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Resumen.

Este trabajo indaga acerca de uno de los fendémenos de regulacién génica: la regulacién post
transcripcional. Para ello se someti6 al sistema de sefializacion de dos componentes propio de
la familia Pseudomonas; el sistema GacA/GacS a complementacion fisiolégica frente a la
falta de uno de sus componentes fundamentales o dos de ellos en distintas cepas mutantes.

En un reciente trabajo del laboratorio de Fisiologia y Genética de Bacterias Beneficiosas para
las plantas (LFGBBP) del Centro de Bioquimica y Microbiologia del Suelo de la Universidad
Nacional de Quilmes se llevé adelante un andlisis por gendmica comparativa para encontrar
nuevos paralogos de proteinas de unién a ARN de la familia Csr/Rsm. Mediante este andlisis,
se describi la presencia de un pardlogo llamado RsmM, que presenta una inusual topologia
estructural y que se encuentra en genomas de Pseudomonasaeruginosa en regiones donde esta
insertado un profago (estado latente de un bacteriofago a través de la insercion del mismo en
el genoma de la bacteria hospedadora).

Se obtuvieron resultados donde esta proteina pudo componer el sistema GacA/GacS en cepas
mutante de Pseudomona protegens actuando como inhibidor de las diferentes proteinas
precedidas en su marco de lectura por sitios de union para proteinas Rsm y tituladas por RNA
pequeios miméticos no codificantes.

Se obtuvieron entonces resultados prometedores que plantean un buen indicio para futuras

investigaciones de mayor complejidad en la misma linea.



AGRADECIMIENTOS

A todos los y las investigadores de la industria farmacéutica por los favores concedidos.

A Sergio, mi compaiiero, mi hogar, mi guia y amor.

A las chicas, por confiar en mi cuando no veo ni mis manos.

A todas las amigas que me fueron trayendo por el camino hasta aca.

A Marina y Ceci por amar tanto este pais como yo; a la Ludmi por eso y dejarse abrazar.
Al LFGBBP y la Unqui por los mates, los chocolates, las risas y los seminarios. Obvio que a
mi director por su generosidad y paciencia infinita, gracias Pato.

A la educacidn publica por hacerme quien soy, por ser todo lo que nos falta cuando casi no
tenemos nada, dltimo bastion del estado presente.

A la UNAJ por quererme dentro y pelear para que no me vaya, a todos sus docentes por su
vocacion, ética y dedicacion. A las Julis, Marias, Tirsos, Rebos, Micas, Lucas y Anitas...
A mi Fede por ser como Stitch (un enano alienigena que no abandona a su familia).

Y a Nati, gracias siempre querida, todos estos afios y al final si llegamos.



Indice

Tabla de Abreviaturas pag. 4
Introduccion e importancia del tema. pag. 5
Hipodtesis y objetivos. pag. 10
M¢étodos. pag.11
Resultados y discusion. pag. 15
Conclusiones. pag. 19

Fuentes de informacion y referencias bibliograficas:
Anexos:
I.  Griéficos curva de crecimiento Ln DO600 vs Tiempo, UM vs tiempo para
ensayos por beta gal.
II. Fotos de colonias sembradas en agar leche, complementacion para

exoproteasa.



Abreviaturas.

ARN
Csr

acido ribonucleico

regulador de almacenamiento de carbono

GacA/GacS global activation of antibiotic and cyanidesynthesis A

NA
NYB
P.

P. p.
Rsm

Grad-seq

Agar nutritivo

NutrientBrouthYeast

Pseudomona

Pseudomona protegens

represor de metabolitos de fase estacionaria

gradientprofilingbysequencing



Introduccion.

La regulacion de la expresion génica en bacterias comprende un campo disciplinar de suma
importancia; tanto para poder incrementar nuestro conocimiento bdsico sobre el
funcionamiento de la bacterias y su adaptacién a su entorno, como para el planteo de nuevas
terapias antimicrobianas con impacto en salud humana, animal y vegetal (Sobrero, Valverde

(2020)

CsrA/RsmA

El sistema Csr (regulador de almacenamiento de carbono) o Rsm (represor de metabolitos de
fase estacionaria) se encuentra entre los sistemas reguladores bacterianos basados en ARN
mds estudiados. Su componente central, la proteina de unién a ARN CsrA (RsmA), fue
descubierta mediante una prueba de mutagénesis de transposones disefiada para identificar
reguladores de la expresion genética en la fase estacionaria del crecimiento, utilizando la
biosintesis de glucégeno y la expresion de glgC'-lacZ como reporteros. (Romeo,
Babitzke(2018)). Se trata de una clase funcional de proteinas de unién a ARN que estd
implicada en el control postranscripcional de la expresion génica en bacterias (Quendera et
al., 2020).

Ademads, son proteinas reguladoras globales que se unen a los ARNm, generalmente en el
sitio de unién de los ribosomas, para controlar la traduccién y la estabilidad del ARNm
(Agaras, B., Sobrero, P., & Valverde, C. (2013))

Estos polipéptidos estdn bastante bien conservados y son de longitud relativamente corta (65
a 75 residuos en promedio) que funcionan como homodimeros (Gutiérrez et al., 2005).
Poseen un residuo de arginina fuertemente conservado que es fundamental para el
reconocimiento de la primera G del trinucle6tido GGA, y su reemplazo elimina la unién
reguladora de las proteinas CsrA a sus objetivos de ARN (Heeb et al., 2006 ; Schubert et
otros, 2007).

La estrategia antagonista mas generalizada para aliviar el control postranscripcional por parte
de las proteinas de la familia CsrA es a través de la expresion de ARNs imitadores

moleculares (Romeo y Babitzke, 2019).



ARN’s pequeiios no codificantes miméticos.

El mecanismo de control de los niveles de expresion ejercidos por las proteinas de la familia
Csr/Rsm es mediado por ARN pequefios no codificantes miméticos que los desplazan y
liberan la regulacion sobre ARN mensajeros, al tiempo que el nivel intracelular de estos ARN
pequeiios es controlado por sistemas de dos componentes (Valverde y Haas, 2008)

De estos ARN antagonistas se encuentran codificados en multiples copias por genoma,
pudiendo existir entre 3 a 5 pardlogos. (Sobrero, Valverde (2020))

En Pseudomonas, el regulador transcripcionalGacA contribuye principalmente a la activacion
de los promotores que se encuentran rio arriba de los genes de los ARN regulatorios
(Gonzélez, Reimmann (2008)). El mecanismo antagonista que ofrecen estos pequefios ARN
miméticos se basa en la exposicion de miltiples sitios de unidn para las proteinas represoras,
removiendo a las mismas de los ARNm blancos y aliviando la regulaciéon negativa sobre su
traducciéon. La expresion de los ARN regulatorios estd subordinada a una regulacion
transcripcional, a partir de la activacion de un sistema de dos componentes (Valverde Hass

(2008))

Sistema de dos componentes en P. protegens cepa CHAO: GacS/GacA

El sistema GacS/GacA controla la produccion de metabolitos secundarios y enzimas
extracelulares implicadas en la patogenicidad de plantas y animales, el biocontrol de
enfermedades vegetales transmitidas por el suelo, la aptitud ecolégica o la tolerancia al estrés.
Un modelo actual propone que GacS detecta una sefal atin desconocida y activa, mediante un
mecanismo de fosforilacion, el regulador de transcripciéon GacA, que a su vez desencadena la
expresion de genes diana ( Heeb, S., &Haas, D. (2001).

Se trata de una via de transduccion de sefiales conservada de P. aeruginosa que controla la
produccion de productos extracelulares y factores de virulencia, asi como el cambio del estilo
de vida plancténico al de biopeliculas (Agaras, Sobrero, Valverde 2013)

A partir de estudios transcriptomicos sobre el rol de GacA en diferentes Pseudomonas, se ha
determinado que alrededor de 10% del genoma de estos microorganismos responde a GacA
(Hassan (2010) A pesar de la importancia de estas funciones, los ligandos que se unen al
dominio sensor de GacS siguen siendo desconocidos y su identificacidon es un desafio

apasionante en este dominio. En altas densidades de poblacidn, la sefial de GacS desencadena



un cambio del metabolismo primario al secundario y un cambio en el estilo de vida
bacteriano. Se ha sugerido, basdndose en estas observaciones, que la sefial de GacS es un
marcador de la aparicion de estrés nutricional y competencia. Las investigaciones
bioquimicas atin tienen que caracterizar completamente la sefial de GacS. Sin embargo,
retratan esta sefial como un metabolito de bajo peso molecular, relativamente simple y
moderadamente apolar, posiblemente parecido, pero sin embargo diferente, de los 4cidos
organicos alifaticos que actian como moléculas de senalizaciéon con deteccion de quérum en
otras proteobacterias. (

Latour 2020)

En Pseudomonas, la actividad de GacS es modulada por al menos otros dos sensores de
membrana interna, llamados LadS por "sensor de pérdida de adherencia" y RetS por
"regulador de exopolisacdrido y sistema de secrecion tipo III"LadS y RetS proporcionan un
cierto grado de flexibilidad, porque tienen efectos de contrapeso, uno mejora la sefalizacion
de GacS, mientras que el otro atenda esta sefializacion

La cascada Gac/Rsm es iniciada por el sistema regulador de dos componentes Gac compuesto
por el sensor quinasa GacS y su correspondiente regulador de respuesta, GacA. La quinasa
GacS responde y detecta una sefial no identificada, provocando la activaciéon del regulador
transcripcionalGacA a través de un mecanismo de fosforilacion. La forma activa de la
proteina GacA activa posteriormente la transcripcién de los ARN pequefios (ARNs) rsmXYZ
Estos ARNs secuestran las proteinas represoras de la traduccion Rsm A / E, que bloquean la
unién del ribosoma a su sitio de unién en el ARNm de los genes diana implicados en los
diferentes metabolismos secundarios a esta cascada, como la biosintesis de antibidticos, por
ejemplo. (Wei, Xue et al., (2013)

En la cepa de biocontrol CHAO de Pseudomonasfluorescens, el sistema de dos componentes
GacS/GacA controla positivamente la sintesis de productos extracelulares como el cianuro de
hidrégeno, la proteasa y el 2,4-diacetilfloroglucinol, regulando positivamente la transcripcion
de pequefios ARN reguladores que alivian la inhibicion a la traduccion mediada por RsmA.
(Heeb, Valverde, Haas (2004)

En el cultivo en medios sintéticos, los metabolitos que activan los sistemas de dos
componentes no son esenciales para la supervivencia de sus productores y generalmente se
producen s6lo durante la fase estacionaria, cuando la densidad de poblacion celular es muy
alta y el crecimiento bacteriano esta restringido (latour 2020). Estos metabolitos de naturaleza

desconocida una vez se han acumulado en el caso de P. protegensactivan GacS.



En la cepa CHAQ, el sistema de dos componentes es GacS-GacA quien responde a sefiales
autoinductoras no caracterizadas y promueve la traduccién de varios ARNm involucrados en
la formacién de exoproductos y el control de patégenos de raices de plantas (antibidticos,
lipopéptidos, enzimas liticas extracelulares), aliviando el bloqueo de traduccién causado. por
los dos homélogos de CsrA, RsmA y RsmE. Esto se logra activando la transcripciéon de los
genes rsmX, rsmY y rsmZ , aumentando asi la abundancia intracelular de los tres ARN
pequeiio no codificantes RsmX, RsmY y RsmZ, que secuestran RsmA y RsmE. Estos ARN
pequeios titulan a Rsm. Los ARN pequefios de la familia Csr/Rsm actian como esponjas de
proteinas al ofrecer miultiples motivos secuenciales/estructurales compatibles. La
disponibilidad de dimeros de CsrA para unirse a multiples ARNm estd modulada por la
concentracion intracelular de uno o mas de estos ARN pequefios imitadores moleculares.
(Sobrero, Valverde, (2020))

En el caso de p. protegens CHAO este sistema controla la expresion de elementos implicados
en el biocontrol como compuestos antifingicos (HCN) o enzimas extracelulares de

lipopéptidos (como exoproteasas), genes hcnA y aprA respectivamente.

RsmM

En las dltimas décadas, el estudio de los fagos y profagos que interactian con P.aureuginosa
ha sido un campo muy prolifico, posiblemente ligado al potencial uso de terapia fagica para
el tratamiento de infecciones (Chegini, 2020)

A pesar de su importancia como patégeno humano y bacteria modelo, faltan datos globales
que informen sobre los complejos de ARN/proteina para P. aeruginosa y otras Pseudomonas.
(Gerovac 2021)

Gerovac mediante la técnica Grad-seq en condiciones de condiciones estindar y de
depredacion de bacteridfagos en Pseudomona aeruginosa identific6 ARN no codificantes
codificados por fagos (Gerovac, (2021). Mediante una busqueda en la base de datos de
proteinas no redundantes del NCBI con PSI-BLAST utilizando la secuencia CsrA
deEscherichiacoli como consulta se encontré que 1.2% de los fagos sondeados tenian este
tipo de proteina en su genoma. Esta subfamilia de homd6logos de proteina tipo Rsm presente
en fagos y/o profagos dentro del complejo aeruginosa posee una peculiaridad: las proteinas
de la subfamilia RsmM poseen un tamafio superior (13 Kda) a las Rsm promedio (6 Kda),

con un claro dominio “nuicleo” que contiene la topologia y los aminoécidos esenciales para la



interaccion con moléculas de ARN y un dominio C-terminal extendido, a la que no se pudo
encontrar homologia con ninguna proteina en la base de datos dentro del mismo
estudio(Valverde, Sobrero (2020) Por otro lado un estudio estudio resalta la presencia de
secuencias homologas codificante para rsmM en 33 cepas diferentes de P. aureuginosa, y que
6 de ellas (cerca del 20%) presentan regiones espaciadores en cluster CRISPR-Cas, lo que
sugiere estas cepas de P. aureuginosa han estado previamente en contacto con el fago y
generado una “memoria” previa a la integraciéon del profago en el genoma del hospedador.
(Ambroa, (2020))

Siguiendo este curso de descubrimientos, el director de este trabajo final sondeo un genoma
en particular buscando este subgrupo de homdlogos de Rsm, el genoma de unaP.
aureuginosa denominada HexIt, secuenciada por Lujan en 2017. La proteina Rsm M es una
proteina identificada entonces por Patricio Sobrero en el genoma de la P..aureuginosa
HexIT, esta cepa fue aislada de suelo contaminado con aceite lubricante del suelo de un taller

mecanico en la ciudad de Cérdoba. (Lujan (2017)).

A, RsmA MLILTRRVGE TLEVGDOVTVTVLGVEGNQVRIGVNAPHEVAVHREEIYQRIQKEKDQEPN &2
RemM MLILTRRVGETLHIGDOITVTVLGSQGDQVRLGITAPQDVAIHRSEIYQQIGNVRPVPPA &2
FSMA Hecemccsccccccccc i e s cccccccccccscccccc e 6l
RemM ELVEAWNREHPAPAL IEYRPYRGADPQRTRTVGRASVSLGGAAVIWIEGQSAPVALRALT 120
RSmA iz
ReeM AIS 123
1Sobrero (2020)



La proteina denominada RsmM, posee un tamafio molecular superior (circa 13 Kda) al de las
proteinas Rsm promedio (circa 6 KDa) para el género Pseudomonas. RsmM presenta una
region N terminal conservada en secuencia y topologia tipica para una proteina de unién a
ARN del tipo Rsm, pero la region C-terminal extendida no presenta homologia secuencial

con ninguna otra proteina en las bases de datos consultadas. El dominio N-terminal de

rmisd = 0.7685 A

2Rsm M alineada con RsmA. Sobrero (2020)

RsmM podria funcionar como una proteina tipo Rsm, sin descartar que el dominio C-terminal
repercuta sobre la actividad de dicho dominio o de la proteina en si respecto a RsmA, por
ejemplo. (Sobrero (2020))

En la imagen puede verse un modelado de A (cian) superpuesto con M (gris) en el que se ve
la zona N terminal coincidiendo en ambas proteinas y una zona C extremadamente superior
en tamafio en M comparada con A. (Imagen de Sobrero (2020))

La proteina Rsm M identificada en P. aeruginosaHextl se evaluard en el siguiente trabajo por
complementacion fisiologica frente a Rsm A, ya caracterizada por Agaras, en diferentes
cepas mutantes de CHAO de P. protegens descritas por Reinnman. Estas cepas mutantes no
poseen la capacidad de sintesis de las proteinas tipo Rsm y pueden o no poseer elementos del
sistema de dos componentes para aliviar sus efectos inhibitorios, ARN pequefios miméticos
no codificantes, en el apartado de materiales y métodos se describirdn las cepas utilizadas

mas detalladamente, ( Agarras (2013); Reinmann, Valverde (2005)).
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El objeto de este trabajo final es, en principio, que el estudiante adquiera experiencia y
destrezas propias de la profesion bioquimica en este caso orientadas al campo de la
investigacion, pero que supongan una experiencia relevante en tareas generales de su campo.
Para ello se llevardn a cabo ensayos que permitan evaluar a este homélogo de Rsm como son
el dosaje de la expresion de ARN mensajeros que puedan ser inhibidos por Rsm, evaluado
frente a un Rsm de actividad conocida, A, y un control, el vector para la complementacion
fisiolégica, pldsmido vacio, en cepas de Pseudomonas mutantes. Mediante ensayos de
actividad enzimatica de beta galactodisa, actividad exoproteasa o de produccién de HCN.

A fin de llevar a cabo estos ensayos el estudiante primero tendrd que realizar las tareas

necesarias para la obtencion vector ttil para dicha complementacion fisiologica.

Hipodtesis y objetivos.

El objetivo principal del trabajo es la caracterizacion funcional de una proteina homdloga a
las proteinas de unién a ARN de la familia Csr/Rsm que se encuentra dentro de un profago en
genomas de P. aeruginosa HexIT
Como objetivos especifico se plantean:
1) Construccién de un vector inducible por IPTG y replicativo en Pseudomonas (de bajo
nimero de copias) para la expresion ectdpica del homélogo rsmM.
2) Complementacion fisiol6gica de RsmM en cepas mutantes de P.protegens CHAO que

carecen de proteinas de unién a ARN de la familia Csr/Rsm.

Materiales y Métodos.

Cepas de P.protegens CHAO utilizadas en este trabajo.

La cepa P. protegensCHAO tiene eliminado los genes decodificanpara las dos proteinas
homodlogas:RsmA y RsmE (Reimmannet al (2005)). Pseudomonasspp. y E. coli generalmente
se cultivaron en agar nutritivo (NA) y en caldo de levadura nutritivo (NYB) ( Valverde et al. ,
2003).

CHA 1008  rsmA::QKmrsmE::QHgAgacS; KmRHgR

CHA 1009  rsmA::QKmrsmE::QHg; KmRHgR

CHA 1007  rsmA::Q-Km rsmE::Q-Hg A gacSaprA'-' lacZ, Kmr Hg r
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CHA 1021 rsmA::Q-Km rsmE::Q-Hg aprA'-' lacZ, Kmr Hg r
CHA 1027  rsmA::Q-Km rsmE::Q-Hg hcnA'-' lacZ, Kmr Hg r
CHA 1028  rsmA::Q-Km rsmE::Q-Hg A gacS, hcnA'-' lacZ, Kmr Hg r

- rsmAgen que codifica la proteina que inhibe a los mensajeros ARN y evita su
transcripcion rsmEgen que codifica la proteina que inhibe a los mensajeros ARN y
evita su transcripcion

- gacS gen que codifica para el componente de membrana del sistema de sefializacion
de dos componentes en Pseudomonas.

- aprAgen que al ser expresado produce una hexoproteasa

- hcnAgen que al ser expresado genera en la bacteria produccién de 4cido cianhidrico,
este es utilizado en Pseudomonas para protegerse de hongos.

- lacZ gen que al ser expresado produce la betagaloctidasa

- Km antibiético, kanamicina.

- Hg antibi6tico, higromicina

(Reimmann,Valverde, Kay, Hass (2005)); (Agaras, Sobrero, Valverde (2013));( Heeb,
Blumer y Hass (2002); Iino, Daisukeet al.(2007))

En las cepas de P. protegensCHA1007, 1008 y CHA1028 estd eliminado el gen gacS$, que
codifica para el receptor de membrana del sistema Gac/Rsm, por tanto en estas cepas no
habrd ARNs pequefios miméticos que contra regulen la inhibicién producida por las proteinas
Rsm, ya sean A o M.

Las cepas de P. protegensCHA1021, 1009 y 1027 si son capaces de producir los ARN
pequefios miméticos ya que poseen en gen gacs.

Ninguna de las cepas tienen los genesrsmA o rsmE, por lo que no producen proteinas

inhibitorias del sistema Gac/Rsm(Reimmann et al. (2005).

Condiciones de cultivo bacteriano.

Las bacterias se cultivaron en agar nutritivo (NA) y en caldo de levadura nutritivo, ya fuera
en placa o caldo de cultivo respectivamente.

Se agregaron antibioticos cuando fue necesario al medio de crecimiento en las siguientes
concentraciones:

Tetraciclina 25 pg/ml para E. coli'y 125 pg/ml para P.protegens.

Kanamicina 25 pg/ml para P. protegens.
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Las temperaturas de incubacion de rutina fueron 37°C para E. coli 'y 28°C para P. protegens.

Plasmido «<pME 6032

[ " oMEBD32 =
QE1Gbps |

3Butt (2016)

Se trata de un vector de clonacién derivado de pVS1 . Este vector es estable en condiciones
de colonizacién de raices en P.protegens y es adecuado para generar construcciones estables

en condiciones ambientales. (Heeb, 2000; Heeb, 2002)

Construccion de un vector inducible por IPTG

Dentro del plan de trabajo se realiz6 la insercién del gen rsmM en el plismido estas
inserciones fueron evaluadas por electroforesis. El gen rsmMse amplific6 mediante PCR a
partir de un cultivo de la P. aeruginosa HexIT secuenciada por Lujin (Lujan, 2017). Para
evaluar los fragmentos obtenidos de material genético se utilizé electroforesis en gel de
agarosa. Los cuales fueron revelados con bromuro de etidio, observados y fotografiados en
lampara UV .La construccion con el tamafio adecuado se colectd de la corrida electroforética
y se utiliz6 para transformar quimicamente E. coli

Para la extraccion de plasmido pME6032 (sin inserto) reproducido en E. coli, se utiliz6 el kit
de purificacion “Puro Plasmido” de la empresa Bio-logicos ®.EIl kit provee tubos eppendorf
de punta recta de 2 ml con un filtro que permite mediante la incubacion y centrifugado con
diferentes soluciones para obtener el plasmido a partir del cultivo de E. coli en este caso.

El gen rsmMy el vector se dirigieron con enzimas de restriccion, luego se realizd una

inactivacion térmica de estas enzimas previa la ligacion. Se ligaron los fragmentos obtenidos
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y se utilizaron para transformar E. coli quimicamente, utilizando diferentes temperaturas para
favorecer el ingreso del pldsmido a través de la membrana, con ellos. Las colonias obtenidas
de E. colitransformada se plaquearon en medio selectivo NA Tc25ug/ml

El plasmido obtenido con el inserto del gen rsmM, fue extraido de estas E. coliy se utilizé
para transformar las diferentes cepas de P.protegensCHA 1007, 1028, 1021, 1027, en estas
cepas también se introdujo sobre diferentes cultivos el pldsmido vacio y el pldsmido con la

secuencia rsmA, gen para una proteinaRsm ya caracterizada.

Transformacion

Se transformaron las P.protegens de las distintas cepas para realizar los experimentos de
crecimiento, expresion de betagaloctidasa, exoproteasa y HCN.

El pldsmido extraido ya sea vacio o con las secuencia rsmA o rsmM se insertd en cultivos
frescos de P. protegens. Ya que las diferentes cepas se conservan en criopreservacion se
descongelaron y realizaron cultivos frescos 24 horas antes de la transformacion. De estos
cultivos se tom6 un ml, se centrifugd y descartd el sobrenadante, agregando glicerol y
resuspendieron, para luego centrifugar y descartar el sobrenadante nuevamente. Repitiendo
este proceso de lavado tres veces. El pellet obtenido se llevé a un volumen final de 40ul el
cual se introdujo gentilmente en la cubeta de electroporacion.

Luego se afiadieron a la cubeta de 3 a Sul de plasmido y se sometié a un pulso de a un pulso
de 2.00 kW/cm de intensidad. Luego estas bacterias fueron incubadas con medio enriquecido
durante una hora a 28°C en shaker. Transcurrido este periodo se sembraron en placa cada una
de las cepas transformadas por extension del indculo hasta su absorcién con ayuda de un asa
de Digralsky, estas se llevaron entonces a incubacién por 24 a 48 h en estufa a 28°C.

Las cepas transformadas de P. protegensCHA 1007; 1028 1021 y 1027 con un
plasmido control (sin inserto) o< pME3062, el mismo plasmido con el gen rsmAy

también con rsmMse conservaron en criopreservacion.

Ensavos de medida de B-galactosidasa vy crecimiento.

Las cepas transformadas de P. protegensCHAOse conservaron por criopreservacion, por lo
que se requirid su descongelacion y obtencion de cultivos frescos previo al desarrollo del

ensayo de beta galactosidasa.
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Se realiz6 una siembra por estria de cada cepa transformada y fueron llevadas a estufa por 24
horas, luego se realizaron cultivos liquidos tomando colonias de placa con ansa de siembra y
resuspendiendo este indculo.

Los cultivos liquidos se dejaron en shaker durante 24 horas a 28°C. Desde estos cultivos
frescos (uno por cepa y plasmido) se tomaron tres muestras que se llevaron a cultivos frescos
liquidos sin antibidticos de NyB, luego se tomaron muestras seriadas para evaluar el
crecimiento por espectrofotometria en 5 tiempos una vez alcanzada la fase exponencial
(aproximadamente a las 10 horas de largados los cultivos). A la par que se tomaban las
muestras para evaluar la expresion de la enzima en cada cepa transformada.

Las cepas CHA 1007 y CHA 1021 se midieron con IPTG 0,1 mM Yy sin él. Las cepas CHA
1028 y CHA1027 con IPTG 0,5mM

La reaccion de la enzima beta gal con el sustrato o-nitrofenil-D-galactopirandsido (ONPG)
fue medida por espectrofotometria a 450 nm.

De los datos obtenidos del crecimiento de las colonias y de la expresion enzimdtica se

realizaron tablas y gréficas adjuntas.

Cultivo de cepas en Agar leche.

Se descongelaron CHA 1008 y CHA 1009 vy se obtuvieron cultivos liquidos frescos de
ambos por inoculacién en medio NyB con 125 ul/ml de tetraciclina, con incubacién durante
24 horas a 28 grados en agitacion. Se midi6 la densidad 6ptica (Do) de cada cultivo y se
realizaron las diluciones necesarias para obtener concentraciones con una concentracion de
1DO/ul. Se sembr6 Sul por triplicado en placas de agar leche con distintas concentraciones de
IPTG en flujo laminar y por triplicado para cada diferente concentracién de IPTG.
Concentraciones utilizadas de IPTG: 0.0; 0.01; 0.1;0.5 mM.

Luego se tom6 foto de las placas, se midi6é cada halo y didmetro de la cepa se realizé una
razén para cada colonia para evaluar la inhibicion de la expresion de la exoproteasa en

funcion de la cepa y la concentracion de IPTG.

Medida de la expresidon de acido cianhidrico

Se realizaron calculos, pesada y diluciones para elaborar la recta patron segun el protocolo de

Gewitz 1976, donde se elaboraron disoluciones de KCN para la recta patron de 0 a 20 uM.
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Resultados y discusion.

e Preparacion de métodos y materiales para los ensayos experimentales.

Dentro del plan de trabajo se realizé la insercion del gen rsmM en el pldsmido, pero no fue
efectiva, estas fueron evaluadas por electroforesis y no se obtuvieron fragmentos con las
inserciones deseadas de ningdn tipo. Para resolver este inconveniente el director de este
trabajo fin de grado cedi6é un plasmido con la insercién de interés.

Con respecto a la transformacion en algunos casos el pipeteo de los diferentes componentes
fue muy ripido lo que a posteriori resulté en que no fuera exitosa la transformacién ya que el
cambio brusco de presiones entre el didmetro de la pipeta y el contenido de la solucién
pueden hacer que se estallen los componentes de naturaleza génica, esto fue algo que se

corrigid en el transcurso del desarrollo del trabajo final.

Evaluacién génica de las construcciones insertas (vectores inducibles por IPTG) en las

diferentes cepas.

e Ensayos de betagaloctidasa.

La cepa P.protegensCHA1028 carece de los ARN pequefios, por lo que no podra
contrarrestar el efecto inhibitorio de las proteinas tipo CrsA/RsmA A y M incorporadas
mediante el plidsmido por transformacién, la produccién de la enzima beta galoctidasa
podemos ver que estd limitada por su el efecto inhibitorio de las proteinas Rsm, tanto en el
caso de cepa complmentada con rsmA (A) como de la cepa complementada fisiolégicamente
con rsmM(M).

La cepa 1027 por su parte si posee gacS y produce los ARN pequefios quienes contrarrestan
el efecto inhibitorio de A y M, puede verse como en un principio permite la expresion de beta
gal contrarrestando su accion, pero luego es superada por la cantidad expresada de A y M que
la superan; quizds dado que la concentracion de IPTG 0,5M es algo elevada y estos ARN
pequenos no pueden titular la cantidad de Rsm expresada.

Al comparar la actividad de beta galoctidasa en cada cepa bajo las mismas condiciones se
observo que se produce entre el doble y el triple de beta galactosidasa que el caso de la cepa

1027 complementada con Rsm A y M respecto a 1028, aunque no alcanza la produccién de
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la cepa con el plasmido vacio (P), la cual es muy superior a la cepa transformadas de 1027
con Rsm A y Rsm M en fase exponencial.

La produccién de ARN pequeiios no es completamente lineal y existen relaciones de sinergia
y efectos secundarios que escapan a este trabajo final, pero es llamativo como la cepa
complementada 1027 ya produce mayor cantidades de betagaloctidasa incluso en condiciones
exponenciales frente a 1028, cuando es en fase estacionaria que teéricamente actuan los ARN
pequeiios miméticos.

Ademads se puede observar que la accidon deshinibitoria de los ARN pequeiios es mas efectiva
sobre la cepa 1027 complementada con A que con M. Esto volverd a repetirse en la
evaluacién de las cepas 1007/1008, lo que puede hacer pensar que la accion inhibitoria de
RsmM es mayor que la de RsmA

Se considera entonces como una posibilidad que la cantidad de IPTG utilizada fuera algo
elevada, concentracion de 0,5mM, al observarse como en la cepa 1027 los ARN pequeios
producidos no alcanzaban para contrarrestar completamente la accion de A y M,
compardandolos con P, por lo que en los siguientes ensayos se realizaron con una

concentracion de IPTG de 0,1mM.

1028 y 1027 ¢/ 0,5 mM PTG

B 1 3028 Exponencial O A 1026 Exponencial ™ MI02E Estacionario ™4 1028 Este

B M 3027 Exponeéncial & A 1027 Exponencial MI0ZT Estacionario A 1027 Exts

EDO

Fo0

B00

500

400

U

300
200

100

[i] -

FASE DE CRECIMIENTO

4 Actividad de betagaloctidasa en 1028 y 1027 complementadas con RsmM y RsmA a 0,5mM de IPTG

Las cepas 1007 y 1021 se evaluaron con y sin IPTG. Los datos obtenidos no permiten
construir una grafica congruente de actividad beta galactosidasa para 1007 y 1021 sin IPTG,

pero si de crecimiento, el equipo o el operador generaron errores groseros. En el caso de 1007
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y 1021 con IPTG si pudo observarse un comportamiento acorde a lo esperado. Pese a este
inconveniente la principal hipdtesis de este trabajo si fue confirmada: M inhibe la expresion

de beta gal, funciona como una proteina tipo Rsm. (Ver graficas en el anexo I).

1007 ¢/ IPTG
estacionario

3500

3000

2500

2000 exponencial
=
= 1500

1000

500

5 [ [

FASE DE CRECIMIENTO

EP EM A HP EM BA

5Cepa 1007 complementada con pME6032 vacio, RsmM y RsmA C/0.1mM de IPTG

Tomando puntos de la zona exponencial y comparandolos con puntos de la fase estacionaria
para 1007 en condicién de siembra con IPTG de actividad de beta galactosidasa, se puede
observar como la inhibicidn ejercida por las proteinas Rsm A y M no es deshinibida, esta
cepa carece de Gac lo cual es congruente, siendo la expresion de la enzima la misma en fase
estacionaria y exponencial. Esta expresion proteica no es inhibida completamente ya que el
promotor del pldsmido tiene una expresion basal minima. En el caso de la cepa transformada
con el plidsmido vacio esta no manifestd inhibicién en la expresion de la betagaloctidasa
continuando con su aumento esperado en fase estacionaria.

La cepa 1021 con IPTG tiene un comportamiento acorde a los esperado en fases iniciales y
exponenciales, no asi en fase estacionaria donde cae la produccién de beta galactosidasa
incluso para la cepa complementada con el pldsmido vacio. Esta cepa tiene la capacidad de
producir ARN pequefios y se ve cierto aumento de betagaloctidasa en los puntos coincidentes
con la fase estacionaria para esta cepa complementada con RsmM y RsmA, sin embargo la

caida en P no se le pudo encontrar otra explicacion mas que un error de la técnica.

Evaluacidn fisioldgica de las construcciones insertas en las diferentes cepas.

e Actividad de exoproteasa en cultivos de CHA 1008 y CHA 1009 en agar leche.
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En CHA 1009 complementada con rsmA a concentraciones de 0,05 y 0,1 M de IPTG los
ARN pequefios parecen tener un efecto desinhibitorio sobre la expresion de exoproteasa,
mayor en el caso de A que M, pudiendo suponer que la accion inhibitoria de M es mayor y la
cantidad de ARN pequefios para titularlos no es suficiente o no disponen de los sitios de
complementacién adecuados para su secuestro.

A 0,5 M de IPTg el efecto de la expresion de ARN pequefios en 1009 no es suficiente para
contrarrestar el efecto inhibitorio de las proteinas rsm A y M, esto también ocurrié cuando se

evaluaron 1027 y 1028 con esa concentracion de

IPTA (0,5M).

CHA 1008 vs 1009

M 1008 M 1009
CHA 1008 vs 1009

' l ‘ i }. 15 : " :
1 -. l |
] :' :
‘ 0 0,05 01 05
. IPTG

IPTG

%
actividad exoprotesa

actividad exoprotesa
'
B

7. Actividad exoproteasa de 1008 y 1009 6. Actividad exoproteasa de 1008 y 1009

complementadas con rsmA complementadas con rsmM

Con respecto a la inhibiciéon de M se puede observar como en 1008 para concentraciones de
entre 0,05 y 0,1 en 1008 parecen ser mayores los halos de M que de 1009 algo contrario a lo
esperado ya que carecen de proteinas desinhibitorias, este comportamiento si es el esperado
para A. El tamafio de M es mayora a A y ademas la
cadena de sefalizacion que se estd interviniendo no es
lineal en sus desencadenantes, por lo que pueden existir
otros mecanismos activos que escapan al andlisis de este
trabajo de grado.

Se podria pensar que M tarda mds en sintetizarse que A,
mas en unirse a su ARN diana y una vez unido es mas

estable que A por lo que los ARN pequefios no pueden

competir con él. M fue obtenida de un profago inserto

8Cultivo de 1008 y 1009 en Agar leche
con 0,05mM de IPTG
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en pseudomonas, la desinhibicion que ejerce Gac sobre las proteinas Rsm supone un fitness
frente a situaciones de estrés como por ejemplo una invasion profagica que este tenga cierta
resistencia a los ARN pequefios por sobre los que utiliza la Pseudomona podria suponer

beneficios para el fago.

e HcnA
Se realiz6 una recta patrén y mediciones de la muestra pero no se obtuvo sefial en el
espectrofotémetro, aparentemente por el estado del reactivo KCN. No pudo realizarse una
cuantificacion cuantitativa de la produccion de HCN.No dio coloracion la recta patron
realizada acorde a los descrito en métodos. Se utiliz6 entonces una técnica modificada con
concentraciones de 0 a lug/ml que tampoco dio coloracién detectable a 578nm, por lo que no
pudo realizarse la mediciéon de produccion de HCN en cultivos frescos por cuestiones de

tiempos en el cronograma de trabajo y disponibilidad de materiales (falta de reactivo).

Conclusiones.

Seria interesante repetir las medidas de actividad beta galactosidasa en CHA1007 y
CHAI1021 con una concentracion de IPTG de 0,1M y sin este. Repetir las medidas de
CHA1027 y CHA1028 para ver si se repiten las desinhibiciones y caidas de concentracion en
la produccién de beta galactosidasa anémalas. Ademds seria importante poder realizar la
recta patron para evaluar la produccién de 4cido cianhidrico en condiciones de
complementacion fisioldgica de cepas de P. protegens CHAQ con las proteinas RsmA y M.
Se puede afirmar que RsmM es una proteina con actividad inhibitoria sobre mensajeros de
ARN con capacidad traduccional regulados por la familia de las proteinas Crs/Rsm.

El tamafio y estructura de RsmM mayor que RsmA pareciera tener influencia sobre la
fortaleza de la ligacion sobre el ARN mensajero diana. Poder evaluar la fortaleza de la unién
entre RsmA y el sitio diana de ARNm y entre RsmM y los ARN pequefios, asi como
compararlas con la fortaleza de unidn de otras proteinas de familia podria arrojar datos sobre

su funcion y accidén asi como utilidad a la infectividad de los fagos.

20



Fuentes de informacién y referencias bibliogréficas.

Agaras, B., Sobrero, P., & Valverde, C. (2013). A CsrA/RsmAtranslationalregulator gene
encoded in thereplicationregion of a
SinorhizobiummeliloticrypticplasmidcomplementsPseudomonasfluorescensrsmA/E  mutants.
Microbiology (Reading, England), 159(Pt 2), 230-242. https://doi.org/10.1099/mic.0.061614-
0

Ambroa A, Blasco L, Lopez-Causapé C, Trastoy R, Fernandez-Garcia L, Bleriot I, Ponce-
Alonso M, Pacios O, Lépez M, Cantén R, Kidd TJ, Bou G, Oliver A, Tomds M. 2020.
TemperateBacteriophages (Prophages) in Pseudomonas aeruginosa IsolatesBelongingtothe

International Cystic Fibrosis Clone (CC274). Front Microbiol 11:1-13.

Butt, A. T., &Titball, R. W. (2016). FunctionalAnalysis of the Role of Toxin-Antitoxin (TA)
Loci in BacterialPersistence. Methods in molecular biology (Clifton, N.J.), 1333, 121-129.
https://doi.org/10.1007/978-1-4939-2854-5_11

Chegini Z, Khoshbayan A, TaatiMoghadam M, Farahani I, Jazireian P, Shariati A. 2020.
BacteriophagetherapyagainstPseudomonas  aeruginosa  biofilms: A  review. Ann

ClinMicrobiolAntimicrob. BioMed Central Ltd.

Frangipani, E., Visaggio, D., Heeb, S., Kaever, V., Camara, M., Visca, P., &Imperi, F.
(2014). TheGac/Rsm and cyclic-di-GMP signallingnetworkscoordinatelyregulateironuptake
in Pseudomonas aeruginosa. Environmentalmicrobiology, 16(3), 676—-688.

https://doi.org/10.1111/1462-2920.12164

Gerovac, M., Wicke, L., Chihara, K., Schneider, C., Lavigne, R., &Vogel, J. (2021). A Grad-
seq View of RNA and ProteinComplexes in Pseudomonas aeruginosa under Standard and
BacteriophagePredationConditions. mBio, 12(1), e03454-
20.https://doi.org/10.1128/mBio0.03454-20

Gewitz, H. S., Pistorius, E. K., Voss, H., &Vennesland, B. (1976). Cyanideformation in
preparationsfromChlorellavulgarisBeijerinck: Effect of sonication and amygdalinaddition.

Planta, 131(2), 145-148. https://doi.org/10.1007/BFO0389986

Guia de estilo de la Asociacion Argentina de Microbiologiahttps://old.aam.org.ar/descarga-

archivos/Guia-estilo-2016.pdf

21


https://doi.org/10.1099/mic.0.061614-0
https://doi.org/10.1099/mic.0.061614-0
https://doi.org/10.1111/1462-2920.12164
https://doi.org/10.1111/1462-2920.12164
https://doi.org/10.1128/mBio.03454-20
https://doi.org/10.1007/BF00389986
https://old.aam.org.ar/descarga-archivos/Guia-estilo-2016.pdf
https://old.aam.org.ar/descarga-archivos/Guia-estilo-2016.pdf

Hassan, K. A., Johnson, A., Shaffer, B. T., Ren, Q., Kidarsa, T. A., Elbourne, L. D., Hartney,
S., Duboy, R., Goebel, N. C., Zabriskie, T. M., Paulsen, 1. T., &Loper, J. E. (2010).
Inactivation of theGacA response regulator in Pseudomonasfluorescens Pf-5 has far-

reachingtranscriptomicconsequences.  Environmentalmicrobiology,  12(4),  899-915.

https://doi.org/10.1111/5.1462-2920.2009.02134.x

Heeb, S., &Haas, D. (2001). Regulatory roles of theGacS/GacAtwo-componentsystem in
plant-associated and othergram-negative bacteria. Molecular plant-microbeinteractions :

MPMI, 14(12), 1351-1363. https://doi.org/10.1094/MPMI.2001.14.12.1351

Heeb, S., Blumer, C., &Haas, D. (2002). Regulatory RNA as mediator in GacA/RsmA-
dependent global control of exoproductformation in Pseudomonasfluorescens CHAO. Journal

of bacteriology, 184(4), 1046—1056. https://doi.org/10.1128/jb.184.4.1046-1056.2002

Heeb, S., Itoh, Y., Nishijyo, T., Schnider, U., Keel, C., Wade, J., Walsh, U., O'Gara, F.,
&Haas, D. (2000). Small, stableshuttlevectorsbasedontheminimal pVS1 repliconfor use in
gram-negative, plant-associated bacteria. Molecular plant-microbeinteractions : MPMI,

13(2), 232-237. https://doi.org/10.1094/MPMI.2000.13.2.232

Heeb, S., Itoh, Y., Nishijyo, T., Schnider, U., Keel, C., Wade, J., Walsh, U., O'Gara, F.,
&Haas, D. (2000). Small, stableshuttlevectorsbasedontheminimal pVS1 repliconfor use in
gram-negative, plant-associated bacteria. Molecular plant-microbeinteractions : MPMI,

13(2), 232-237. https://doi.org/10.1094/MPMI.2000.13.2.232

Heeb, S., Valverde, C., Gigot-Bonnefoy, C., &Haas, D. (2005). Role of the stress sigma
factor RpoS in GacA/RsmA-controlledsecondarymetabolism and resistancetooxidative stress
in Pseudomonasfluorescens CHAO. FEMS microbiologyletters, 243(1), 251-258.
https://doi.org/10.1016/j.femsle.2004.12.008

Latour X. (2020). TheEvanescentGacSSignal.  Microorganisms, 8(11), 1746.
https://doi.org/10.3390/microorganisms8111746

Lujan, A. M., Feliziani, S., &Smania, A. M. (2017). DraftGenomeSequence of Pseudomonas
aeruginosa Strain HexIT IsolatedfromSoilsContaminatedwithUsedLubricatingOil  in
Argentina. Genomeannouncements, 5(2), e01473-16.
https://doi.org/10.1128/genomeA.01473-16

22


https://doi.org/10.1111/j.1462-2920.2009.02134.x
https://doi.org/10.1094/MPMI.2001.14.12.1351
https://doi.org/10.1128/jb.184.4.1046-1056.2002
https://doi.org/10.1094/MPMI.2000.13.2.232
https://doi.org/10.1094/MPMI.2000.13.2.232
https://doi.org/10.1016/j.femsle.2004.12.008
https://doi.org/10.3390/microorganisms8111746
https://doi.org/10.1128/genomeA.01473-16

Reimmann, C., Valverde, C., Kay, E., &Haas, D. (2005). Posttranscriptionalrepression of
GacS/GacA-controlled genes bythe RNA-bindingproteinRsmEactingtogetherwithRsmA in
thebiocontrolstrainPseudomonasfluorescens CHAO. Journal of bacteriology, 187(1), 276—
285. https://doi.org/10.1128/JB.187.1.276-285.2005

Romeo T.BabitzkeP.2018.Global RegulationbyCsrA and Its RNA Antagonists. Microbiol
Spectr6:10.1128/microbiolspec.rwr-0009-2017.  https://doi.org/10.1128/microbiolspec.rwr-
0009-2017

Sobrero, P. M., & Valverde, C. (2020). ComparativeGenomics and EvolutionaryAnalysis of
RNA-BindingProteins of theCsrAFamily in theGenusPseudomonas. Frontiers in molecular

biosciences, 7, 127. https://doi.org/10.3389/fmolb.2020.00127

Stephan Heeb, Sarah A. Kuehne, Mark Bycroft, SoranaCrivii, Mark D. Allen, DieterHaas,
Miguel Camara, Paul Williams, Functional Analysis of the Post-
transcriptionalRegulatorRsmAReveals a Novel RNA-bindingSite, Journal of Molecular
Biology, Volume 355, Issue 5, 2006, Pages 1026-1036, ISSN 0022-2836,
https://doi.org/10.1016/].jmb.2005.11.045.

Valverde, C., Heeb, S., Keel, C. and Haas, D. (2003), RsmY, a smallregulatory RNA,
isrequired in concertwithRsmZforGacA-dependentexpression of biocontroltraits in
Pseudomonasfluorescens CHAO. Molecular Microbiology, 50: 1361-1379.
https://doi.org/10.1046/].1365-2958.2003.03774.x

Wei, X., Huang, X., Tang, L., Wu, D., &Xu, Y. (2013). Global control of GacA in
secondarymetabolism,  primarymetabolism,  secretionsystems, and  motility in
therhizobacteriumPseudomonas aeruginosa M18. Journal of bacteriology, 195(15), 3387—
3400. https://doi.org/10.1128/JB.00214-13

23


https://doi.org/10.1128/JB.187.1.276-285.2005
https://doi.org/10.1128/microbiolspec.rwr-0009-2017
https://doi.org/10.1128/microbiolspec.rwr-0009-2017
https://doi.org/10.3389/fmolb.2020.00127
https://doi.org/10.1016/j.jmb.2005.11.045
https://doi.org/10.1046/j.1365-2958.2003.03774.x

24



Anexo I: Gréafica obtenidas mediante ensayo con deteccidon espectrofotométrica

de actividad de beta gal y densidad 6ptica en funcién del tiempo.
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Crecimiento LnDO600vs tiempo 1007 0,1MIPTG
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Anexo II: cultivos de cepas 1008 y 1009 en agar leche. con diferentes

concentraciones de IPTG
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Anexo III: Gréficas obtenidas por la medicién de la relacion entre el didmetro
del halo y el de la colonia como pardmetro de la actividad de la exoproteasa que

degrada la proteina de la leche presente en el agar leche.
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actividad exoprotesa
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