA RELACION
ENTRE LAS PROTEINAS EIANT' y RsmA DE
AZOTOBACTER VINELANDII

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

B I O L O G ©O
P R E S E N T A:

JOSE PABLO OLACHE ALVAREZ

DIRECTOR DE TESIS:
Dra. ELDA GUADALUPE ESPIN OCAMPO
Ciudad Universitaria, CD. MX., 2021



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

Hoja de Datos del Jurado

1. Datos del alumno

Apellido paterno

Apellido materno

Nombre(s)

Teléfono

Universidad Nacional Auténoma de
México

Facultad de Ciencias

Carrera

Numero de cuenta

2. Datos del tutor
Grado

Nombre(s)
Apellido paterno
Apellido materno

3. Datos del sinodal 1
Grado

Nombre(s)

Apellido paterno
Apellido materno

4. Datos del sinodal 2
Grado

Nombre(s)

Apellido paterno
Apellido materno

5. Datos del sinodal 3
Grado

Nombre(s)

Apellido paterno
Apellido materno

6. Datos del sinodal 4
Grado

Nombre(s)

Apellido paterno
Apellido materno

7. Datos del trabajo escrito
Titulo

Numero de paginas
Afio

1. Datos del alumno

Olache

Alvarez

José Pablo

5551593402

Universidad Nacional Auténoma
de México

Facultad de Ciencias

Biologia

313133662

2. Datos del tutor
Dra

Elda Guadalupe
Espin

Ocampo

3. Datos del sinodal 1
Dr

José Luis

Puente

Garcia

4. Datos del sinodal 2
Dra

Laura

Kawasaki

Watanabe

5. Datos del sinodal 3
Dr

Daniel Genaro

Segura

Gonzalez

6. Datos del sinodal 4
Q. -

Viviana

Escobar

Sanchez

7. Datos del trabajo escrito

Estudio in vitro e in vivo de la
relacion entre las proteinas EIIAN" y
RsmA de Azotobacter vinelandii

85

2021



DEDICATORIA

A Yolanda Alvarez, Fernando Olache,
Luis Olache y Yamili Vargas.



AGRADECIMIENTOS

A la Universidad Nacional Autbnoma de México, por brindarme un espacio y un
ambiente de conocimientos sin igual, de todos los ambitos. Ser parte de la UNAM ha sido
una de las mas grandes experiencias de mi vida.

A CONACYT por el apoyo brindado mediante el donativo CB2015-255212-B a G. Espin.
Y al apoyo econdmico PAPIT IN212120.

A la Dra. Elda Guadalupe Espin Ocampo, por aceptarme como parte de su grupo de
investigacién, asi como por ser una guia y una excelente tutora. Por su apoyo y atencion
que me fueron brindados en todo momento, sin los cuales no hubiese sido posible mi
avance y culminacion de este trabajo. Sin lugar a duda, una piedra angular en mi formacion
académica.

A los miembros de mi jurado, el Dr. José Luis Puente Garcia, la Dra. Laura Kawasaki
Watanabe, el Dr. Daniel Genaro Segura Gonzalez y la Q. Viviana Escobar Sanchez,
por su tiempo, conocimientos y consejos muy valiosos que me permitieron no so6lo mejorar
este trabajo, sino también mis aptitudes como estudiante.

A las técnicas académicas del laboratorio 6 del Instituto de Biotecnologia, la Biol. Maria
Soledad Moreno Ledn y la M. C. Josefina Guzman Aparicio, por su apoyo invaluable
para cualquier duda o conflicto que se me presentara tanto dentro como fuera del
laboratorio. Son excelentes personas que tienen mi eterna gratitud.

A todos los miembros del grupo Espin. Al Dr. Daniel Genaro Segura Gonzalez y a la
Dra. Cinthia Ernestina Nufiez Ldépez, por todos sus consejos y conocimiento que me
brindaron durante los seminarios en donde presenté mi trabajo que me ayudaron a
enriquecer y mejorar mi formacion. A todos mis compaferos y amigos del laboratorio,
quienes hicieron que la experiencia fuese mas amena y divertida, en quienes encontré no
solo ayuda y consejos técnicos, sino también momentos agradables y amistades valiosas.
Un agradecimiento especial a Cristian Ortiz, por guiarme, ayudarme y soportarme todos
los dias durante mi formacion.

A mis amigos “tallerines”: César, Jonathan, Cony, Jime, Fer, Miguel, Armando, Lau, Cata,
Aldo, Eira, Kenya, Colu, Isai, Maria, Emily, Karen, Alan y Richi. Gracias por hacer de la
vida de foraneo una experiencia mas divertida con todo y sus tribulaciones, valoro mucho
la amistad de cada uno de ustedes. De la misma forma, agradezco a mis amigos que conoci
en la carrera Isaac, Gustavo, Isa, Ireri, Aida, Axel e Ichi, quienes me acompanaron en este
largo trayecto y me brindaron su amistad en las buenas y las malas, gracias por estar
siempre.



A mi mama, Yolanda Alvarez, una mujer inspiradora que me ha ensefiado a seguir
adelante y a perseguir mis suefios siempre, su carifio y apoyo incondicionales me han
acompafado toda mi vida y no podria haber Ilegado hasta aqui sin ello, gracias por hacerme
saber que siempre puedo contar contigo, para todo. A mi papa, Fernando Olache, quien ha
actuado como una guia a lo largo de mi vida y a quien admiro mucho, gracias por todos
es0s momentos en que nos has sacado una sonrisa y todos aquellos en que me has
permitido ver el camino correcto a través de la confianza que me inspiras y los consejos
invaluables que me has ofrecido. A ambos les debo todo.

A mi hermano, Luis Olache, quien, a pesar de nuestras diferencias y nuestras peleas, es
una persona a quien quiero muchisimo y por quien lo daria todo y que sé que siempre estara
cuando lo necesite. Por todos esos momentos invaluables y divertidos a lo largo de nuestra
vida, nada seria lo mismo sin ti.

A Yamili Vargas, por todo el amor, carifio, confianza, compaiiia en todo momento y
consejos que me han llevado adelante. Gracias por todos los momentos a tu lado y por ser
la persona en quien puedo depositar mi total amor y confianza, siempre puedo saber con
total certeza que, a tu lado, todo estara bien. Sigamos el camino.



RESUMEN

Azotobacter vinelandii es una bacteria de interés industrial debido a su capacidad de
producir compuestos con propiedades similares a distintos tipos de plasticos sintéticos
como el polipropileno. Entre estos compuestos se encuentra el poli(3-hidroxibutirato)
(PHB), un polimero compuesto por unidades de 3-hidroxibutirato producido en forma de
granulos intracelulares insolubles en periodos de limitacion de nutrientes en el medio. La
regulacion de la sintesis de PHB es compleja, debido a que se encuentran involucrados
distintos mecanismos reguladores. En este trabajo, se llevaron a cabo una serie de
experimentos para dilucidar la relacién que existe entre dos sistemas de regulacién que
intervienen en la sintesis de PHB en A. vinelandii, el Sistema de Fosfotransferasa Asociado
a Nitrégeno (PTSN") y el sistema de regulacion de metabolismo secundario Rsm,
especificamente, entre las proteinas EIIAN" y RsmA. EIIANY es una proteina con capacidad
reguladora cuyos efectos dependen de su estado de fosforilacion. En relacion con la sintesis
de PHB, esta enzima es capaz de promover la degradacion del factor sigma RpoS por
medio del complejo chaperona-proteasa CIpAP cuando se encuentra en su estado no
fosforilado, lo cual disminuye la sintesis de PHB debido a que RpoS es un activador
transcripcional de genes involucrados en la ruta biosintética. Por otro lado, RSmA es una
proteina de unién a RNA con afinidad por la secuencia Shine-Dalgarno de sus blancos, de
los cuales reduce su tasa de traduccion. En A. vinelandii, esta proteina posee como blanco
los RNAs mensajeros de genes involucrados en la sintesis de PHB. En este trabajo, a pesar
de que no fue posible establecer una relacion de regulacion entre las dos proteinas
estudiadas, se encontr0 que no establecen interacciones proteina-proteina ni in vitro,
mediante el método de pull-down, ni in vivo, empleando el método de doble hibrido.
Adicionalmente, los resultados obtenidos por ensayo de doble hibrido, sugieren que la
proteina EIIAN" es capaz de formar homodimeros dependiendo de su estado de
fosforilacion. Por ultimo, se concluyd que los SRNAs rsmZ1 y rsmZ2 no son indirectamente
regulados por EIIAN" por medio de su efecto inhibidor sobre RpoS, a pesar de que su
expresion se encuentra aumentada en dicha fase de crecimiento.

ABSTRACT

Azotobacter vinelandii is a bacterium of industrial interest because of its capacity to
produce compounds with properties similar to different types of synthetic plastics such as
polypropylene. Among these compounds, there is poly(3-hydroxybutyrate) (PHB), a
polymer composed of 3-hydroxybutyrate units produced by A. vinelandii in the form of
insoluble intracellular granules in periods of nutrient limitation in the medium. Regulation
of PHB synthesis is complex, involving many regulatory mechanisms. In this work, a series
of experiments were carried out to elucidate the relationship between two regulatory
systems involved in PHB synthesis in A. vinelandii, the Nitrogen Associated
Phosphotransferase System (PTSN"), and the Rsm secondary metabolism regulation system,
specifically, between proteins EIAN" and RsmA. EIIAN" is a protein with regulatory
capacity, whose effects depend on its phosphorylation state. Concerning the synthesis of
PHB, this enzyme can promote the degradation of the stationary pase sigma factor RpoS
through the chaperone-protease complex CIpAP when it is in its non-phosphorylated state,



which decreases PHB synthesis due to RpoS being a transcriptional activator of genes
involved in the biosynthetic route. On the other hand, RsmA is an RNA-binding protein
that binds to the Shine-Dalgarno sequence of its targets, diminishing their translation rates;
in A. vinelandii, this protein has the messenger RNAs of genes involved in PHB synthesis
as its targets. In this work, it was not possible to establish a regulatory relationship between
EIAN" and RsmA; consistently, it was found that these proteins do not establish protein-
protein interactions, as determined in vitro by the protein pull-down assay and in vivo,
using a bacterial two-hybrid method. In contrast, the two-hybrid assay showed that EILAN"
protein could form homodimers in a phosphorylation-dependent manner. Finally, it was
concluded that the SRNAs rsmZ1 and rsmZ2 are not indirectly regulated by EIIAN" through
its inhibitory effect upon RpoS, even though their transcription is increased during the
stationary pase.
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1. Introduccién

1.1. Caracteristicas generales de Azotobacter vinelandii

Azotobacter vinelandii es una bacteria perteneciente a la familia Pseudomonadaceae, sobre
la que se tiene interés en los campos de la biotecnologia y la agricultura, debido a que
presenta caracteristicas distintivas tales como capacidad de fijar nitrgeno, su fisiologia
aerdbica, formacion de quistes resistentes a la desecacién y la produccion de distintos

polimeros como polihidroxibutirato (PHB), alginatos y alquilresorcinoles (ARs) (70, 80).

En el area de la agronomia, esta especie ha sido aprovechada debido a su produccion de
antibidticos, como el éster de &cido tetraénico alifatico con actividad antifungica reportado
por Pridachina y colaboradores en 1982 (62), asi como de compuestos que promueven el
crecimiento vegetal; ademas del efecto antagonista que ejerce contra organismos patdgenos
(28). Adicionalmente, por su capacidad de fijar nitrégeno, ha sido ampliamente utilizado

como biofertilizante (47).

Las células de A. vinelandii son ovoides, con un diametro que varia entre 1.5 y 2 um;
suelen habitar en suelos y se pueden encontrar como células individuales, en pares,
agregados y cadenas. Dado que pertenecen al grupo de bacterias Gram negativas, poseen
una membrana externa que cuenta con lipopolisacéridos, asi como peptidoglicano en el
espacio periplasmico entre ambas membranas, que a su vez contiene &cido muramico y
mureina (11). Mientras que el rango de pH Optimo para su crecimiento en condiciones de
fijacién de nitrogeno es de 7.0-7.5, el intervalo en que crecen cuando hay nitrégeno

combinado en el ambiente es de 4.8-8.5 (12).



En cuanto a caracteristicas genéticas, desde 1979, de acuerdo con lo descrito por Sadoff y
colaboradores, se sabe que A. vinelandii es una bacteria poliploide que posee al menos 40
copias de su cromosoma (68). Del mismo modo, desde 1971, se sabe que los quistes de A.
vinelandii contienen al menos 10 veces méas cantidad de DNA que E. coli, obteniendo un
calculo de 1.5 x 10 g de DNA por célula durante la etapa exponencial, valor que

disminuyo hasta 3.4 x 10" g de DNA por célula durante el enquistamiento (67).

Con el fin de dilucidar si la diferencia en la cantidad de DNA entre A. vinelandii y E. coli,
cuya cantidad de DNA por célula es de aproximadamente 3.5 x 10™%° g, se debe a la
presencia de un mayor nimero de cromosomas, se han realizado distintos experimentos a
través de los afios, como la determinacion del tamafio del cromosoma de A. vinelandii
mediante electroforesis en gel de campo pulsado, cuyo valor resultd de alrededor de 4,700
kb el cual es similar al de E. coli, que cuenta con un cromosoma de aproximadamente
5,000 kb (41). Por lo tanto, la mayor cantidad de DNA que presenta A. vinelandii en
relacién con otras bacterias como E. coli, se debe a un mayor nimero de copias de material
cromosomal (63). En el 2009, se reportd la secuencia del genoma de A. vinelandii cepa DJ,
donde se encontré que posee un solo cromosoma circular de 5,365,318 pb y no presenta

DNA plasmidico (72).
1.1.1. Fijacion de nitrégeno
La fijacién de nitrogeno es la conversién reductiva de nitrogeno atmosférico (N2) en

amonio. La fijacion de nitrogeno bioldgica es un proceso exclusivo de bacterias

denominadas diazétrofas, las cuales tienen en comln caracteristicas como la presencia y



utilizacion de la metaloenzima nitrogenasa que se encarga de la reduccion de N2 a amonio.
Existen distintas variedades de nitrogenasa, las cuales usualmente se clasifican de acuerdo
con la composicién de su sitio activo, el cual contiene, generalmente, Molibdeno, Vanadio
0 Hierro. En el caso del género Azotobacter, es de los pocos grupos que poseen las tres
variedades de nitrogenasa. La familia de nitrogenasas méas estudiada, presenta el cofactor
denominado FeMo (26). Estas enzimas contienen dos proteinas, codificadas por los genes
nifDK y nifH. La proteina NifDK presenta un cofactor de hierro-molibdeno y una estructura
tetramérica; mientras que NifH es un homodimero con un agregado [Fs-Ss] que participa en

la transferencia de electrones (65).

Los agregados de los complejos de nitrogenasa pueden ser inactivados de manera
irreversible en presencia de oxigeno y sus especies reactivas, debido a la oxidacion del
hierro presente en ellos, lo cual inhibe el crecimiento diazétrofo; por lo que los organismos
fijadores de nitrégeno han desarrollado distintos métodos que previenen la inactivacion de

su respectiva nitrogenasa (50, 51).

Las especies pertenecientes al género Azotobacter, son capaces de fijar N2 en medios donde
la concentracion de O; es alta, lo que logran gracias a distintas estrategias (32). De acuerdo
con Espin, 2001; existen tres principales mecanismos de proteccion de la nitrogenasa en A.
vinelandii: proteccion conformacional, proteccién respiratoria y autoproteccion. En el
primer mecanismo, ocurre una inactivacion protegida de la nitrogenasa por la formacion de
un complejo por unién no covalente con una proteina denominada FeSll; la proteccion
respiratoria consiste en el desacoplamiento de la cadena de flujo de electrones, lo que tiene

como consecuencia un incremento en la tasa de respiracion y, por ende, rapido consumo de



02, lo que previene la entrada de O. y su posterior interaccion con la nitrogenasa. Por
altimo, en la autoproteccion, participa la enzima nitrogenasa reductasa, la cual reduce el O

a H20; (12, 74).

1.1.2. Enquistamiento

Las especies pertenecientes al género Azotobacter son capaces de llevar a cabo un proceso
de diferenciacion celular morfol6gica, fisioldgica y metabdlica, en el cual se forman quistes
metabolicamente inactivos. Esta es una de las estrategias utilizadas por las bacterias con el
fin de sobrevivir ante distintos tipos de estrés ambiental. Reduciendo su tasa metabdlica, las
células evitan la inanicion, ademas de que se presenta la formacion de estructuras celulares
complejas que las protegen de condiciones adversas. Una vez que inicia el proceso de
enquistamiento, se pueden distinguir ciertas caracteristicas en las células, tales como, la

pérdida de motilidad y el engrosamiento de la pared celular (6, 66).

El enquistamiento es un evento continuo, empezando con la induccion de células
vegetativas, las cuales, gradualmente, adoptan una forma circular, mientras que el cuerpo
central se cubre por capas gruesas (Fig. 1). Morfoldgicamente, los quistes son circulares, y
contienen una capa externa, denominada exina, seguida de una cubierta interna mas gruesa,
conocida como intina la cual presenta una estructura bilaminar. Durante el proceso se
observa la formacion de protrusiones entre la célula y la capsula, los cuales forman
glébulos que coalescen, generando estructuras aplanadas que producen la exina. Una vez
que inicia el enquistamiento, existe sintesis continua de los componentes de la capsula. Una

de las maneras de inducir enquistamiento experimentalmente, consiste en sembrar las



colonias en medio Burks, adicionando n-butanol o hidroxibutirato como Unica fuente de
carbono, en donde el quiste tarda entre 3 y 5 dias en formarse; mientras que la presencia de

glucosa en el medio antagoniza los efectos promotores de enquistamiento del p-

hidroxibutirato (BHB) (13, 76, 81, 24, 38).

Los quistes son estructuras de resistencia, ya que pueden soportar condiciones que en su
estado vegetativo no serian capaces de resistir, tales como altas temperaturas, tratamiento
sonico, radiacion ultravioleta y desecacion; sin embargo, son susceptibles a agentes
quelantes como el EDTA (82). En los ensayos donde se han sometido dichos quistes a
radiacion UV, estos requieren el doble de la dosis para ser inactivados en comparacion con
células vegetativas. Ademas, se ha observado que la resistencia a distintas condiciones esta
relacionada con la formacion de la exina y la intina; asimismo, se ha registrado una pérdida

de resistencia a radiacion UV durante la germinacion (77).

Las células que se encuentran en el proceso de enquistamiento sufren cambios en cuanto a
su metabolismo, ya que se han registrado alteraciones en la actividad de ciertas enzimas
durante la diferenciacion. En un inicio, las actividades de la nitrogenasa y la glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa disminuyen, mientras que las reacciones dependientes de enzimas
como la isocitrato deshidrogenasa, BHB deshidrogenasa y malato sintasa se encuentran
elevadas a las tres horas después del inicio del enquistamiento. Por otro lado, la sintesis de
acidos nucleicos se detiene completamente hasta la decimosegunda hora y la sintesis

proteica se mantiene a través de todo el proceso (25).
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Figura 1. Quiste de A. vinelandii. Presenta granulos de PHB en el cuerpo central y se
encuentra rodeado por capas de intina y exina. Modificado de Wyss, 1969.

1.2.  Produccion de biopolimeros

La generacion y demanda de plasticos aumenta con el paso del tiempo rapidamente; de
acuerdo con el sitio World Economic Forum, en el 2015 se registr0 una manufactura
aproximada de 320 millones de toneladas de plastico en el mundo, en comparacion con el
afio 2000 donde el dato fue de aproximadamente 150 millones de toneladas manufacturadas
(4). Estas altas cantidades de produccion de plastico representan un gran problema
ambiental debido al impacto negativo que tiene el plastico sobre el medio y su contribucién
a la contaminacion. Es por esto por lo que la produccion y utilizacién de materiales
biodegradables resulta una estrategia mas sustentable y necesaria en afios recientes con el
fin de reducir la huella de carbono. El objetivo a largo plazo es poder manufacturar e
implementar este tipo de compuestos a nivel industrial en areas de indole diversa, desde la
agricultura hasta la industria automotriz (59). Los biopolimeros poseen caracteristicas

fisicoguimicas similares a la de los materiales derivados del petréleo, sin embargo, estos



pueden ser degradados a dioxido de carbono y agua en condiciones aerobias 0 a metano en

condiciones anaerobias (35).

A. vinelandii es capaz de producir, bajo ciertas condiciones, como la limitacion de oxigeno
o fésforo y un exceso de la fuente de carbono, polihidroxibutirato (PHB), un polimero de
alto peso molecular. Este es un poliester alifatico intracelular parecido al polipropileno
perteneciente a la familia de los polihidroxialcanoatos (PHAS), el cual se encuentra
involucrado en el almacenamiento de energia en una gran variedad de microorganismos.
Este compuesto presenta una alta resistencia a radiacion UV y su punto de fusion en su
forma cristalina es de 175 °C (14). Los PHASs, de acuerdo con el numero de atomos de
carbono de los monémeros que los componen, pueden dividirse en dos grandes grupos, de
cadena corta (3-5 carbonos) y de cadena larga (6-8 carbonos). Una caracteristica relevante
de estos compuestos es que son biodegradables y, adicionalmente, son compatibles con

tejidos animales (30, 34).

Sin embargo, la producciéon de PHAs a gran escala es un tanto problematica,
principalmente, debido al costo del sustrato, el proceso de fermentacion y a las técnicas de
extraccion del polimero en cuestion desde dentro de las células. La utilizacion de glucosa
como sustrato es una estrategia ineficiente, ya que se requiere de tres toneladas de este
compuesto para producir una tonelada de PHB (56). Se ha reportado que aproximadamente
un 40% de los costos de produccién de este polimero se debe al sustrato o materia prima,
por lo que es crucial la busqueda e implementacidn de nuevas estrategias que permitan el

uso de fuentes de carbono menos costosas, disminuyendo el costo de la produccion (2). Por
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todo lo anterior, A. vinelandii es un organismo con un gran potencial para ser utilizado en la

produccion de PHB a nivel industrial (47).

1.2.1. Regulacién genética y metabdlica de la produccién de PHB

La sintesis de PHB se puede inducir al limitar nutrientes esenciales como nitrogeno,
fosfato, magnesio o potasio; tras lo cual, los organismos lo acumulan paulatinamente en

forma de granulos (52).

A concentraciones bajas de oxigeno, los agentes oxidantes, que actuarian como aceptores
terminales de electrones, son empleados en la ruta biosintética de PHB, cuyo inicio esta
sefializado debido al incremento en la proporcién de NADH/NAD, en donde la sintesis de
PHB actua como un sumidero de electrones (27). El precursor para la sintesis del polimero
es la acetil coenzima A (Ac-CoA), la cual es sintetizada a partir de glucosa mediante la via
de glucdlisis (17). Bajo la condicion de concentraciones bajas de oxigeno, existe una
reduccion de la tasa del ciclo de Krebs debido a que, al no haber oxigeno disponible, el
NAD™ no puede ser regenerado a partir de NADH, lo que tiene como consecuencia que no
puedan llevarse a cabo las reacciones de oxidacion dependientes de NAD™ del ciclo de
Krebs. Por esto, al generarse Ac-CoA, se favorecerd la actividad de la primer enzima
involucrada en la ruta biosintética de PHB, la PB-cetotiolasa; cuyo papel es catalizar la
condensacion reversible de dos moléculas de Ac-CoA, lo que da lugar a la formacién de

acetoacetil-CoA (54).
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La actividad de la B-cetotiolasa se encuentra regulada por las concentraciones de Ac-CoA 'y
de CoA libre; se ha reportado inhibicion de dicha enzima a altas concentraciones de CoA
libre; por lo que el flujo de Ac-CoA se inclina hacia el ciclo de Krebs; mientras que se
favorece la actividad de la misma cuando existe una alta concentracion de Ac-CoA, es
decir, en condiciones de ausencia o en cantidades limitantes de un nutriente como el
nitrégeno, aumenta la concentracion de piruvato y, por ende, la de Ac-CoA, lo que

promueve la actividad de la B-cetotiolasa (71).

Posteriormente, el acetoacetil-CoA sufre una reaccion de reduccion catalizada por la
enzima acetoacetil-CoA reductasa, donde el NAD(P)H actia como donador de electrones, y
cuyo producto es 3-hidroxibutiril-CoA, que es el precursor inmediato del PHB. La
acetoacetil-CoA reductasa cuenta con un mecanismo de proteccion contra oxigeno por

grupos tiol y el pH éptimo para su actividad catalitica es de 7.5 (20, 64).

Una vez formados los mondémeros de PHB, una tercer enzima se encarga de condensar y
polimerizar dichas unidades para obtener dicho polimero, la cual recibe el nombre de PHB
sintasa. Esta enzima ha sido encontrada en dos formas; asociada a granulos o soluble, sin
embargo, en condiciones limitantes de carbono, se ha encontrado que la forma principal es
la soluble; mientras que, al limitar progresivamente el nitrégeno, la sintasa asociada a
granulos comienza a aumentar con respecto a la soluble. La forma en que actla esta enzima
al sintetizar el polimero provoca una variedad en la longitud de los mondmeros que lo
componen y el peso molecular del mismo, lo que tiene como resultado la formacion de

PHAs de cadena corta, mediana y larga, dependiendo de la longitud de los monémeros (1).
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Uno de los modelos propuestos para describir la actividad de la PHB sintasa consiste en
una transicion donde participan dos grupos tiol de la enzima en cuestion, uno de ellos
localiza a los mondmeros conforme se van sintetizando, mientras que el otro se encarga de

localizar al polimero creciente (Fig. 2) (3).
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Figura 2. Esquema de la sintesis de PHB, en donde se observan las tres enzimas clave del
proceso (P-cetotiolasa, B-hidroxibutirato reductasa/acetoacetil-CoA reductasa, PHB
polimerasa/PHB sintasa), asi como la estructura de los compuestos intermediarios
resultantes de las reacciones quimicas involucradas en la ruta biosintética. Modificado de
Ballard & Holmes, 1987.
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Las tres enzimas principales involucradas en la sintesis de PHB se encuentran codificadas
en un operdn, denominado phbBAC (Fig. 3), constituido por los genes phbB, phbA y phbC,
que codifican, respectivamente, para acetoacetil-CoA reductasa, p-cetotiolasa y PHB
sintasa (58). Este operon se transcribe desde dos promotores: Pg2, activado por el activador
transcripcional PhbR; mientras que el otro, Pgl, es un promotor dependiente del factor

sigma RpoS, cuya actividad incrementa durante la fase estacionaria de crecimiento (12).

A su vez, la transcripcion del activador transcripcional PhbR inicia de dos promotores, pR1
y pR2, siendo el segundo también dependiente de RpoS. Por esto, junto con el control
ejercido por el flujo de energia y las concentraciones de agentes reductores y de Ac-CoA,
existe una regulacién a nivel transcripcional dependiente de la etapa de crecimiento en que
se encuentre la bacteria, debido a los genes dependientes del factor sigma RpoS, lo que
provoca un aumento en su transcripcion y, por lo tanto, en la sintesis de PHB, durante la

fase estacionaria (16).

R-cetatiolasa T

Figura 3. Representacion de la regulacion transcripcional del operdn phbBAC en A.
vinelandii. Las flechas rojas indican activacion o regulacion positiva.



De acuerdo con el trabajo reportado por Segura y colaboradores en el 2003, mutaciones
sobre el operon biosintético phbBAC que inhiben la sintesis de PHB, no afectan la
capacidad de formar quistes. El fenotipo observado debido a dichas mutaciones son
cambios en el flujo del metabolismo hacia la sintesis de alquilresorcinoles y alginato debido

al incremento en la disponibilidad de Ac-CoA (69).

1.3. Sistema de dos componentes GacS/GacA

Los sistemas de dos componentes son una familia diversa y conservada de proteinas
involucradas en la transduccion de sefiales; en el caso de las bacterias, estas proteinas
regulan la expresion de una gran cantidad de genes en respuesta a cambios en su entorno.
Esto se lleva a cabo debido a la autofosforilacion de una histidin cinasa sensora y posterior
fosforilacion de su respectiva proteina reguladora de respuesta, la cual presenta distintas
actividades como regulador transcripcional, reacciones enzimaticas, union a RNA o

interaccion proteina-proteina (10).

Las histidin cinasas son generalmente proteinas integrales de membrana homodiméricas,
las cuales contienen un dominio sensor que en la mayoria de los casos se encuentra fuera de
la membrana y un dominio catalitico de union a ATP en su extremo carboxilo. Los
dominios de hélices transmembranales estan involucrados en la dimerizacion, junto con el
dominio de dimerizacion y fosforilacion (DHp). Las sefiales externas que recibe el dominio
sensor son transferidas al dominio de cinasa mediante cambios conformacionales que

afectan a la proteina completa (75).
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Se ha reportado que existen RNAs pequefios no codificantes (SRNAS) que participan en
vias de regulacion de sistemas de dos componentes. Estos pueden ejercer un control
negativo o positivo sobre los SRNAs también puede ser activada o inhibida por la unién de
un regulador de respuesta a su regién promotora. Los SRNAs son capaces, a su vez, de
alterar la expresion génica a nivel post-transcripcional, actuando sobre distintos transcritos
por complementariedad de bases, o a nivel post-traduccional, al titular ciertas proteinas,

alterando su actividad y viabilidad (42, 18).

GacS y GacA conforman un par de cinasa sensora y su regulador de respuesta respectivo,
respectivamente, formando un sistema de dos componentes al cual se le ha atribuido el
control de funciones relacionadas con virulencia, sintesis de metabolitos secundarios,
expresion de enzimas como proteasas y fosfolipasa C, entre otras. En bacterias
pertenecientes a la familia Pseudomonadaceae, este sistema ejerce un control positivo sobre
la expresion de sRNAs pertenecientes a las familias RsmX, RsmY y RsmZ, los cuales
presentan una secuencia activadora rio arriba (UAS) a la que se une el regulador de

respuesta GacA.

Estos SRNAs se unen a proteinas de la familia RsmA /CsrA, evitando la represion a nivel
traduccional que se le atribuye a dichas proteinas, las cuales se unen a secuencias consenso
en las regiones Shine-Dalgarno de sus mRNAs blanco, lo que impide el acceso del
ribosoma y la iniciacion de la traduccion. Esto tiene como resultado un aumento en la
susceptibilidad de los MRNAs a ser degradados en presencia de RsmA/CsrA. El sistema
Rsm se encuentra involucrado en la regulacion de distintos procesos tales como formacion

de biopeliculas, percepcion de quérum y estrés oxidativo (21, 33, 46).
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En el caso de A. vinelandii, el sistema GacS/GacA controla la produccion de PHB, alginato
y alquilresorcinoles (Fig. 4). Se ha reportado que este organismo posee ocho sRNAs de la
familia Rsm, de los cuales, siete pertenecen a la familia RsmZ, y uno a la RsmY; estos
SRNAs promueven la sintesis de los polimeros anteriormente mencionados, a través de su
interaccion con RsmA, impidiendo, a su vez, la union de este con los mRNAs de algD,
phbR y arpR (43). De acuerdo con lo reportado por Hernandez-Eligio en el 2012, la
transcripcion de rsmZ1-Z7 y rsmY es dependiente de GacA y dicha expresion ocurre
principalmente en la fase estacionaria de crecimiento. Adicionalmente, demostré que la
estabilidad de los transcritos de phbR y phbB se encuentra disminuida en ausencia de GacA
y aumentada en ausencia de RsmA, confirmando que RsmA ejerce un control negativo
post-transcripcional sobre dichos genes (Hérnandez-Eligio, Moreno, Castellanos,

Castafieda, Nufiez, & Espin, 2012)(23).

El factor sigma RpoS de respuesta a estrés también se encuentra regulado por el sistema

Gac/Rsm, ya que, en cepas de A. vinelandii que contienen mutaciones en gacA, se observa

una disminucion del transcrito de rpoS (8).
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Figura 4. Sistema GacS/GacA en Azotobacter vinelandii. El regulador de respuesta
GacA promueve la transcripcion de los SRNAs rsmZ-7, rsmY; éstos presentan una alta
afinidad por RsmA, uniéndose al mismo, inhibiendo su actividad reguladora sobre los
transcritos de arpR, algD y phbR.

1.4. Sistema de Fosfotransferasa Asociado a Nitrégeno (PTSN")

En las bacterias existe una gran diversidad de regulacion y versatilidad metabdlica, lo cual
se debe, en parte, a los distintos sistemas de transduccion de las sefiales del entorno. Un
tipo de estos sistemas es el de fosfotransferasa (PTS), el cual consiste en la transferencia de
grupos fosforilo entre distintas proteinas a partir de fosfoenolpiruvato. Este tipo de sistema
se encuentra involucrado e la regulacion de distintos procesos metabdlicos, y existen dos
principales clases; el sistema PT de carbohidratos y el sistema asociado a nitrégeno

(PTSN") (61).

De los dos sistemas mencionados, el més estudiado es el de carbohidratos, en el cual
intervienen tres componentes principales; la enzima I (EI), HPr y la enzima Il (EIll). Por
otro lado, el sistema PTSN" (Fig. 5), esta involucrado en la regulacion del metabolismo de

nitrbgeno, asi como en otros procesos como la regulacion de la sintesis de
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lipopolisacéridos, transporte de potasio mediado por TrkA y por KdpE, mantenimiento de
la membrana celular, entre otros. Las proteinas involucradas en este sistema son homdlogas
a las que componen al sistema de carbohidratos; las cuales han sido designadas como EIN',
NPr y EIIAN", codificadas por los genes ptsP, ptsO y ptsN, respectivamente. En este caso,
asi como en el sistema de carbohidratos, se utiliza fosfoenolpiruvato (PEP) como sustrato,

el cual dona su grupo fosfato a EIN" (22).

ptsN

0
O
)

iruvato
EILANtr

Figura 5. Representacion esquematica del Sistema de Fosfotransferasa Asociado a
Nitrdgeno (PTSNM). En la parte superior de cada una de las proteinas que forman parte del
sistema, se encuentran escritos los genes que codifican para cada una de ellas.

En bacterias que poseen ambos sistemas, se ha reportado comunicacién entre los dos, ya
que se han encontrado casos en donde cinasas HPr son capaces de fosforilar a NPr. El
sistema PTSN' esta relacionado con la regulacion varios procesos tales como el transporte

de potasio, regulacion del ciclo de Krebs y virulencia. En muchos de estos casos, el estado
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de fosforilacion de EIIANY es un factor importante debido a que se ha demostrado que dicha
proteina es capaz de unirse a distintos blancos dependiendo de la presencia o ausencia de

un grupo fosfato (9).

En A. vinelandii, el sistema PTSN" esta relacionado con distintos procesos fisioldgicos y
metabdlicos, ya que, en cepas que presentan mutaciones deletéreas en ptsP, se inhibe la ruta
de fijacion de nitrogeno y se reduce la acumulacién del polimero PHB. Se ha demostrado
que dicho fenotipo se debe a la presencia y accion de la proteina EIIAN" en su estado no
fosforilado, al carecer dichas cepas de la proteina EI. Lo mismo sucede en mutantes NPr,
pues estas dos proteinas forman parte de la cascada de fosforilacion. La inactivacion de
ptsN (que codifica para la proteina EIIANY en estas cepas mutantes restablece el fenotipo

silvestre de acumulacion de PHB (53).

2. Antecedentes

1.1. Relacion entre los sistemas Gac y PTSN

Una vez establecido que, tanto el sistema Gac/Rsm como PTSM" se encuentran
involucrados en la produccion de PHB y en el enquistamiento, se procedio a dilucidar si el
mecanismo de regulacion de estos sistemas esta relacionado, de manera que uno de ellos
ejerce un control sobre el otro. Esto debido a que se demostrd que la disminucion en la
acumulacion de PHB mediada por alteraciones en el sistema PTSN" depende del estado de
fosforilacion de EIIANY, y que se observd un fenotipo similar en cepas mutantes en gacA;
Trejo, et. al., 2016, encontraron que, en la muatnte gacA, EIIAN" se encuentra en su estado

no fosforilado, al igual que en cepas mutantes en ptsP y/o ptsO. Este resultado sugiere que

20



GacA puede modificar la cascada de fosforilacion de PTSN", estableciendo una conexion
entre los sistemas de regulacion Gac y PTSN", lo cual afecta procesos como la produccion y
acumulacion de PHB, mediante la proteina efectora EIIAN", controlando el estado de

fosforilacion de la misma (79).

1.2 EIIANT" promueve la degradaciéon de RpoS mediada por el complejo de
proteasa CIpAP

Las proteasas dependientes de ATP estan involucradas en una gran variedad de vias de
regulacion, al degradar proteinas que se encuentran dafiadas o desnaturalizadas tanto en
condiciones normales de crecimiento o bajo algun tipo de estres. En bacterias como E. coli,
se encuentra la proteasa ClpP, que es una enzima modular que se puede asociar con
distintas subunidades reguladoras ATPasas como CIpA y ClpX, las cuales le confieren

especificidad en su actividad proteolitica (29).

De acuerdo con lo reportado en el 2017 por Muriel-Millan, et. al., el complejo proteolitico
CIpAP tiene como blanco al factor sigma RpoS en A. vinelandii (Fig. 6). Dicha degradacion
es promovida o inducida por EIIAN" en su estado no fosforilado, lo cual tiene como
consecuencia una disminucién en la transcripcion de genes dependientes de RpoS, entre los
que se encuentran phbR y phbB. Esto fue confirmado al realizar ensayos de estabilidad de
RpoS en distintas cepas mutantes, en donde se observé que dicha estabilidad se encontraba
reducida al inactivar genes como ptsP y ptsO, con respecto a la cepa silvestre. Al
encontrarse inactivados dichos genes, EIIAN" se encuentra Unicamente en su estado no

fosforilado.
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Por otro lado, la estabilidad de RpoS se recuperd al inactivar los genes que codifican para el
complejo proteolitico clpA y clpP, asi como a ptsN. Adicionalmente, realizaron ensayos de
actividad transcripcional y traduccional de phbR y phbB (cuya expresion depende
parcialmente de RpoS) en las cepas mencionadas anteriormente, confirmando que los
niveles de transcripcion de dichos genes disminuyeron con respecto a la cepa silvestre al
inactivar ptsP, y se recuperaron en dobles mutantes ptsP/clpA y ptsP/clpP, donde EIHAN" se
encontraria en su estado no fosforilado. Sin embargo, en el caso de ensayos de traduccion
de esos mismos genes, no se observo una recuperacion total con respecto a la cepa silvestre,
lo que sugiere la existencia de un mecanismo de regulacion post-transcripcional en el que
se encuentra involucrada EIIAN" y que, de la misma manera, depende de su estado de

fosforilacion (49).
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Figura 6. Ensayos de actividad transcripcional y traduccional de phbB y phbR en
distintas cepas. A-B. Actividad transcripcional de B-glucuronidasa en cepas con fusiones
transcripcionales (A) phbB-gusA y (B) phbR-gusA. C. Actividad traduccional de [-
glucuronidasa en cepas con fusiones traduccionales pgyrA-phbB-gusA. Modificado de
Muriel-Millan, 2017.
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1.3. La pirofosfohidrolasa RppH tiene como blanco a RsmA en Azotobacter
vinelandii

Uno de los mecanismos de regulacion que interviene en la sintesis de PHB, es el control
negativo que tiene RsmA sobre los transcritos de genes de la ruta biosintética como phbR y
phbB. A su vez, RSmA se encuentra regulada a nivel post-transcripcional por un miembro
de la superfamilia de proteinas Nudix que se encuentra conservada a lo largo de los tres
dominios taxonémicos; incluso en virus. La mayoria de las proteinas agrupadas dentro de
esta familia son pirofosfohidrolasas, que son enzimas que catalizan la hidrélisis de
pirofosfatos, entre los que se encuentran nucleésidos di- y trifosfatados y caps en el
extremo 5’ de moléculas de RNA. Los sustratos de RNA sobre los que actlan estas
enzimas presentan un nucledsido difosfato unido a un motivo X; entre los que se
encuentran dNTPs y polifosfatos dinucledsido. La actividad catalitica de estas proteinas

depende del motivo Nudix conformado por 23 aminoacidos conservados (45).

El procesamiento de RNA en bacterias es un proceso importante para la regulacion génica,
el cual se consideraba no especifico; sin embrago, la degradacion de RNA mediada por
ribonucleasas como la RNasa E, depende del contenido de nucleotidos y/o la presencia de
grupos fosfato en su extremo 5°, donde, la conversion de un extremo trifosforilado a
monofosforilado determina la longevidad de las moléculas de RNA. La enzima Nudix
RppH cataliza remocion del pirofosfato de moléculas de RNA trifosforiladas en su extremo
5, lo cual inicia el procesamiento mediado por ribonucleasas de dicho RNA, por lo que

RppH participa en su decaimiento (31).
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En A. vinelandii, RppH se encuentra involucrada en la regulacion de la sintesis de PHB, ya
que dicha enzima tiene como blanco el transcrito del regulador negativo post-
transcripcional; RsmA. De esta manera, RppH participa en la degradacién del mRNA de
RsmA mediada por la RNasa E al convertir el tri o difosfato de su mRNA en monofosfato.

Por lo tanto, RppH actta como un regulador positivo de la sintesis de PHB (Fig. 7) (5).

-

A

R

Figura 7. Regulacion de rsmA mediada por RppH. La enzima RppH promueve la
degradacion del transcrito de rsmA al convertir ¢l tri o difosfato de su extremo 5’ en
monofosfato, induciendo asi la accion de la RNasa E sobre dicho transcrito.

1.4. La doble mutacion rppH/ptsN- provoca una reversion parcial en el
fenotipo de produccion de PHB en A. vinelandii

Como fue mencionado anteriormente, RppH tiene como blanco al transcrito de RsmA en A.
vinelandii, por lo que antagoniza el efecto negativo post-transcripcional que tiene ésta
Gltima sobre genes como phbB y phbR. En cepas mutantes donde se ha inactivado a rppH,
de acuerdo con lo esperado, la produccion de PHB se ve reducida con respecto a una cepa
silvestre (Fig. 8). De la misma manera, como se esperaria, al inactivar a rsmA, en la
mutante rppH se observa una recuperacion en la produccion de PHB al comparar con la

cepa en donde se inactivé Gnicamente a rppH.
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Sin embargo, una observacion particular resulto al inactivar a ptsN en la cepa mutante rppH
al igual que en la cepa rppH/rsmA se observa cierta recuperacién en la produccion de PHB.
Considerando que el efecto negativo de la inactivacion de rppH sobre la sintesis de PHB es
causado por un aumento en RsmA, este resultado sugiere que ptsN podria tener un efecto

sobre rsmA, ya sea en su expresion y/o en su actividad (55).
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Figura 8. Cuantificacion de la produccion de PHB en pg de PHB/mg de proteina (A); %
de produccién de PHB (B) en distintas cepas de A. vinelandii. Se puede observar que,
como se esperaria, al inactivar a rsmA, la produccién de PHB aumenta con respecto a la
cepa silvestre UW136, mientras que al inactivar a rppH, ésta disminuye. Sin embargo, en
la doble mutante rppH7/ptsN, se observa una recuperacion parcial del fenotipo.
Modificado de Ortiz, 20109.

1.5. Relacion de EIIAS’C con CsrA en E. coli

En E. coli, el sistema de fosfotransferencia de carbohidratos esta relacionado con el sistema
de regulacion del metabolismo Csr/Rsm. Los SRNAs csrB/C son homdlogos a los pequefios
RNAs pertenecientes a la familia rsmZ encontrados en A. vinelandii; los cuales, de la

misma manera, actGan como antagonistas de la actividad de CsrA. La enzima EIIAS"®
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perteneciente al sistema de fosfotransferencia de carbohidratos y es un regulador del

metabolismo del carbono, cuya actividad depende de su estado de fosforilacion.

De acuerdo con lo reportado por Leng, et. al., una de las funciones reguladoras de EI1A®'
se debe a su interaccion con la proteina CsrD, la cual posee dominios GGDEF y EAL, a
pesar de que no se ha reportado que posea actividad de sintesis ni de degradacion de c-di-
GMP. Esta interaccion promueve el decaimiento de los SRNAs CsrB/C mediado por la
RNasa E; lo que tiene como consecuencia el aumento en la concentracion de CsrA libre. La
interaccion EIIA®°-CsrD ocurre Ginicamente cuando la primera se encuentra en su estado
no fosforilado; lo cual implica que EIIA®" promueve la actividad de CsrA al participar en

la degradacion de los SRNASs que antagonizan a dicha proteina (36).

En A. vinelandii no existe un gen homologo a csrD, sin embargo, al carecer este organismo
de un sistema de fosfotransferencia de carbohidratos como el que posee E. coli, no es
posible descartar que el sistema asociado a nitrogeno, con su respectiva proteina efectora
EIIANY, ejerza un control similar sobre la actividad de RsmA, por medio de la regulacion

de la estabilidad de sSRNA:s.

En este trabajo, a partir de los antecedentes descritos, se investigé la forma en que se
encuentran relacionadas las proteinas EIIANT y RsmA, con el fin de aportar al conocimiento
actual que se tiene sobre las vias de regulacion de sintesis de PHB en A. vinelandii. Con
dicho fin, se propuso analizar la posible interaccion proteina-proteina entre ambas, asi
como vias indirectas como la regulacion de los sSRNAs rsmZ1l y rsmZ2 mediada por

EIANY o cual afectaria la actividad de RsmA.
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2. Justificacion

Azotobacter vinelandii es una bacteria que produce el polimero PHB lo cual la convierte en
un modelo de estudio interesante debido al 