Université i N
du Québec Rs sl rfona

scientifique

Centre Armand-Frappier Santé Biotechnologie

ETUDEADE RIBOSWITCHS SAM-II DEVIANT DU CONSENSUS ET DE
LEUR ROLE DANS UNE REGULATION COORDONNEE DE LA VOIE DE
SYNTHESE DE LA METHIONINE ET DE SAM

Par

Vesta Korniakova

Mémoire présenté pour 'obtention du grade de
Malitre és Sciences (M.Sc.)

en microbiologie appliquée

Jury d’évaluation

Président du jury et Frédéric Veyrier
examinateur interne INRS-Institut Armand Frappier
Examinateur externe Daniel Lafontaine

Département de Biologie
Université de Sherbrooke

Examinateur interne Jonathan Perreault
INRS-Institut Armand Frappier

Directeur de recherche Jonathan Perreault
INRS-Institut Armand Frappier

© Droits réservés de Vesta Korniakova, ao(t 2020



REMERCIEMENTS

J'aimerais remercier mon superviseur Jonathan Perreault de m’avoir donné I'opportunité de
découvrir le monde des ARN régulateurs, de m’avoir encouragé a poursuivre toutes mes
curiosités et partager mes recherches lors de nombreux congrés. J'aimerais aussi remercier tous
mes collegues a I'INRS-IAF pour leur aide et conseils. C'était une belle expérience a travers

lagquelle j'ai découvert ma passion pour la recherche.






RESUME

Ce travail présente trois chapitres liés a la caractérisation des riboswitchs.

Le premier explore I'utilisation du riboswitch fluor comme un outil pour réprimer l'activité des
promoteurs forts et/ou non-caractérisés dans le but de mitiger la toxicité causée par la
surexpression d’un géne rapporteur lors des clonages. Cette étude révéle le succes de cette
stratégie et aussi ses limites. De plus, un phénoméne inhabituel d’inversion de régulation lors de

I'utilisation d’un riboswitch non-natif a I'héte est rapporté.

Le deuxieme chapitre est axé sur des riboswitchs SAM-II/V (S-adenosylmethionine) déviant du
consensus par la présence d’éléments structurels distincts : une tige compétitrice et une tige
accessoire. On confirme in vitro I'affinité pour SAM d’environ dix membres du nouveau consensus
proposé. De plus, grace au vecteur décrit au premier chapitre on confirme chez Burkholderia
thailandensis la régulation in vivo de trois cas de riboswitchs SAM structurellement différent se

retrouvant en amont de metK, metX ou metZ.

La derniére étude caractérise le riboswitch SAM en amont du géne metK, une structure modéle
parmi les nouveaux riboswitchs découverts dans la deuxiéme étude. Une série de mutants étudié
in silico, in vitro, et in vivo décortique le rdle des deux éléments structurels caractéristiques du

nouveau consensus.

Mots-clés : riboswitch, fluor, géne rapporteur, plasmide, toxicité, fusion traductionnelle, SAM,

Burkholderia, pseudo-nceud






ABSTRACT

This work presents three projects related to the characterization of riboswitches.

The first explores the fluoride riboswitch as a tool for inducing the activity of potent constitutive
and/or un-characterized promoters for circumventing lethal toxicity caused by the overexpression
of a reporter gene during cloning and transformation. This study reveals the success of such a
strategy as well as its limits. Furthermore, an unusual phenomenon of inversion of regulation of a

riboswitch in a non-native host is reported.

The second study focuses on SAM-1I/V (S-adenosylmethionine) riboswitches deviating from the
consensus due to the presence of one or two distinct structural elements: a competing stem and
an accessory stem. We confirm in vitro SAM binding affinity of about ten members of this newly
proposed consensus. Additionally, we verified in vivo regulation in Burkholderia thailandensis
E264 of three instances of structurally different SAM riboswitches occurring upstream of either
metK, metX, or metZ.

The final study characterizes the metK SAM riboswitch, a model structure amongst the newly
discovered riboswitches described in the second project. A series of mutants studied in silico, in
vitro, and in vivo unravels the roles of the two structural elements characteristic of the new

consensus.

Keywords : riboswitch, fluoride, reporter, plasmid, toxicity, translational fusion, SAM,

Burkholderia, pseudoknot
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1 INTRODUCTION

L’évolution a permis aux bactéries ont d’assurer leur survie dans une multitude d’environnements.
C’est grace a une diversité de mécanismes de régulations géniques que cette adaptation se
manifeste au cours de la durée de vie d’'une bactérie. La régulation peut se faire a plusieurs
niveaux: au niveau transcriptionnel, traductionnel, post-transcriptionnel ou post-traductionnel
(Ramirez-Clavijo & Montoya-Ortiz, 2013).

Bien que la majorité des génes soient régulés a I'aide des protéines, la régulation par I'action des
ARN est de plus en plus étudiée. Des ARN non-codants (ARNNC) , tels que les petits ARN et les
longs ARNNc, les riboswitchs, les ribozymes et les thermométres d'ARN, régulent une grande
variété de processus cellulaires et ont été découverts dans la nature chez les archées, les
bactéries et les eucaryotes (Lotz & Suess, 2018).

1.1 Diversité des ARN régulateurs chez les bactéries

Les ARNNc peuvent nécessiter des complexes d'’ARN-protéines pour exécuter leurs fonctions,
comme réguler I'expression génique, protéger la bactérie contre des virus, participer a la synthése
d'ADN, ou réarranger les acides nucléiques lors de I|'épissage (Cech & Steitz, 2014). Des
exemples des ARNnNc couplés aux protéines incluent les ribosomes, la télomérase, les microARN,
et les longs ARNnc (Cech & Steitz, 2014). D'autres ARN régulateurs comme les riboswitchs
fonctionnent sans l'aide des complexes protéiques. Les diverses fonctions des ARNnc chez une
bactérie sont représentées schématiqguement dans la Figure 1.1. Quelgues exemples précis des

ARNNC et de leurs fonctions sont énumérés dans le Tableau 1.1.
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_~ CRISPR-mediated degradation
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Figure 1.1 Mécanismes de régulation de riboswitchs

Chez les bactéries, les ARNnc peuvent prendre le rdle de régulateurs géniques ou de stabilisateurs et
organisateurs structurales du génome ou de certaines nucléoprotéines (Cech & Steitz, 2014). Les ARNnc
régulateurs, en orange, agissent sur ’TARNm, en rouge. Les ovales sont des unités protéiques et ’ADN est en
bleu. Le triangle est un métabolite lié & un riboswitch. (Image tirée avec permission de (Cech & Steitz, 2014)
Copyright © 2014 Elsevier Inc. All rights reserved.)

Tableau 1.1 Exemples des fonctions des ARNnc du tableau
ARNnNc Fonction
ARN CRISPR (Clustered ARN régulateur contenant des séquences répétées qui sert pour diriger

Regularly Interspaced Short | la nucléase Cas a cliver un ADN exogéne.
Palindromic Repeats)

ARN CsrB ARN qui interagit avec la protéine CsrA pour la régulation et qui, entre
autres joue un réle dans la gestion de carbone.

ARNr ARN qui, associés aux protéines du ribosome, orchestre la traduction.

SRNA (petit ARN, small RNA) | ARN qui s’hybride sur un ou des ARNm cibles pour réguler certains

genes.
ARN 6S ARN qui régule la transcription en inhibant I'ARN polymérase.
riboswitch ARN structuré qui change de conformation suite a la liaison d'un ligand

pour réguler I'expression d'un gene au niveau de la transcription ou de
la traduction.

(Cech & Steitz, 2014)

Les petits ARN (SRNA), qui sont typiqguement entre 40 et 400 nt de longueur (Leistra et al., 2019),
peuvent réguler la transcription, la traduction, ou la stabilité de TARNm (Leistra et al., 2019) des

génes en trans, en se liant, grace a une certaine complémentarité de bases, a une cible précise



d'un ARNm (Cech & Steitz, 2014). Chez les bactéries, les ARN antisens régulent un géne sur le
méme locus, mais sur le brin d'ADN opposé, duquel ils sont transcrits (Cech & Steitz, 2014). Les
sRNA peuvent aussi contréler I'expression génique en cis, agissant sur la transcription ou la
traduction d’'un géne adjacent (Leistra et al., 2019).

Les sRNA peuvent réprimer |'expression d'un gene en s'hybridant proche d'un site de liaison du
ribosome pour ne pas permettre au ribosome de se lier ou en introduisant un site de dégradation
d'ARNm par 'ARNase lll (Cech & Steitz, 2014). L'activité des sRNA est souvent dépendante de
la protéine chaperonne, Hfg (Cech & Steitz, 2014). De plus, les sSRNA peuvent avoir un effet

régulateur en se liant aux protéines d'une fagon a inhiber leur activité (Leistra et al., 2019).

Parmi les différents sRNA, plusieurs nécessitent l'interaction avec la protéine chaperonne Hfq
pour pouvoir effectuer leur role de régulateur. Cette protéine a une structure quaternaire qui
ressemble a un anneau et qui a deux faces qui peuvent interagir avec I'ARN (Vogel & Luisi, 2011)
pour le stabiliser et aider la liaison a I'ARNm (Santiago-Frangos et al., 2016). Il est estimé que les
sRNA associés a la protéine Hfq régulent jusqu’a 1% de la totalité des génes chez certaines
especes tel que E. coli et Salmonella (Hor et al., 2018). La classe des ARN qu’on appelle les ARN
CsrB régulent la protéine CsrA qui est clé dans les voies métaboliques du glycogene (Hor et al.,
2018). Finalement, les ARN 6S qui dirigent ’TARN polymérase (RNAP) ainsi que les ARN CRISPR
qui participent dans le systéeme immunitaire des bactéries font aussi partie des classes majeures
des petits ARN régulateurs (Hor et al., 2018).

Finalement, les riboswitchs sont une autre catégorie d’ARN régulateurs qui permettent la
régulation génique, grace a leur capacité d'adopter des structures distinctes selon la présence ou
I'absence d'un ligand spécifique. Les ligands pour les riboswitchs connus incluent des vitamines
(ou plutdt leurs co-facteurs), des acides aminés, des nucléotides, des seconds messagers et des
ions, pour un total d’environ quarante classes de riboswitchs découvertes depuis 2002, chacune

différant par sa structure de base (Lotz & Suess, 2018).

Se retrouvant principalement dans les régions 5' non-traduite (5’UTR) des ARNm chez les
bactéries, ces régulateurs fonctionnent majoritairement en cis par action directe sur un gene
adjacent. Un riboswitch comprend un domaine récepteur, qu'on appelle I'aptameére, et qui permet
la liaison d'un ligand spécifique, et d'un domaine transducteur, qu'on appelle la plateforme
d'expression, et qui, selon |'état de liaison de I'aptamere, traduit ce signal en modulant le niveau
d'expression génique. Cette modulation est possible grace a différents mécanismes qui contrélent
typiquement soit le niveau de transcription soit le niveau de traduction d’'un géne. L’aptamére d’'un

riboswitch adopte différentes structures en présence et en absence de son ligand spécifique, ce



qui cause un réarrangement dans la plateforme d'expression qui est nécessaire pour la

régulation.

Selon le riboswitch, la répression d'un géne peut s’exercer soit lorsque la présence ou l'absence
d'un ligand cause une séquestration de la séquence de Shine-Dalgarno (SD) bloquant ainsi la
liaison du ribosome lors de la traduction (Cech & Steitz, 2014) (Figure 1.2 a), ou cause la
formation d'un terminateur de transcription, souvent de type rho-indépendant (Leyn et al., 2014),

gui ne permet pas au RNAP de procéder (Figure 1.2 b).
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Figure 1.2 Mécanismes de régulation de riboswitchs

En (A) est la représentation du mécanisme de régulation de la traduction par un riboswitch. En absence du
ligand la structure permet la liaison de la sous-unité 30S du ribosome a la séquence SD et la traduction peut
étre initiée. En présence du ligand il y a un changement de conformation du riboswitch et la séquence SD
s’apparie pour ne plus étre accessible a la liaison de la sous-unité 30S (Wittmann & Suess, 2012). En (B) est la
représentation du mécanisme de régulation de la transcription par un riboswitch. En absence du ligand il y a
formation d’une structure anti-terminateur et en présence du ligand une structure terminateur se forme ce qui
cause la terminaison de transcription par le RNAP (Wittmann & Suess, 2012). Egalement, certains riboswitchs
fonctionnent a I'inverse et c’est la liaison d’un ligand qui cause une structure favorable a I’expression d’un
gene. (Image crée par Wittmann A. et Suess B., © 2012 Federation of European Biochemical Societies,
https://febs.onlinelibrary.wiley.com/doi/pdf/10.1016/j.febslet.2012.02.038, CC BY-NC-ND 4.0 license
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/ (Wittmann & Suess, 2012))



https://febs.onlinelibrary.wiley.com/doi/pdf/10.1016/j.febslet.2012.02.038
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/

1.2 Les riboswitchs SAM

Pour la plupart des ligands, on connait une seule famille de riboswitchs mais pour certains, tel
gue la prequeuosine-1, la guanidine, la S-adénosylméthionine (SAM) et la 3'-5'-di-guanosine
monophosphate cyclique, plusieurs classes de riboswitchs ont été découvertes (Lotz & Suess,
2018). De tous les ligands, le ligand SAM et son produit déméthylé S-adénosyl-L-homocystéine
(SAH), ont le plus de familles de riboswitchs connues (Price et al., 2014), soit huit familles
différentes (Lotz & Suess, 2018). Parmi ces huit familles, il en existe une qui reconnait le produit
déméthylé de SAM, SAH, ainsi qu'une famille qui reconnait les deux métabolites, SAM et SAH,
avec des affinités similaires (Price et al., 2014). Les huit familles de riboswitchs SAM ont toutes
des architectures suffisamment différentes pour nécessiter des modéles de covariance différents
pour effectuer des recherches d’homologie avec Infernal—l'outil utilisé pour trouver tous les
exemples de structures d’ARN connues dans les bases de données de séquences publiques
(décrit plus en détail dans la section 1.3.1). De plus, certaines familles peuvent étre regroupées
en trois superfamilles (ou clans), selon la pochette de liaison de SAM (Trausch et al., 2014). Cela
suggere que trois voies évolutives indépendantes ont menés a I'apparition des pochettes de
liaisons différentes pour SAM (Price et al., 2014). La superfamille de SAM-I comprend les
familles SAM-I (S-box), SAM-IV, et SAM-I/IV et la superfamille de SAM-II comprend les familles
SAM-Il et SAM-V (Price et al., 2014). La derniére famille est celle de SAM-III (Price et al., 2014).
De plus, une nouvelle famille a été récemment découverte, soit la famille SAM-VI et celle-ci serait
apparentée a la famille SAM-III (Mirihana Arachchilage et al., 2018). Certaines des familles de
riboswitchs, contiennent dans leurs structures des pseudo-nceuds qui sont des topologies de
repliement causées par les interactions d’appariement de bases entre I'hélice d’'une boucle,
faisant partie d’'une structure tige-boucle, et une hélice d’ARN adjacente pour former des courtes

structures de double hélices (Moore, 1999).

Les riboswitchs contrdlent souvent les génes d’'une maniéere rétro-inhibitrice, pour réguler soit le
transport, la biosynthése ou la dégradation de leurs ligands (Price et al., 2014). La molécule SAM
est la deuxiéme molécule la plus utilisée dans les réactions enzymatiques aprés I'adénosine
triphosphate (ATP) et sa fonction principale est celle d’'un donneur de groupement méthyle
(Batey, 2011). SAM est impliqué dans les réactions de méthylation de I'ADN, de I'ARN, de

protéines et d’autres métabolites (Leyn et al., 2014).

La molécule SAM céde son groupement méthyle a travers une réaction d’attaque nucléophilique
qui généere le produit SAH (Batey, 2011) (Figure 1.3). La synthése de SAM ainsi que son

recyclage nécessite la disponibilité de la méthionine (Batey, 2011), un acide aminé comprenant



le souffre. Les autres groupes fonctionnels présents dans la molécule SAM sont un groupement
aminoalkyl, un ribosyl, un méthyle, et un groupement amine (Batey, 2011). Les voies
métaboliques impliquées dans la synthése de SAM sont interconnectées avec le métabolisme du

souffre qui est un élément limitant dans I'environnement.

SAM ik SAH i
NH* NH+
Nu-CH,
Figure 1.3 Structures de SAM et SAH

SAM est un donneur de méthyle. Lorsque le groupement méthyle est perdu via une attaque nucléophilique, la
molécule SAH est alors produite. (Image tirée avec permission de (Batey, 2011) Copyright © 2011 John Wiley
& Sons, Ltd.)

Chez les bactéries, la biosynthése et la dégradation de SAM et de méthionine sont régulées
précisément (Batey, 2011) par des riboswitchs ainsi que par des protéines. Les voies
métaboliques impliquées dans la synthése de méthionine chez les protéobactéries sont illustrées
dans la Figure 1.4. Chez B. subtilis onze différents riboswitchs de type SAM-I régulent des génes
associés au métabolisme de méthionine. Chez plusieurs groupes de y-protéobactéries incluant
Enterobacteriales, Pasteurellales, Vibrionales Aeromonadales et Alteromonadales (Leyn et al.,
2014), la protéine MetJ, qui est retro-inhibée par SAM, est un régulateur transcriptionnel de

plusieurs génes des voies de la biosynthése de la méthionine (Batey, 2011).
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Figure 1.4 Régulation des voies métaboliques impliquées dans la synthése de méthionine chez les

Protéobactéries

Les enzymes sont encadrées et sont accompagnées de leur nomenclature de la Commission des enzymes.
Encerclés sont les transporteurs de la méthionine, la méthylméthionine, ou la méthylthioribose. Les protéines
régulatrices (de type facteurs de transcription) sont représentées par des cercles colorés et les riboswitchs
sont représentés par des carrés colorés. (Image crée par Leyn SA, Suvorova IA, Kholina TD, Sherstneva SS,
Novichkov PS, Gelfand MS, et al. © 2014 Leyn et al. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0113714 CC BY 4.0
license http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/ (Leyn et al., 2014))

1.2.1 Superfamille SAM-I

La superfamille de riboswitchs SAM-I comprend les familles SAM-I (S-box), SAM-IV, et SAM-I/IV
(Price et al., 2014). Les trois familles comprises dans cette superfamille ont des pochettes de
liasisons de SAM conservées qui se retrouvent au cceur de la jonction des hombreuses tiges de
chacune des structures, comme illustré dans la Figure 1.5. Chacune des familles contient un ou
deux sous-domaines périphériques qui sont caractérisés par une interaction de type pseudo-
nceud (Trausch et al., 2014). Les riboswitchs SAM-I régulent I'expression génique principalement
au niveau de la transcription grace a la formation d’'un terminateur rho-indépendant lorsque SAM
est lié (Batey, 2011). Une analyse de I'arbre phylogénique de ces trois familles suggére que la

famille SAM-IV a évolué a partir de la famille SAM I/IV et que la perte de la tige P4 trouvée dans


https://doi.org/10.1371/journal.pone.0113714
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

la structure de la famille SAM I/IV s’est produite a de multiples reprises dans cette famille, menant
notamment a la famille SAM-IV qui n’a pas cette tige, et au moins une fois dans la famille de
SAM-I, qui a normalement la tige P4. Ces cas, phylogénétiguement isolés, représenteraient donc
une évolution convergente, c’est-a-dire di a une évolution indépendante a travers le temps avec

le méme résultat (Trausch et al., 2014).

SAM-I| SAM-I/IV

Figure 1.5 La superfamille SAM-I

Les trois familles de la superfamille de riboswitchs SAM-I sont représentées dans leurs états liées & SAM
(rouge). Les pochettes de liaison conservées a travers les trois familles sont en jaune. Les tiges (P1-P5), les
renflements de type kink-turn (KT), ainsi que les pseudo-noeuds (PK-1 et PK-2) sont annotés. Les deux sous-
domaines comprenant chacun un pseudo-nceud sont colorés en vert et en bleu. (Image tirée de (Trausch et al.,
2014).)

1.2.2 Superfamille SAM-II

La superfamille de riboswitchs SAM-1I comprend les familles de SAM-II et de SAM-V (Price et al.,
2014). Ces deux familles se ressemblent structurellement par la présence d’'un pseudo-nceud de
type H (Batey 2011), ou de type hairpin loop. Un pseudo-nceud de type H est une structure
tertiaire d’ARN caractérisée par l'interaction de type Watson-Crick (WC) entre les nucléotides
d’'une boucle, faisant partie d’'un élément structural tige-boucle, et des nucléotides situés dans
une région simple brin a I'extérieure de cette boucle (Peselis & Serganov, 2014)(Figure 1.6). Les
nucléotides conservés de la pochette de liaison se trouvent dans la partie L1 et P2 (Figure 1.7)
(Batey, 2011). Les riboswitchs de SAM-II sont surtout retrouvés chez les a-Proteobacteria et ne

se retrouvent jamais dans les génomes qui contiennent déja le riboswitch SAM-1 (Batey, 2011).



Pour un cas de riboswitch SAM-II qui a été résolu par la cristallographie aux rayons X, le SD se
trouve dans la pochette de liaison de SAM ce qui suggére qu’il est possible que ce riboswitch
régule I'expression génique par un mécanisme de séquestration du SD (Batey, 2011). Les
riboswitchs SAM-II ont aussi été repérés en tandem avec le riboswitch SAM-V et dans cette
configuration, un terminateur de transcription est toujours présent en aval du riboswitch SAM-II,

suggérant un mécanisme de régulation transcriptionnel (Poiata et al., 2009).

(a) : (b)
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Figure 1.6 Les pseudo-nceuds faisant partie des riboswitchs SAM

En (a) I’'interaction de type Watson-Crick des nucléotides de la boucle apicale d’une structure tige-boucle avec
les nucléotides en simple brin a I'extérieur de cette boucle est représenté. Cette disposition méne a la
formation d’un pseudo-nceud de type H, présent chez les riboswitchs de la superfamille SAM-Il. En (b) un
pseudo-nceud de type H est comparé a un pseudo-nceud de type LL. (Image tirée avec permission de (Peselis
& Serganov, 2014) © 2014 John Wiley & Sons, Ltd.)
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Figure 1.7 Riboswitch SAM-II de la superfamille SAM-II

En (a) la structure secondaire du riboswitch SAM Il est représentée dans son état lié a SAM. Les bases dont
I'identité est conservée a >97% sont montrées et le lieu de la pochette de liaison de SAM est en vert. En (b) la
structure obtenue par la cristallographie aux rayons X de SAM-Il est représentée. Le ligand SAM est en
magenta. (Image tirée avec permission de (Batey, 2011) © 2011 John Wiley & Sons, Ltd.)
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1.2.3 Superfamille SAM-III

Le riboswitch SAM-III, aussi nommé le motif SMK-box se trouve principalement chez les espéces
Enterococcus, Streptococcus, et Lactococcus (Batey, 2011) et sa pochette de liaison pour SAM
se trouve dans une jonction a trois tiges et dans une boucle interne voisine (Batey, 2011) (Figure
1.8). Ce riboswitch est un régulateur de traduction car la séquence SD se retrouve dans la partie
aptamére et est séquestrée lorsque SAM est lié (Batey, 2011). De plus, récemment dans le
groupe de Breaker (Mirihana Arachchilage et al., 2018) une nouvelle famille, ayant une pochette
de liaison similaire a celle du riboswitch SAM-IIl a été découverte et nommée SAM-VI (Mirihana
Arachchilage et al., 2018).
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Figure 1.8 Riboswitch SAM-III

En (a) la structure secondaire du riboswitch SAM Il est représentée dans son état lié & SAM. Les bases dont
I'identité est conservée a >97% sont montrées et le lieu de la pochette de liaison de SAM est en vert. En (b) est
une représentation de la structure obtenue par la cristallographie aux rayons X de SAM lll. Le ligand SAM est
en magenta. (Image tirée avec permission de (Batey, 2011) © 2011 John Wiley & Sons, Ltd.)

1.2.4 Riboswitchs SAM/SAH et SAH

Lorsque le groupement méthyle de la molécule SAM est utilisé par la cellule, le produit déméthylé,
SAH, peut s’accumuler. Puisque les structures des deux molécules sont presque identiques
(Figure 1.3), il y a une possibilité que SAH pourrait compétitionner avec SAM et inhiber certaines
enzymes qui utilisent SAM (Batey, 2011). Le groupe de Breaker a découvert que le recyclage de
SAH par les génes ahcY et metH est régulé par un riboswitch chez certaines protéobactéries qui
est spécifique pour SAH (Batey, 2011). Ce riboswitch se replie en une structure ayant un pseudo-
nceud de type LL, qui est similaire au pseudo-nceud de type H mais qui contient aussi dans la

boucle apicale de la structure tige-boucle—en aval des nucléotides qui forment les paires de
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bases WC avec une région a l'extérieure de la boucle apicale—une structure tige-boucle
supplémentaire (Peselis & Serganov, 2014) (Figure 1.6). L’affinité pour SAH de ce riboswitch est
d’environ 20 nM (Batey, 2011). De plus, chez les Rhodobacterales, un motif en amont du gene
metK qui se replie en un pseudo-nceud de type H, typiquement présent chez les riboswitchs SAM-
I, a été découvert et son affinité a été confirmée pour SAM et SAH (Batey, 2011). Cette séquence
d’ARN lie également SAH et SAM avec une affinité d’environ 10 uM (Batey, 2011).

1.3 Les riboswitchs fluor

Des motifs structurels conservés correspondant a des riboswitchs ont été découverts chez les
bactéries et les archées en amont des génes crcB et eriC. Ces génes codent pour des protéines
antiports régulant le transport du fluor et lorsqu’ils sont régulés par un riboswitch sont activés en
présence de cet ion (Baker et al., 2012; Stockbridge et al., 2012; Weinberg et al., 2010). Il est
suggéré que chez certaines bactéries comme chez Bacillus cereus le riboswitch fluor en amont
du gene crcB régulerait au niveau transcriptionnel tandis que chez d’autres bactéries tel que P.

syringae la régulation se passe au niveau de la traduction (Baker et al., 2012).

1.4 Méthodes de recherche et de validation des riboswitchs

La recherche et la validation de nouveaux riboswitchs se fait grace a de nombreuses stratégies
impliquant un premier tri des séquences d’intérét, habituellement par génomique comparative in
silico, suivi par une validation de I'affinité et de la spécificité de 'aptamére pour son ligand par
des réactions in vitro, et terminé par la confirmation de la fonction du riboswitch a travers des

essais in vivo dans un micro-organisme modéle.

1.4.1 Méthodes in silico

La recherche de nouveaux riboswitchs commence par I'analyse des séquences des régions
intergéniques (IGR) conservées provenant de diverses especes bactériennes (Sun & Rodionov,
2014). La nature de 'opéron en amont duquel un riboswitch potentiel se retrouve peut donner un
indice sur sa fonction biologique. La conservation des ribonucléotides de la pochette de liaison
d’un ligand a permis de repérer une multitude de riboswitchs dans les génomes bactériens (Sun
& Rodionov, 2014). Une caractéristique encore plus importante pour I'identification de nouveaux
riboswitchs, et aussi une caractéristique cible lors des recherches in silico, est la conservation
des éléments structuraux. Cette conservation issue de I'appariement ou non-appariement de

paires de bases WC ou Wobble qui constituent les tiges et les boucles, peut étre un indice de la
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présence d'un ARN régulateur. Une analyse comparative de génomes recherchant la
conservation des séquences et en méme temps la conservation des éléments structuraux a
lintérieur des IGR permet d’établir un modéle de covariance pour un riboswitch donné (Sun &
Rodionov, 2014). CMfinder (Yao et al., 2006) est un outil bio-informatique qui permet le criblage
in silico, a grande échelle, des variations phylogénétiques d’un riboswitch. Le résultat de ce
criblage permet de créer de nouveaux modéles de covariance, qui ensuite, peuvent servir a des
nouvelles recherches utilisant d’autres outils bio-informatiques comme Infernal, dans le but de

trouver d’autres exemplaires de cet ARN (Sun & Rodionov, 2014).

Infernal (Nawrocki & Eddy, 2013) est un outil bio-informatique qui construit un profil de
séquences, le modéle de covariance, en tenant compte d’'un consensus de séguences primaires
ainsi que d'un consensus des structures secondaires, qui est issu des interactions entre les bases
des séquences primaires (Sun & Rodionov, 2014). Bien qu'il soit I'outil de choix pour annoter les
ARNNc, Infernal ne tient pas compte des pseudo-nceuds. Une limite du logiciel Infernal est la
nécessité d’une pré-connaissance de la structure de 'ARN qu’on cherche a aligner lorsque la
séquence contient des éléments structuraux qui ont une faible conservation de séquence (Sun &
Rodionov, 2014).

L’analyse in silico des séquences d’ARN a l'aide des logiciels bio-informatiques qui prédisent les
structures les plus stables thermodynamiquement, comme Sfold (Ding et al., 2004), Mfold (Zuker,
2003) ou MC-Fold (Parisien & Major, 2008) peut aussi aider a construire des hypothéses sur les
mécanismes de régulation pour un ARN structuré. Sfold utilise un algorithme pour échantillonner
les structures secondaires d’ARN de I'ensemble de Boltzmann—une distribution largement
utilisée pour décrire une variété de systemes physiques en équilibre thermodynamique—et
génére un échantillon statistique qui représente 'ensemble des populations structurales et leurs
probabilités statistiques, pour une séquence d’ARN donné, a une température de 37°C (Ding et
al., 2004). Parmi d’autres informations, Sfold génére la structure centroide de I'ensemble
échantillonné—cette structure représente la tendance centrale de I'’échantillon en repérant la
structure qui a le plus de similarité avec les autres structures de 'ensemble (Ding et al., 2005).
Le centroide est une alternative a la structure d’énergie minimal (MFE) qui est prédit par
l'algorithme de Mfold, un autre outil bio-informatique pour prédire les structures des séquences
d’ARN (Zuker, 2003). Une limite de Sfold et de Mfold est que ces deux outils ne tiennent pas en
compte les possibilités de repliement des pseudo-nceuds. Pour les prédictions des structures

contenant des pseudo-nceuds un outil comme MC-Fold peut étre utilisé (Parisien & Major, 2008).
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L’arrangement spatial des motifs structuraux des plateformes d’expression des riboswitchs vis-a-
vis la séquence SD et des potentiels motifs de terminateurs de transcription sont des indices
potentiels pour la prédiction des mécanismes de régulation (Sun & Rodionov, 2014).

1.4.2 Méthodes in vitro

De nombreuses stratégies in vitro existent pour valider les domaines aptameres des riboswitchs.
La caractéristique recherchée des séquences hypothétiques des riboswitchs est le changement
de conformation causé par l'ajout d’'un ligand. Des techniques ayant recours a des réactifs
chimiques qui réagissent selon les structures locales peuvent étre utilisés pour valider les
changements structuraux qui se produisent lors de la liaison du ligand. Par exemple, des réactifs
de Selective 2-hydroxyl acylation analyzed by primer extension (SHAPE), tel que le N-
methylisatoic (NMIA), réagissent avec le groupement 2'hydroxyl de 'ARN, préférentiellement aux
positions non-appariées (Wilkinson et al., 2006) sans spécificité pour la séquence (Mlynsky &
Bussi, 2017). Un autre exemple est le réactif sulfate de diméthyle (DMS) qui réagit avec les
adénosines et les cytidines non-appariées (Tijerina et al., 2007). La détection de ces réactions
préférentielles se fait par transcription inverse suivie par I'extension des amorces et la migration

par électrophorése sur gel polyacrylamide (Wilkinson et al., 2006).

Comme SHAPE, la technique de in-line probing permet de visualiser les sites de clivage
spontanés du squelette phosphodiester indépendamment de la séquence en nucléotides de
'ARN. Cette technique peut étre appliquée a travers une plage de concentrations du ligand aprés
incubation de 'ARN dans un tampon approprié pour ensuite permettre de repérer les bases non-
appariées de la séquence en présence et en absence du ligand. La réaction de transestérification
(Mlynsky & Bussi, 2017), aussi nommeée la réaction de in-line, se manifeste surtout aux positions
non-appariées puisque le squelette de 'ARN est plus flexible et il y a une plus grande probabilité
que l'oxygéne en 2' s’aligne avec le phosphore et 'oxygéne 5' du ribose adjacent, pour que
I'attaque nucléophilique par 'oxygéne en 2’ ait lieu sur le phosphore (Regulski & Breaker, 2008)
(Figure 1.6). Les différents motifs de clivage pour un méme ARN incubé avec des concentrations
différentes de ligand peuvent étre visualisés grace a une migration de 'ARN, préalablement
marqué, sur un gel dénaturant de polyacrylamide. Cette technique permet non seulement de
quantifier la modulation de clivage pour déterminer I'affinité de 'aptameére pour son ligand mais
aussi de cartographier les positions de changement de conformation de simple brin en double
brin (Regulski & Breaker, 2008).
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Figure 1.9 Clivage spontané de ’ARN

Lorsque I'oxygéne 2' s’aligne avec le phosphore et ’oxygéne 5’, une attaque nucléophilique prend place
causant une rupture de I’ARN entre les deux nucléotides. (Image tirée avec permission de (Regulski & Breaker,
2008) https://doi.org/10.1007/978-1-59745-033-1 4 Copyright © 2008, Humana Press, a part of Springer Science
Business Media, LLC.)

1.4.3 Méthodes in vivo

La derniére étape de validation d’'un nouveau riboswitch est la vérification de sa capacité de
fonctionner comme un régulateur génique a l'intérieur d’'un organisme vivant (Regulski & Breaker,
2008). Pour ceci, des essais in vivo sont congus pour confirmer I'induction ou la répression de
'expression d’un géne rapporteur lorsque le ligand est introduit a l'intérieure de la cellule. Le
riboswitch est fusionné de fagon a conserver le cadre de lecture de la protéine du géene rapporteur
dans une cassette appropriée pour ensuite étre transformé dans un organisme hote. Le ligand,
ou un précurseur du ligand, est introduit dans le milieu de culture de I'organisme héte contenant
la construction et I'émission du signal détectable, soit la fluorescence, la luminescence ou la
production de la 3-galactosidase, est quantifié pour des milieux de culture contenant différentes
concentrations du ligand. Il est important de conserver 'environnement génique du riboswitch lors

de la construction du vecteur rapporteur pour assurer le bon repliement du riboswitch.

1.5 Validation d’un nouveau variant du riboswitch SAM

151 Problématique

Des travaux récents dans le laboratoire (inclus dans Sellamuthu et al. dans ce mémoire) ont
révélé I'existence de nouvelles structures d’ARN conservées en amont des genes faisant partie

du métabolisme du souffre, de la méthionine, et de SAM dans les génomes d’une multitude de 3-
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protéobactéries, suggérant la présence d’'un potentiel riboswitch SAM. L’élément structural clé
constitue un pseudo-nceud de type ‘H’ tel que retrouvé dans les structures consensus du
riboswitch SAM-II et du riboswitch SAM-V. En revanche, la tige de base qui participe a la
formation du pseudo-nceud est d’'une longueur plus importante comparativement a celle des
riboswitchs SAM-II et SAM-V déja connus. De plus, dans plusieurs espéeces une tige accessoire
d’'une longueur de 4 a 6 nt terminée par une boucle de longueur variable est présente. Cette tige
accessoire n’'a pas été rapportée précédemment. Dans le but de caractériser et de comprendre
la régulation de ces nouvelles structures, des analyses in vitro et in vivo sont nécessaires. A cet
effet, a notre connaissance, la littérature ne décrit pas de vecteurs congus pour des fusions

traductionnelles compatibles avec les bactéries du genre Burkholderia.

15.2 Hypothése et objectif

L’'objectif général de cette étude est de caractériser et de valider les nouvelles variantes du
riboswitch SAM-II/V par I'évaluation de leurs affinités pour SAM et par la vérification de leur
fonction comme régulateurs génique dans un organisme modéle, soit Burkholderia thailandensis
E264. L’hypothése est que les différentes versions du riboswitch sont des adaptations différentes,
vraisemblablement pour une régulation correspondant a chacun des génes trouvés en aval. Pour
évaluer cette hypothése, I'objectif principal a été subdivisé en trois sous-objectifs, décrits ci-bas

avec leur hypothése sous-jacente.

1- Mettre au point un plasmide rapporteur d’expression pour des fusions traductionnelles

compatible avec Burkholderia.

Le rapporteur choisi est celui de la luciférase, qui permettra d’estimer I'expression en temps réel.
Nous émettons I'hypothése que cet avantage permettra de voir des différences autrement
difficiles a percevoir. Ce rapporteur sera d’abord validé pour I'utilisation avec un riboswitch connu,
soit celui du fluor. Une des particularités de ce riboswitch est que son ligand, l'ion F-, ne fait pas

partie du métabolisme, sa concentration peut donc plus facilement étre controlée.
2- Valider expérimentalement les riboswitchs découverts par bio-informatique.

L’hypothése pour la caractérisation in vitro est que les différentes constructions du riboswitch
SAM provenant de plus de dix organismes différents démontreront des affinités apparentes pour

SAM, lorsque soumis a des réactions de clivage spontané en présence de SAM.

3- Déterminer de possibles particularités de la modulation médiée par différents riboswitchs.
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Comme chez B. thailandensis E264 il existe trois variantes de nouveaux riboswitchs SAM, soit
en amont des génes metK, metX, et metZ—ces riboswitchs ont été étudiés pour mieux
comprendre leurs roles respectifs. L’hypothése de la régulation in vivo est que les trois versions
du riboswitch SAM fusionnés a leurs promoteurs respectifs, chez B. thailandensis E264 auront
différentes dynamiques de régulation en temps réel du géne rapporteur de la luciférase d’'une
culture en milieu liquide. Ces différences pourraient étre au niveau de l'allure des courbes
d’expression a travers le temps de l'essai, ce qui peut impliquer: le degré d’induction (fold
induction), la chronologie de l'induction, le niveau de base, le maximum, le nombre de pics et/ou

I’aire totale sous la courbe.

4- Tester I'importance de composantes structurales propres a I'aptamére du riboswitch SAM en

amont de metK chez B. thailandensis E264 sur I'affinité pour SAM et sur la régulation génique.

Des mutations ayant pour but de soit déstabiliser la tige de base, la tige accessoire ou de
supprimer complétement la tige accessoire devraient exhiber un changement d’affinité pour SAM

lorsque comparé avec le construit de type sauvage (WT).
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3.1 Abstract

Bioreporter systems based on detectable enzyme activity, such as that of beta-galactosidase or
luciferase, are key in novel bacterial promoter discovery and study. While these systems permit
guantification of gene expression, their use is limited by the toxicity of the expressed reporter
enzymes in a given host. Indeed, the most potent promoters may be overlooked if their activity
causes a lethal overproduction of the reporter genes when screening for transcriptional activity of
potential promoter sequences with the luxCDABE cassette. To overcome this limitation, a
variation of the mini-CTX-lux plasmid has been designed which allows reduction of promoter
activity via the addition of an adjacent fluoride riboswitch. The riboswitch adds a layer of regulation
between the promoter and the reporter gene, allowing cloning of stronger promoters by
weakening expression, while still providing a good signal for weaker promoters by inducing with
fluoride, thus circumventing limitations associated with reporter toxicity. We noticed some
unexpected behavior of the riboswitch in terms of portability between species, suggesting caution
when using riboswitches non-native to the species where it is being used. This study introduces
a new molecular biology tool which will allow for the identification of previously unverifiable or
uncharacterized potent promoters and also provides a cloning vector for translational fusion with
luciferase in a plasmid compatible with many species such as from the genera Burkholderia and

Pseudomonas.

Key words: plasmid, reporter, promoter, regulatory region, fluoride riboswitch, Burkholderia,

Pseudomonas, E. coli, luciferase, toxicity, cloning, induction, repression, translation fusion

3.2 Introduction

Reporter genes encoding for proteins which are easily detectable through sensitive and simple
means (colorimetry, fluorescence, luminescence) are key elements to numerous gene expression
studies and critical to decipher regulatory elements, including the discovery of new promoters and
their characterization in terms of strength and dynamics. Common reporter proteins include -
galactosidase, Green fluorescent protein (GFP) and luciferase; detected either by
spectrophotometry, fluorimetry or luminometry, respectively. As a rule of thumb, when gene
regulatory elements are cloned upstream of a reporter gene, a high reporter protein signal
indicates a strong promoter, while a low signal is attributed to a weak promoter. Strategies have
been developed to allow for weak promoter detection and characterization via reporter gene
assays (Guo et al., 2019), however to our knowledge, no strategy for detection and study of

circumstantially lethal potent promoters, has been suggested.
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While current strategies allow for the discovery of weak promoters (Guo et al., 2019), several
screening approaches using classical gene reporter assays may have biases against the most
potent promoters. The toxicity caused by overexpression of reporter proteins could inhibit the
growth of potential clones causing an important gap in new promoter discovery.

Many DNA cloning experiments are not successful and are deemed to be technical mysteries.
This failure may appear initially as a cloning gap or a disassembly in sequencing results or as an
absence of transformed colonies for a given construct in a species of interest other than the shuttle
species. A possible reason for these failures may be that an overexpression of the detectable
protein in the designed construct has caused a lethal metabolic burden for the cell and thus an
absence of viable construct-validated clones. Previously, it has been shown through genome
sequencing of clone-based assemblies that many occurring cloning gaps were not technical
failures but rather a consequence of the sequences coding for toxic products (Kimelman et al.,
2012). As cloning and transformation experiments often involve propagating the construct across
different species, constructs must be viable across all species being manipulated in order for an
experiment to be successful. While toxicity level thresholds of different reporter genes, their
substrates, or by-products vary depending on the host organism, overexpression of any protein
can potentially be toxic (Bolognesi & Lehner, 2018). In fact, toxicity has been previously reported
for luciferase substrate N-decyl aldehyde in Saccharomyces cerevisae and Caenorhabditis
elegans (Hollis et al., 2001); for constitutive expression of Gaussia princeps luciferase (Gluc) in
Escherichia coli (Liu et al., 2014); for B-galactosidase expression in E. coli under osmotic stress
(Malakar et al., 2014); and for GFP in S. cerevisae (Kintaka et al., 2016). One study concluded
that for a number of proteins, the overexpression burden limit in S. cerevisae is achieved for
normally non-harmful proteins once it constitutes up to 15% of the total cellular proteins (Eguchi
et al., 2018).

The goal of the cloning strategy described in this paper is to decouple the cloning and
transformation process from the evaluation of promoter activity in a host organism. To the best of
our knowledge, no such strategy has previously been described. To this end we believe
riboswitches, ligand-specific RNA cis-acting gene regulatory elements, may be important tools for

dampening the strength of potent constitutive or potent uncharacterized inducible promoters. By
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sandwiching an appropriate riboswitch between the potent promoter and the reporter gene,
expression levels may be controlled and adjusted down to viable levels during promoter screening
or characterization assays (Figure 2.1A). Many expression vectors are designed for protein
induction via inducible promoters to avoid toxicity of the protein to be purified during cloning and
growth, however to our knowledge no vector exists for controlled promoter read-out via inducible
5" UnTranslated Regions (UTRs).

When choosing the right promoter-dampening riboswitch for an experiment it is important to
consider its compatibility with the shuttle and host species, its regulation range dynamics including
repression capacity, fold induction (FI) and regulation mechanism, and whether or not the trigger
ligand is endogenous to the species and what systems exist, if any, to control ligand
concentrations inside the cell. For this study, we identified the fluoride riboswitch (F RS) as a
potential candidate for mitigating the potency of two promoters to be used in a reporter gene
system: the constitutive S7 ribosomal protein gene promoter (Ps;) from Paraburkholderia
xenovorans strain LB400 and the P1 integron promoter originally from R388, a trimethoprim-
resistance broad-host-range plasmid (DeShazer & Woods, 1996; Zolg & Hanggi, 1981). These
promoters were meant to be cloned upstream of the lux cassette in a strategically redesigned
version of mini-CTX-lux (Becher & Schweizer, 2000), a high copy plasmid in E. coli or a single
copy chromosomal integration plasmid for Burkholderia thailandensis and Pseudomonas
aeruginosa. The fluoride riboswitch has the advantage of controlling gene expression according
to concentrations of fluoride, a non-cellular metabolite. This conserved RNA structure is
widespread across bacteria and archaea and is known to upregulate, in the presence of fluoride
ions, the expression of proteins which manage its exportation, such as the CrcB proteins and the
CLC proteins, fluoride-specific channels which act as fluoride/proton antiporters (Baker et al.,
2012; Stockbridge et al., 2012; Weinberg et al., 2010). Additionally, the fluoride riboswitch from a
thermophilic archaeon has been previously used as an alternative strategy to inducible promoters

for regulating gene expression in hyperthermophiles (Speed et al., 2018).

Our redesigned plasmid, which we named pVK-f-lux, features optimal cloning features for allowing
to easily swap promoters and 5'UTRs as needed in order to find the right combination for a
particular experiment. Additionally, it is optimized to allow for scar-free translational fusion cloning,

a feature not often present in reporter vectors, but essential for studying many cis-regulatory RNA
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elements. Our plasmid is designed for Gibson assembly (GA) cloning but may also be used with
a restriction enzyme (RE) digestion and ligation approach.

3.3 Methods

3.3.1 DNA amplification and reporter plasmid construct assembly.

Oligonucleotides from Integrated DNA Technologies (25 nmoles DNA oligonucleotides and 500
ng of gBlocks® Gene Fragments) were used. DNA parts for GA cloning were amplified using the
Q5® High-Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs) using a touchdown-gradient PCR
protocol as previously described (Korbie & Mattick, 2008) and appropriate primers and template
as specified in Table S1. Touchdown annealing cycles (-1.2°C/cycle for 10 cycles) were
performed from 71°C down to 60.2°C and were followed by 20 cycles of constant annealing
temperatures (with five tubes in a gradient from 55°C to 72°C). Reactions with the most specificity
were chosen for further cloning steps. Backbone vectors, as per specific cloning attempts (Annexe
I: Table S1 and Table S2) were linearized using restriction enzymes (Thermo Fisher Scientific)
as described. GA cloning was carried out using diluted PCR products, unpurified restriction
digestion products and the NEBuilder® HiFi DNA Assembly Master Mix kit (New England Biolabs)

according to the manufacturer protocol.

3.3.2 Bacterial strains and construction of reporter strains.

All strains and clones used in this study are enumerated in Annexe |: Table S3. All strains were
grown at 37°C on a rotary agitator in liquid Luria Broth (LB) (Alpha Biosciences) or on petri dishes
of LB agar (Alpha Biosciences). GA-cloned plasmid constructs were transformed into either E.
coli strain DH5a or strain SM10Apir as follows. Either 2 uL of the GA reaction or 25 ng of the
plasmid of interest was added to 100 pL of thawed chemically competent cells on ice and
incubated for 20 min. A thermal shock was performed for 40 seconds at 42°C followed by a 3-
minute incubation on ice. 300 pL of LB was added to the mix and cells were incubated at 37°C
for 1 hour with agitation at 250 rpm. 150 L of cells were spread on a prewarmed selection plate

and incubated overnight at 37°C.

The constructs were integrated into the chromosome of B. thailandensis E264 by bi-parental
conjugation with E. coli SM10Apir as follows. Pellets from 1.5 mL of overnight cultures diluted to
0.5 ODeoo for both E. coli SM10Apir donor strains and for B. thailandensis E264 WT strain were
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obtained by centrifugation at 7000 x g. Each pellet was resuspended in 25 pL of LB and pooled
into a single drop on an antibiotic-free LB agar dish for overnight incubation at 37°C. The resulting
growth was resuspended in 1 mL of liquid LB using a sterile Q-tip and 100 pL was plated on LB
agar selection plates for B. thailandensis E264 (see below).

Liguid and solid selection media were supplemented with 15 pg/mL tetracycline for E. coli strains;
and with 25 pg/mL tetracycline, 50 pg/mL gentamycine and 15 pg/mL polymyxin for B.
thailandensis E264. When required, FH4KO, was added to Luria agar selection plates or to liquid
media in concentrations ranging from 0 to 31 mM. Transformed reporter strains were verified for
luminescence signal using a microplate reader (Cytation 3; BioTek Instruments, Inc.). Plasmids
were extracted from transformed E. coli strains using the Presto™ Mini Plasmid Kit (Geneaid)
and sequences were confirmed by Sanger sequencing carried out at Genome Quebec (Montreal,

Canada).

3.3.3 Testing Gibson assembly-based cloning in the plasmid

The designed overhangs of the 5UTR DNA sequence which excludes the promoter region, were
tested for compatibility for GA with a Scal and Aarl digested backbone, by carrying out GAs with
inserts containing the Ncol-Sdal-Scal left overlap sequence of 17 nts and the Aarl/luxC right

overlap sequence of 21-24 nts.

3.34 lux reporter assay

To assess time-course riboswitch regulation dynamics in bacteria, E. coli DH5a, E. coli SM10 and
B. thailandensis, strains transformed with constructs of interest containing the P1 promoter and a
5’UTR translational fusion with the bacterial operon luxCDABE were first cultured overnight in LB
supplemented with the same antibiotic composition as during transformation. Next, cells were
pelleted by centrifugation at 15000 x g for 3 minutes and washed twice with M9 Minimal Media
(M9-MM). Cells were then suspended in fresh M9-MM. M9-MM was prepared by combining 200
mL of sterile M9 salts (64 g/L NapHPO4-7H50, 15 g/L KH5POy4, 2.5 g/L NaCl, 5.0 g/L NH,Clwith

2 mL of sterile 1M MgSOy, 20 ml of 20% glucose and 100 pL of sterile 1M CaCls, in a total volume

of 1000 mL of sterile reverse osmosis water. Assays were carried out in 96-well microplates from
Greiner Bio-One (Microplate, 96 well, PS F-bottom [chimney well], white, med. binding Ref:

655095). Each well contained a total culture volume of 200 pL of antibiotic supplemented 0.5X
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M9-MM. Cultures were adjusted to an initial optical density at 600 nm (ODeoo) Of approximately
0.06. Luminescence and ODeoo readings were recorded at 20-minute intervals with a multi-mode
microplate reader (Cytation 3; BioTek Instruments, Inc.) for assay total run times between 30 and
60 hours.

3.35 Luciferase reporter data analysis

Average blank values for each time-point were subtracted from each corresponding well sample
reading. All readings were cropped to start as soon as the ODsgo reading hit 0.1 for an individual
well. For each assay, the number of time points used was adjusted to be the same for all samples
unless otherwise stated. For determining the plateau ODsgo Value, the average value of the last
58 ODsoo readings of a time-course luciferase assay was calculated.

Fold Induction (FI) of total luciferase activity:

S f10am ()

FI of lum total = W

Equation 1
where:
f—ligand (n) B Zg lum—llgand(n)
Zg 0D-ligand (Tl)
Equation 2
ftigand ) = PR lum+l'lgand )
Zyl 0D tligand (n)
Equation 3

Where ligand is fluoride ions (F-);

lum™¥9(n) is the luminescence reading for a culture containing a P1+ F RS-lux construct of

interest in absence of supplementary fluoride for the time point n.

lum*eand(n) is the luminescence reading for a culture containing a P1+ F RS-lux construct of

interest in presence of supplementary fluoride for the time point n.
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OD"9a"d(n) is the ODeoo reading for a culture containing a P1+ F RS-lux construct of interest in
absence of supplemented fluoride for the time point n.

OD"9d(n) is the ODeoo reading for a culture containing a P1+ F RS-lux construct of interest in
presence of supplemented fluoride for the time point n.

Peak lum/ ODsoo;

The maximum peak luminescence value, in Relative Luminescence Units (RLU), was determined

for a time-course reporter assay. This value was divided by the corresponding time-point ODegoo.

Average lum/ODgoo:

The average RLU value for all time points of each triplicate was divided by the average ODeoo

value for all time points of each triplicate, respectively.

3.4 Results and Discussion

34.1 The pVK-f-lux Plasmid Allows for Rapid Mixing and Matching Promoters
and 5’°UTRs

To study cis-regulatory RNA elements, we wanted to devise a luciferase reporter with a potent
promoter to provide a strong signal. Cloning of the RBS sequence 5-AGGAGC-3’ was attempted
downstream of Ps7. Restriction enzyme digestion of clones resulting from this vector assembly
suggested that 7 of the 9 obtained clones contained misassembled constructs (Annexe I: Figure
S1A and C). After multiple cloning attempts, sequencing of the only two clones with inserts of the
correct size revealed mutations which would explain the lack of luminescence in these clones
(Annexe I: Figure S1B). In that context, the most likely reason for these failed cloning experiments
appeared to be a selective pressure against strong expression of this reporter; we thus used a
fluoride riboswitch as a way to dampen expression independently of the promoter cloned

upstream to design a new reporter tool with unique features.

For our design we chose to include three different single cutter restriction enzyme sites as GA
overlap flanking sequences for the promoter region, both for the 5’ end, designated as the Multiple
Cloning Site 1 (MCS1), and for the 3’end, designated as the Multiple Cloning Site 2 (MCS2)
(Figure 2.1B and C). Two versions of the plasmid were constructed, containing either the P.

syringae fluoride riboswitch (P. syr F RS), termed pVK-f-lux, or the B. thailandensis E264 fluoride
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riboswitch (B. thai F RS), termed pVK-f2-lux (Figure 3.1C). For the 3’ end of the 5 UTR part, Aarl,
a type IIS restriction site was incorporated. If the inner restriction sites are used to cut the
backbone to insert a promoter sequence, then the remainder of the MCS1 and MCS2 sequences
on the linearized backbone are sufficient as GA overhangs (GA overlap 1 and GA overlap 2 in
Figure 3.1B) and can be added to the insert of interest. Similarly, by digesting the backbone for a
5" UTR part insert using the innermost (in relation to the insert position) MCS2 site, and the Aarl
site, the backbone remainder of the MCS2 site may be used for the 5° GA overhang (GA overlap
3 in Figure 3.1B) and the beginning 15-20 nucleotides of luxC may be used as the 3’ end GA
overhang (GA overlap 4 in Figure 3.1B). Short inserts (18 and 21 bp) could not be cloned, because

a small insert size is already known to be detrimental for Gibson assembly (Roth et al., 2014).
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Figure 3.1 Riboswitch-mediated reporter expression under the control of a potent promoter.

(A) Schematic diagram of a potent promoter dampening strategy. (B) Key features of pVK-f-lux, a parts-
swappable mini-CTX-lux derived backbone for convenient cloning of promoters and RNA regulatory parts.
MCS1 contains Csil-XmaJl-Sacl restriction sites and MCS2 contains Ncol-Sdal-Scal restriction sites. A type IIS
restriction site is located at the beginning of luxC allowing digestion into the second codon for scar-free
translational fusion. GA overlaps for double digestions with Sacl and Ncol or Scal and Aarl have been designed
for allowing interchangeability of parts as described (Annexe I: Quick User Manual for pVK-f-lux). These double
digestions are buffer compatible and yield fragments visible on an agarose gel (approximately 300 and 400 bp
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in length, see Figure S2 for more details). (C) Plasmid map of pVK-f-lux and pVK-f2-lux. Note that, while not
annotated in the original mini-CTX-lux, Bprom predicts a rpoD17 promoter between luxD and luxE.

The Aarl RE site is positioned to cut the backbone directly after the 2" nucleotide of the 2" codon
of luxC, which allows achieving a scar-free translational fusion with a choice of the desired start
codon. This could be useful given that some known examples of non-AUG start codons are
important for translational regulation (Hecht et al., 2017). If scar-free translational fusion is not a
priority it is recommended to re-incorporate the Aarl site and all depleted restriction sites into the
constructs to allow for the flexibility of further cloning by using new plasmid constructs as
backbones for new experiments rather than needing to start over from the original backbone, as
required for many plasmid assembly methods. If at any point the innermost restriction enzyme
recognition site of a Multiple Cloning Site (MCS), in relation to the insert, is not ideal for a particular
cloning strategy, when using a newly assembled backbone, there are still two other restriction
sites which may be used at each MCS, thus avoiding, in most cases, the necessity to domesticate
any inserts (Annexe I: Figure S2). Additional information for using this plasmid is available
(Annexe I: Quick User Manual for pVK-f-lux).

3.4.2 The Fluoride Riboswitch Dampens Reporter Gene Expression and
Facilitates Potent Promoter Cloning

Having chosen the fluoride riboswitch as the candidate regulatory RNA for independent promoter
dampening triggered by a non-cellular metabolite, we first needed to evaluate its usefulness to
repress elevated expression levels with the option of re-activating expression. For this, we
measured luminescence for a fluoride riboswitch reporter construct (pVK-f2-lux) in its original host
organism (B. thailandensis E264) (Figure 3.2). Depending on the conditions, fluoride
supplementation caused up to a ~20X induction of luminescence (RLU/ODeno) (Figure 3.2A). The
addition of fluoride, or general ion content of media, had no apparent impact on osmotic pressure,
since equivalent amounts of chloride made no difference (data not shown). In B. thailandensis
E264, for OFF conformations (absence of fluoride), the repression capacity at the maximum peak
expression of a 54h time-course luciferase expression curve of the B. thai F RS was 28X greater
than that of the P. syr F RS, and 117X greater than that of the B. thailandensis E264 metX SAM
riboswitch (B. thai metX SAM RS; Figure 3.2C).
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Figure 3.2 Time-course luminescence induction curves of B. thailandensis E264 clones containing the

B. thailandensis fluoride riboswitch and repression effect.

A 54h time-course lux expression assay comparing lux/ODeoo (A) and growth curves (B) of B. thailandensis
E264 containing the P1-B. thai F RS-lux (pVK-f2-lux) construct (See Table S3: B. thailandensis E264/ P1 + B.
thai F) for either an ON-induced state of the fluoride riboswitch in the presence of 31 mM F-, or an OFF-induced
state fluoride riboswitch in the absence of F-. Cultures were grown and measured on the same 96-well
microplate assay run and maximum peak levels of luciferase expression are indicated above curves in relative
light units (RLU) for un-normalised-to-OD signal strength comparison. The data points represent the means
and standard deviations of triplicate values. (C) In vivo lux expression levels during repression by three OFF-
induced riboswitch-containing constructs in B. thailandensis E264: B. thailandensis fluoride riboswitch
construct (pVK-f2-lux—B. thai F RS), the P. syringae fluoride riboswitch (pVK-f-lux—P. Syr F RS), and the B.
thailandensis metX SAM riboswitch (B. thai metX SAM RS). OFF-induction was achieved with 0 mM F- for
fluoride riboswitch constructs and with 0.05 mM methionine for the metX SAM riboswitch construct. RLU per
ODsoo and growth curves are shown as well (bottom left and right respectively). In absence of plasmid, RLU
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values were similar to RLU values of blank medium, while the ODsoo values were similar to (B). The data points
represent the means of triplicate values.

Cloning attempts of Ps7 were unsuccessful in spite of riboswitch addition, but cloning attempts of
the P1 integron promoter were only successful in presence of a riboswitch—either the fluoride
riboswitch sequence from B. thailandensis E264, the fluoride riboswitch sequence from P.
syringae, three different S-adenosylmethionine (SAM) riboswitches from B. thailandensis E264
(recently discovered by our group, unpublished data) or the yybP-ykoY riboswitch from P.
aeruginosa PA14. This suggests that a 5’UTR dampening tool is imperative to repress promoter
potency and reduce its toxicity. Cloning the 5-AGGAGC-3’ RBS by itself downstream of the P1
promoter was unsuccessful using many GA design strategies (Annexe |: Table S1). However,
cloning this RBS was successful when integrated within one of the above-mentioned riboswitches
or when in tandem with a weak promoter such as that of the metK promoter from B. thailandensis
E264.

Not all riboswitches enabled successful cloning of the strong P1 promoter, and none enabled
cloning of very strong Ps; promoter, suggesting that the tested riboswitches did not sufficiently
repress lux expression in their OFF conformations. As a reference, one study reported that mMRNA
coding for the S7 protein was among the top 3% in terms of total RNA quantity, highlighting how
strong this promoter is, while metKk mRNA was in the top 10% (Gorochowski et al., 2019). A full
list of successful and unsuccessful cloning experiments enumerated in Table 3.1 highlights the

relation between expression levels and successful cloning of the promoter.
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Tableau 3.1 Cloning success of the promoters upstream of the lux operon depends on the choice of

5'UTR.
Cloning attempt Cloning outcome
Promoter 5 UTR
Ps7 5’-AGGAGC-3’ RBS failed
Ps7 B. thailandensis fluoride riboswitch failed
Ps7 P. syringae fluoride riboswitch failed
P1 integron 5’-AGGAGC-3’ RBS failed
P1 integron 5’-AGGAGU-3’ RBS failed
P1 integron E. coli thiM TPP riboswitch failed
P1 integron B. thailandensis thiC riboswitch failed
P1 integron B. thailandensis mini-ykkC riboswitch failed
P1 integron B. thailandensis metK SAM riboswitch? failed
P1 integron B. thailandensis fluoride riboswitch successful
P1 integron P. syringae fluoride riboswitch successful
B. thailandensis metK 5’-AGGAGC-3’ RBS successful
promoter
P1 integron B. thailandensis metX SAM riboswitch? successful
P1 integron B. thailandensis metZ SAM riboswitch? successful
P1 integron P. syringae fluoride riboswitch + B. thailandensis successful

fluoride riboswitch

P1 integron P. aeruginosa PA14 yybP-ykoY riboswitch successful

! Three different construct designs of varying lengths were attempted (not shown).
2The metK, metX and metZ riboswitches from B. thailandensis are newly discovered riboswitches not yet
published.

The fluoride riboswitch may be a useful tool for screening for a wide range of promoters and not
only those which are potent. For example, a library of unknown sequences containing possible
promoters may be cloned into pVK-f-lux with an up-regulating fluoride riboswitch in the target host
such that the same library of clones can be screened for reporter gene activity in the presence or
absence of fluoride. In this way, a screen in the absence of fluoride (with maximum repression),
would yield those clones containing the most potent promoters. In parallel, another screen with
added fluoride to re-activate riboswitch-mediated repression would allow to detect weaker
promoters. Ideally, fluoride threshold tolerance of the target species during transformation and
reporter assays as well as the timing of the expression pattern should be determined prior to
screening. In this study it has been observed that B. thailandensis E264 is more tolerant to fluoride
than E. coli SM10Apir, but less tolerant to high luciferase expression than E. coli SM10Apir (results

not shown).
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To test the possibility of using the fluoride riboswitch as a screening tool to mediate promoter
potency during transformation of strong promoters (such as Psy or P1 integron promoters), the
viability of E. coli DH5a and E. coli SM10Apir transformant cells was assessed in the presence of
10 mM and 15 mM fluoride on selection plates. E. coli DH5a showed reduced viability at both
concentrations as illustrated by the reduced number of visible colonies (Annexe I: Figure S3).
Colonies which grew on fluoride supplemented plates were also visibly smaller for all tested
constructs. Sequenced plasmid extractions of overnight inoculations of the Ps7 promoter + B.thai
F RS-lux in liquid media with corresponding fluoride concentrations revealed non-functional
mutants for all cases even those for which lux expression should have been repressed in fluoride
supplemented media. We suspect that the cloning failure of Ps7 in this experiment was due to
insufficient repression of lux expression rather than fluoride concentration levels in the
transformation media as sequencing results were similar to previous GA attempts in absence of
fluoride and using different GA designs for the same construct (Annexe 1) and because cloning
the unmodified backbone mini-CTX-lux in presence of 10 mM fluoride was also successful (Figure
S3 D). Overall 33% of sequenced clones of the Psy promoter + B.thai F RS-lux attempts from
Figure S3 contained a 56 nt addition and a point mutation of C285T, in reference to the Ps;
sequence, 37% had a gap, and 30% had an unrelated sequence included as the insert (Annexe
I: Table S4). The effect of fluoride on growth in liquid expression media was also tested and B.
thailandensis E264 clones with chromosomally integrated P1+riboswitch-lux constructs for the B.
thailandensis or the P. syringae fluoride riboswitches. All were shown to grow equally well in 31.25
mM and 62.5 mM fluoride supplemented liquid media, demonstrating their high tolerance to
fluoride presence (Figure S4 (C)), in contrast with E. coli.

3.4.3 Portability of riboswitches from one species to another can be
unexpected

Luciferase expression was tested in E. coli DH5q, E. coli SM10Apir and B. thailandensis E264
each transformed with a construct containing the fluoride riboswitch originating either from B.
thailandensis or from P. syringae. Unexpectedly, riboswitch modulation was inversed from one
species to another for the fluoride riboswitch construct originating from B. thailandensis (Figure
3.3). While B. thailandensis E264 demonstrated an up-regulation, with a 5.1-fold change with the
addition of fluoride, E. coli DH5a and E. coli SM10Apir yielded a down-regulation with a fold
change of 9.2 and 1.7, respectively. For the P. syringae riboswitch construct, up-regulation was
recorded for E. coli DH5a and B. thailandensis E264 as expected, with a fold change of 4.5 and

11 respectively (Figure 3.3). Other riboswitches were tested as well (Table 3.1), but either
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dampened expression enough to allow cloning or did not provide as good of a modulation (less
than two fold)—the latter was the case for the B. thailandensis SAM riboswitch upstream of metK.
Regulation sensitivity thresholds were also tested for the P1 + B. thai F RS (pVK-f2-lux, Annexe
I: Table S2) constructs transformed into B. thailandensis E264 and into E. coli SM10Apir and
visible regulation effect was achieved at 3.9 mM for B. thailandensis E264/ P1 + B. thai F, and
1.95 mM for E. coli SM10Apir/P1 + B. thai F RS (Annexe | Figure S4) further confirming sensitivity
variability of a same riboswitch across different species. Characterization of presented constructs
across different strains is important for understanding the limitations of a fluoride riboswitch-
mediated lux reporter system. To this end, plasmid replication levels and luciferase expression
levels were determined in E. coli SM10Apir and E. coli DH5a. E. coli SM10Apir expresses far more
luciferase than E. coli DH5a at similar fithess levels based on the plateau ODegoo Value, however
counterintuitively E. coli DH5a produces 1.4X more of pVK-f2-lux than the former (Annexe I: Table
S5).

14
12 B. thailandensis fluoride riboswitch
10 P syringae fluoride riboswitch I
~ 8
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Figure 3.3 The B. thailandensis E264 fluoride riboswitch upregulates in original host and downregulates

in E. coli DH5a and E. coli SM10Apir

Fold induction (FI) of total luciferase activity in cultures was calculated over an incubation period of ~40 h (E

. coli DH5a—DH5a, E. coli SM10Apir—SM10, and B. thailandensis—B. thai transformed with the B.
thailandensis E264 fluoride riboswitch construct—pVK-f2-lux) and ~55h (E. coli DH5a and B. thailandensis
E264 transformed with P. syringae fluoride riboswitch construct—pVK-f-lux). Both plasmids are replicative in
E. coli strains and integrative in B. thailandensis E264. Both pre-culture media (LB) and expression media (0.5X
M9-MM) were supplemented with appropriate antibiotics depending on the species (see Methods). Fluoride
induction concentrations were 16 mM for E. coli DH5a and E. coli SM10Apir transformants and 31 mM for B.
thailandensis E264. Concentrations were chosen according to the maximum induction effect. The Fl values for
each sample represent the means and standard deviations of triplicates on the same microplate.
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When running a time-course expression assay, the duration should be optimized to ensure that
an expression peak is attained for the given strain and media conditions. Even if addition of 8 mM
or 16 mM fluoride induced luciferase expression in all relevant assays, some discrepancies were
observed between some clones, both with regards to exact expression quantitation and growth
curves. Additionally, peaks were reached at different times in different fluoride concentrations
highlighting the importance of a sufficiently long assay run (Annexe I. Figure S5). Oscillating
expression (with ups and downs) may also be observed when using the fluoride riboswitch in
reporter assays as fluoride concentrations inside bacteria will vary according to the activity of the

fluoride export pumps (Annexe |: Figure S5).

Characterization is not only important for understanding how different conditions affect riboswitch
dynamics but also how they may affect the lux cassette enzymes, as the system is composed of
five different enzymes (luxCDABE). We did test the system’s sensitivity to unrelated
inducers/repressors. Effect of chloride (up to 15.6 mM) was tested on E. coli clones carrying pVK-
f2-lux, however no regulatory effect was observed (results not shown). Methionine addition (up to

125 mM) to B. thailandensis E264 clones carrying pVK-f2-lux also did not have a regulatory effect.

35 Conclusion

In this study we designed a plasmid which allows for straightforward swapping of promoters and
5UTR translationally fused sequences directly from PCR amplified inserts using Gibson
assembly-based homologous cloning. We also included the fluoride riboswitch as a tool for
modulating reporter gene expression under the control of strong constitutive promoters, such as
the P1 integron promoter, in order to circumvent possible reporter overexpression toxicity in both
shuttle and final host species, even if it still has limitations, as exemplified by the unsuccessful
cloning of the particularly strong Ps7 promoter. We also illustrate that riboswitches used as cloning
tools need to be characterized across shuttle species as well as the target species to ensure
optimal use. Indeed, we discovered that in its native species the B. thailandensis fluoride
riboswitch upregulates expression when supplemented with fluoride, yet it surprisingly
downregulates expression in E. coli. To our knowledge this is the first time such a phenomenon
has been observed, even if there are several accounts of riboswitches that function normally in
their native species, but do not modulate gene expression in a different species (usually more
phylogenetically remote). While we did not further study this occurrence, we reason that this may
be due to the difference in riboswitch expression platform folding kinetics due to difference in RNA

polymerase activity across species or the wide gap in the GC% of their respective genomes (67%
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vs 50% for B. thailandensis and E. coli, respectively). Nevertheless, this work may serve as an
example of riboswitch use to improve current cloning tools. Other riboswitches whose ligands are
independent of the host organism’s metabolism, such as the theophylline synthetic riboswitch,
may provide alternatives to apply the same approach, potentially circumventing some of the
project-specific limitations that can be encountered the same way different resistance markers

can be more or less appropriate for a given cloning experiment.
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le clonage du promoteur fort de l'intégron P1, en évitant la toxicité létale.

On a aussi découvert une régulation inverse lors de I'utilisation d’un riboswitch fluor provenant de
B. thailandensis E264 dans E. coli, indiquant que les riboswitchs doivent étre utilisés avec

prudence dans les hotes autres que les hotes natifs du riboswitch.

L’étude dans le chapitre 3 a introduit un nouvel outil pour la découverte des promoteurs
précédemment non-caractérisables et aussi un vecteur de clonage pour la fusion traductionnelle
avec la luciférase, pour un plasmide intégratif dans plusieurs especes du genre Burkholderia et

Pseudomonas.

Cette derniere caractéristigue du plasmide, soit la possibilité de concevoir des fusions
traductionnelles des riboswitchs avec la cassette luxCDABE, permettra son utilisation pour les
essais in vivo effectués dans ce chapitre, le chapitre 5, suivant en conjonction avec les trois
riboswitchs SAM chez B. thailandensis en amont de metK, metX, ou metZ. De plus, la
caractérisation du promoteur P1 chez B. thailandensis E264 de cette étude permettra de tester
des construits alternatifs pour la comparaison des riboswitchs SAM découplés de leurs

promoteurs natifs
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5.1 Abstract

The S-adenosylmethionine-V (SAM-V) riboswitch was discovered with a bioinformatics pipeline
aiming to discover completely new structured RNA. Yet, the SAM-V riboswitch was found to have
the same overall architecture as the previously described SAM-II. Here we report several
additional families that are members of this SAM-1I/V “clan” of SAM-riboswitches which we initially
discovered in Betaproteobacteria, but also found in numerous species with a wide phylogenetic
distribution. Within the proposed new “universal consensus” for SAM-II/V, we reveal a diversity of
different secondary structures with accessory stems and competing alternative stems, of which
several were tested and confirmed to bind SAM. Our results suggest that hundreds to thousands
of riboswitch instances remain unannotated, largely due to a structural diversity difficult to capture
with simple homology searches. Likely, this assortment of secondary structures contributes to
fine-tuning the affinity and switching mechanisms of riboswitches for appropriate regulation of the

downstream genes.

5.2 Introduction

Riboswitches are structured RNA elements within mRNAs that control gene expression
through selective binding of their ligand. They are generally located in 5'-UTRs (Untranslated
regions) of mMRNAs (Edwards et al., 2010). Their aptamer domain is responsible for binding their
cognate metabolite ligand, which exerts a conformational rearrangement of an expression
platform for gene regulation (Mandal & Breaker, 2004). The region of the riboswitch common to
both the aptamer and expression platform is called the “switching sequence.” Riboswitches
control gene expression by various mechanisms like transcription (by an intrinsic terminator stem)
and translation control (by ribosome binding site occlusion) (Breaker, 2012). To date, at least 40
known families of riboswitches have been validated for at least 30 different ligands (Breaker,
2012; McCown et al., 2017). Riboswitch families have been categorized based on their ligand
specificity and their secondary structure (Montange & Batey, 2008), the Rfam riboswitch families
are essentially based on the ability of each covariance model to find all instances of the

corresponding family.

SAM (S-adenosyl methionine) binding riboswitches are unique for the diversity of
structures produced by convergent evolution. In the RNA family database, there are at least seven
families of SAM riboswitches reported to regulate SAM and/or methionine and sulfur metabolism
in bacteria (including survival and virulence genes in pathogens) (Corbino et al., 2005; Epshtein
et al., 2003; Fuchs et al., 2006; McDaniel et al., 2003; Naghdi et al., 2020; Poiata et al., 2009;
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Trausch et al., 2014; Weinberg et al., 2008; Weinberg et al., 2010; Winkler & Breaker, 2003).
However, a few of these families, which can be grouped according to the similarity of their binding
pocket (McCown et al., 2017), appear less likely to have distinct phylogenetic origin (Trausch et
al., 2014). One such “clan” includes the SAM-I, IV and I/IV riboswitches (found, respectively, in
gram-positive organisms, Actinomycetales and mostly in proteobacteria) (Trausch et al., 2014,
Weinberg et al., 2008; Weinberg et al., 2010). Another clan is that of SAM-Il and SAM-V
riboswitches, both found mostly in alphaproteobacteria and Bacteroides (Corbino et al., 2005;
Poiata et al., 2009). More recently, SAM-III (found in Lactobacillales) (Fuchs et al., 2006) and
SAM-VI (found in Bifidobacterium) (Mirihana Arachchilage et al., 2018; Sun et al., 2019) were
also found to be likely members of the same clan. However, SAM/SAH riboswitches (reported in
a-proteobacteria) (Weinberg et al., 2010) is different in terms of structure and ligand binding
pocket and cannot be grouped into a clan. In spite of similarities made evident by atomic resolution
structures (Gilbert et al., 2008; Huang & Lilley, 2018; Stoddard et al., 2010; Zhang et al., 2019),
powerful structure homology search tools such as Infernal are not able to uncover the
corresponding homologs from the same clan if they are not part of the same family. Using a de
novo ncRNA search pipeline (Naghdi et al., 2017), we have found a “new” SAM riboswitch which
corresponds to the SAM-II/V clan. Using this search strategy, adapted for the SAM-II/V clan, we
have unravelled numerous new instances of riboswitches and an unforeseen structural versatility
of this clan. Although previously two examples of these riboswitches, one upstream of metX and
another upstream of metZ in beta-proteobacteria, have been proposed, they have not been
confirmed experimentally and their structures were incorrectly predicted (Leyn et al., 2014).
Results of characterization through bioinformatics, in vitro structural probing and reporter gene
constructs indicate that evolution exploits this structural plasticity to fine-tune each riboswitch for
expression requirements of the downstream gene by adapting each aptamer to its expression

platform.

53 Results and Discussion

53.1 Discovery of new, structurally diverse, riboswitch variants

An initial search aiming to discover new structural motifs using a pipeline which compares
sequences upstream of related genes (Naghdi et al., 2017) led us to find an RNA motif upstream
of metK in Betaproteobacteria which seemed to have nothing in common with any of the
thousands of secondary structures catalogued in Rfam (Annexe IlI: Figure S1). Given that several

riboswitches were known to regulate metK according to SAM concentration, we compared our
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sequences with these riboswitches. Despite the incapacity of Infernal, the RNA structure
annotation tool of reference, to find homology between our aligned sequences and covariance
models from Rfam, careful evaluation of the sequences corresponding to the new model indicated
that they could fold in a secondary structure forming a SAM binding pocket identical to that of
SAM-II (Doshi et al., 2012; Gilbert et al., 2008) or SAM-V (Huang & Lilley, 2018; Poiata et al.,
2009). In the case of the SAM 1I/V clan, the main caveat for RNA annotation may be that close to
half of the riboswitch structure is found within a pseudoknot (Figure 5.1ABC), a characteristic

which is not taken into consideration by Infernal thus limiting annotations.
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Figure 5.1 A novel riboswitch family within the SAM-II clan.

(A) Consensus secondary structure of the novel riboswitch family found by comparative genomics drawn
according to the SAM-Il clan architecture (initial structure predicted pictured in Annexe ll: Fig. S1). Color legend
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is shown within figure. (B) In-line probing of the RNA riboswitch instance from B. thailandensis pictured on
the right. Green, yellow and red correspond to greater, same or lesser band intensity, respectively. Curves
used to calculate a kd of 0.3 pM is shown below. (C) Consensus secondary structures of the SAM-Il and V
riboswitch families, both belonging to the same clan. (D) “Universal” consensus structure of the entire SAM-
II-V clan determined from additional instances found with RNArobo (Annexe II: Fig. S2).

Realizing this could mean that beyond SAM-1I, SAM-V and the new SAM variant riboswitch
upstream of Betaproteobacteria metK, several other so-called “new” riboswitches might still be
unannotated, we designed a motif descriptor based on the combined consensus of these three
RNA families (Annexe II: Supplementary Material) to search for other instances using the
pseudoknot-compatible search tool RNArobo (Webb et al., 2009). Bioinformatics results exhibited
many more riboswitch candidates across different bacterial phyla. These revealed an unexpected
diversity of structure including length variability of loop 3 ranging from 8 to 60 bases, and the
possibility of additional stems within that loop (example structures in Annexe Il: Figure S2). This
led us to redefine the consensus of the SAM-II/V clan (Figure 5.1D). Interestingly, the metK RNA
motif that we uncovered in Betaproteobacteria, which we initially thought had nothing in common
with known SAM riboswitches, corresponds to what appears to be a stable stem-loop that would
presumably compete with the aptamer structure (Annexe II: Figure S3), and possibly contribute
to this riboswitch’s mechanism. This riboswitch also harbors a stem within loop 3, which we
termed “accessory stem”, that shows covariation (Figure 5.1A), suggesting a functional role.
Moreover, several other examples of variant riboswitches also present such accessory stems

(Annexe Il: Figure S2).

5.3.2 Three SAM riboswitches regulating SAM and methionine synthesis in
Burkholderia thailandensis

Beyond the finding of the initial new SAM riboswitch upstream of metK in B. thailandensis,

two other SAM riboswitches of the same superclass were found upstream of metX and metZ in
this species and many other Burkholderiales. These genes are situated upstream of methionine
synthesis and, while metX is essential, metZ is one out of two alternative pathways to produce
homoserine, direct precursor of methionine (Fig. 5.2A). Thus, even if the bacteria use SAM to
determine whether all three genes should be expressed or not, the requirements differ for each.
Accordingly, the sensing is also expected to differ, either in terms of amplitude of response or in
the threshold of sensing and the modulation range. This is reflected by the completely different
expression platforms (Fig. 5.2BCD) as well as by the affinity of the corresponding aptamers to
SAM (Fig. 5.1B and Annexe II: Fig. S2) and by the different expression profiles of a reporter gene

in M9 medium supplemented, or not, with methionine (Fig. 5.2E). Since methionine can be
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considered the limiting precursor of SAM synthesis, adding it to M9 medium is expected to
increase levels of methionine. Surprisingly, none of the concentrations of methionine assayed
had any impact on reporter gene activity when under the control of the metZ riboswitch (Fig. 5.2F).
O-succinyl-L-homoserine is the substrate of metZ to incorporate sulfur in the methionine pathway
directly from sulfide, as an alternative pathway to metY that uses O-acetyl-L-homoserine instead
(Foglino et al., 1995), both to produce L-homocysteine (Fig. 5.2). Thus, as opposed to metK and
metX, which are both essential steps in the methionine and SAM biosynthesis, the requirement
to de-repress metZ might be more stringent and extremely low concentrations of SAM might be
required to activate expression of this gene, concentrations which we apparently could not attain
in our assays. Even when using cycloleucine (an inhibitor of metK) in absence of methionine in
the medium for the reporter assay, only a relatively small difference could be observed, and not

in all conditions tested (Fig. 5.2F).
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Figure 5.2 Differential regulation of the methionine/SAM biosynthesis pathways by different SAM

riboswitches in Burkholderia.

(A) Biosynthesis pathways of SAM and methionine. Steps regulated by the novel riboswitches uncovered in
this study are highlighted as per in-figure legend. (B, C and D) SAM riboswitches with predicted expression
platforms for metK, metX and metZ, respectively. (E) Modulation of gene expression of lux reporter by the metK
and metX riboswitches according to supplementation of 3.75 mM methionine, and absence of modulation for
mutant versions of the riboswitch. (F) Luminescence curves for a 60 (top) and 50 (middle and bottom) hour
time course for the metX and metZ riboswitches under the control of the P1 integron promoter (top), or the
native IGR promoters of metX or metZ (middle and bottom). MetX RS and metZ RS correspond to riboswitches
that putatively regulate metX and metZ respectively; either with WT sequence or mutant (mut) shown in (C).
The cultures were supplemented with methionine (+Met) or not (-Met) or supplemented with cycloleucine
(+cyclo), a SAM synthase inhibitor to further reduce intracellular SAM concentrations.

Modulation of gene expression by the riboswitches upstream of metX and metK also showed

marked differences (Annexe II: Fig. S4). Both aptamer versions of metX and metK have an
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accessory stem within their loop 2 (Fig. 5.2BC), but it differs in its size and its position relative to
P, as well as its surrounding sequence. Moreover, the metK version of the aptamer has a potential
competing structure within the structure (Annexe Il: Fig S3). Probing experiments with
radiolabeled RNA suggest a kq of 0.3 pM for the metK riboswitch and of ~20 pM for the metX
riboswitch (Fig. 5.1 and Annexe Il: Fig. S2) and gene expression is also modulated, ~2-fold for
the metK SAM riboswitch and ~3-fold for the metX SAM riboswitch, when 3.75 mM methionine is
added to 0.5X MM-S medium (Fig. 5.2E). However, the metK riboswitch appears to modulate like
a “threshold-based” switch at concentrations as low as 0.039 mM methionine, with apparently no
increase in modulation at higher concentrations, while the metX riboswitch appears to act more
like a “dimmer”, with repression increasing progressively from 0.1 mM (perhaps less) up to 3.75
mM (Annexe Il: Fig. S5). Previously, an S-box—lacZ fusion of the B. subtilis metK SAM riboswitch
in its original host did not exhibit a fold induction upon addition of methionine to starvation
conditions, however for other S-box gene-lacZ transcriptional fusions such as of S-box yitJ, ykrT,
metE, ykrW, yusC and yoaD, a 15 to 2300 fold induction was observed, where generally more
tightly repressed genes had the biggest fold induction (Tomsic et al., 2008). In this present study,
induction levels for the metK and metX SAM riboswitches follow this correlation as well, while the
metZ riboswitch, the most tightly repressed, did not exhibit apparent induction under the tested
conditions. Also, mutant versions of each riboswitch have different levels of expressions relative
to their WT functional counterparts. The metK inactive mutant riboswitch has an expression level
(maximum) similar to the WT version in absence of added methionine in the medium, conversely
the metX inactive mutant riboswitch has an expression level about 100 fold higher than the WT
version in absence of methionine (and ~300 fold higher than in presence of methionine) (Fig.
5.2EF). The much higher expression observed for this mutant could suggest that, like
hypothesized for the metZ riboswitch, our current experimental setting does not allow us to
decrease the SAM concentration enough to attain maximal expression. Interestingly, probing
assays of several new betaproteobacteria variant riboswitches harboring an accessory stem show
an unusual modulation pattern. In these riboswitches, the SAM concentration range for which
conformational changes occur spans 4 to 5 logs, instead of the usual 2 logs observed for most
riboswitches (Annexe Il and Annexe II: Fig. S2), further suggesting a “dimmer” type of switch as
compared to typical riboswitches or the cooperative riboswitches deemed to be more “digital” and
for which changes occur within only 1 log of concentrations (Dann et al., 2007; Furukawa et al.,
2015; Kwon & Strobel, 2008).

It is possible that the three distinct SAM riboswitches in Burkholderia originated from a single

riboswitch, for example by reshuffling in the genome, ending with a copy of the aptamer (and
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maybe also a part of the expression platform) sequence upstream of other genes within the
methionine metabolic pathway, to eventually re-adapt its expression platform to the new RNA
environments. Alternatively, the riboswitches could have originated from different species,
untraceable to a common ancestor, to incorporate into the methionine metabolic pathway of one
bacterium by incorporation of full riboswitch-gene blocks by horizontal gene transfer. A previous
study concluded that aptamers for the same ligand can evolve into variations having up to a 21-
fold difference in their ligand binding affinity (Mulhbacher & Lafontaine, 2007), further highlighting

evolutionary fine-tuning and differences in regulatory requirements for different genes.

5.4 Conclusion

Infernal is the current gold standard for RNA annotation, it is a powerful tool to find sequences
that fit an RNA structure-annotated alignment, taking in consideration both structure and
sequence conservation. This allows the annotation of instances distantly related from sequences
in the alignment, such as for TPP riboswitches, for which sequence homology alone would be
insufficient to find all instances; e.g. tools like BLAST find no homology between TPP riboswitches
from Acidobacteria and from Penicillium, while both fit the Infernal covariance model of the TPP
riboswitch in Rfam. Nevertheless, Infernal has some limitations, the main one being that it cannot
take into account base pairs in pseudoknots. This has already been highlighted for structures
similar to Hepatitis Delta Virus ribozyme but not for other families. In the case of riboswitches
belonging to the same clan as SAM-II, it limits searches of families to homologs where the
pseudoknot base pair identities are conserved, because covariation of the pseudoknot cannot be
detected. This also reduces the weight of sequence conservation of the binding pocket, which will
appear as having a widely diverse positioning relative to P1, because it is actually embedded in
the undetected P2/P3 pseudoknot. Consequently, the “SAM-beta-metK” instances, were
discovered with a pipeline destined to find novel structures, because they had never been
annotated before. This prompted us to use a different approach to find more instances and led us
to unravel three novel families, part of the SAM-II clan, for which the covariance models have very

little overlap with the other known Rfam families.

This diversity of novel riboswitch families also revealed a very flexible riboswitch architecture,
which apparently evolved to include multiple adaptations to fine-tune each of these riboswitches
for the expression of the downstream genes. Indeed, the three new SAM-riboswitches we have

studied in Burkholderia thailandensis have distinct aptamer structures, different expression
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platforms and appear to modulate expression in diverse manners as well. These differences in
modulation include more pronounced repression at the peak of expression, or during the entire
time-course (spanning >2 days) as well as different levels of modulation from undetectable (in the
tested conditions), to ~2 fold, but with a potential for ~100 fold according to binding pocket
mutants. Finally, even if the idea of “ribo-dimmers” rather than riboswitches was evocated
previously (Baird et al., 2010), to our knowledge, as opposed to the “digital” cooperative
riboswitches which have been experimentally verified, there has been no account of “dimmer-like”
riboswitches. More work will be required regarding the structure and conformation dynamics of
these new families to better understand this phenomenon. Overall, these novel riboswitches are

a hint towards evolutionary tricks for riboswitch adaptation and tuning to new contexts.
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7 CARACTERISATION DES ELEI\/IEN:FS STRUCTURELS DU
RIBOSWITCH SAM EN AMONT DU GENE METK

Lien entre le chapitre 5 et le chapitre 7 :

Dans le chapitre 5, on a présenté des nouveaux membres de riboswitch SAM-II/V qui nous aménent a
proposer un nouveau consensus « universel » qui inclut des éléments structuraux jamais remarqués
auparavant pour les familles de ce clan. Bien que ce chapitre confirme I'existence de plusieurs de ces
nouveaux membres par des études in vitro et des études in vivo, grace au plasmide congu et décrit
dans le chapitre 3, le réle des nouveaux éléments structurels présent chez ces membres n’a pas été
élucidé. Il est probable que cette diversité de structures secondaires contribue au raffinement de I'affinité

ou des mécanismes de switch des riboswitchs pour la régulation des génes an aval.

Le chapitre 7, qui est la derniére étude incluse dans ce mémoire, explore ces éléments structurels par
la caractérisation plus approfondie du riboswitch SAM en amont du géne metK, un riboswitch modeéle
parmi les nouveaux membres découverts dans la deuxieme étude (Chapitre 5). Ce riboswitch contient
les deux éléments structurels caractéristiques de ce groupe de nouveaux membres du riboswitch SAM-
[I/V, soit une apparente tige compétitrice et une petite tige accessoire. Pour comprendre I'impact de ces
deux éléments structurels sur le fonctionnement de I'aptamére de ce riboswitch, une série de mutants
visant a déstabiliser ou a renforcer ces éléments structurels sont testés pour leur affinité pour SAM in

vitro ainsi que pour leur changement de capacité a réguler in vivo.

7.1 Introduction

Comme le riboswitch SAM en amont du géne metK semble étre une nouvelle variante des riboswitchs
SAM-II, on a voulu I'étudier plus en profondeur pour valider sa structure. Pour décortiquer la nature de
la relation entre différents éléments structurels présents dans la structure liée et non-liée, on visait a
confirmer I'existence d’une de ces structures non-liées, que I'on présumait étre en compétition avec

'aptamére.

Basé sur la théorie que le domaine aptamére d’un riboswitch est dynamique et transitionnel dans une
plage de structures intermédiaires (Cruz & Westhof, 2009; Savinov et al., 2014), une série de mutants,
ayant pour but d’affaiblir ou de renforcer une des structures hypothétiques non-liées, ont été testés pour
leur affinité avec SAM par la technique d’in-line probing. En visant & moduler les structures
hypothétiques des mutants on obtiendrait des indices par rapport a 'importance de I'’élément structural
ciblé par chaque mutant, c’est-a-dire sa contribution a la liaison de SAM et au bon repliement de
laptamére. L’aptamére de cette nouvelle version du riboswitch SAM présente deux éléments

caractéristiques, soit une tige principale d’'une plus grande taille que d’habitude (environ 9 pb en



conformation liée et présumément de 14 pb en conformation non-li€e ou alternative), la grande tige P1;
ainsi qu’une tige accessoire, la petite tige P2, absente dans les riboswitchs SAM rapportés a date. Nos
études mutationnelles ciblaient ces deux éléments. De plus, en conformation liée notre riboswitch

semble avoir deux pseudo-nceuds qui sont présents : PK-1 et PK-2.

L’hypothése qu’on teste est que deux structures compétitionnent entre elles de maniére a déterminer la
capacité du riboswitch de réguler I'expression génique—soit la structure non-liée qui inclurait la tige
gu’'on a appelé « alternative », et la structure liée, 'aptamére, qui est stabilisé par les deux pseudo-
noeuds.-A notre surprise, nos résultats indiquent que la structure alternative ne compétitionne pas (ou
peu) avec la structure liée, mais contribue plutét a la liaison de son ligand SAM. Cette caractéristique
d’une structure de 'aptamere non-liée révéle des indices sur les déterminants structuraux essentiels au

mécanisme d’action des riboswitchs.

7.2 Matériels et méthodes

7.2.1 Amplification de PADN et construction de plasmides

Les construits pour les essais de in-line probing ont été produit tel que décrit dans le chapitre 5 en
utilisant les oligonucléotides rapportés dans le tableau 7.1. La construction des plasmides a été effectué
par la méthode de 'assemblage par Gibson tel que décrit dans le chapitre 3. Les inserts, le vecteur de

clonage, ainsi que les plasmides construits sont énumérés dans le tableau 7.1 et 7.2 avec les détails

de clonage.
Tableau 7.1 Liste des oligonucléotides utilisés pour ce chapitre
Construit Nom de Séquence 5’-3'12 Gabarit pour PCR et

Poligonucléotide combinaison
d’oligonucléotides

Parties pour essais de in-line probing

WT BS018-F taatacgactcactataggctataatacgggcttc PCR: BS018-
BS019 F ggcgacgctttagcggat F/BS019_R/(gDNA
B.thailandensis E264)
inactive JP216_MA4-F(c- taatacgactcactataggctataatacgggcttcgccgagAtaactgacaTc | PCR: JP216_M4-F(c-
alt) ttgcggggcgaagecggeg alt)/BS019_R/(gDNA
B.thailandensis E264).
P2 dis. JP213-M1-R gctataatacgggcttcgccgagttaactgacaacttgcggggcgaagecgg | BS018-F/JP213-M1-

cggCGgctacgagegeccacggegcaggaaatccgetaaagegtcgee | R/(PCR WT)

P2 res. JP214-M2-R gctataatacgggcttcgccgagttaactgacaacttgcggggcgaagecgg | BS018-F/JP214-M2-
cggCGgctacgagcCGcecacggcgcaggaaatcegetaaagegtegee | R/(PCR WT)

56



AP2(55...6
9)

VK026_M28-F gctataatacgggcttcgccgagttaactgacaacttgcggggcgaagcecgg
cgcacggcgcaggaaatccgctaaagegtegec
VK027-M28-R ggcgacgctttagcggatttcctgecgecgtgegecggcttcgecccgcaagtt

gtcagttaa

PCR par assemblage:
VK026_M28-F/VK027-
M28-R

P1 dis.1. JP219 MA4(d)-F gctataatacgggcttcgccgagttaactgacaTcttgcggggcgaagecgg | PCR: JP219_M4(d)-F/
cgggcgctacgagcgcccacggcgcaggaaatccgctaaagegtcgec BS019 R/(PCR WT)
P1 dis.2. VK022_M26-F gctataatacgggcttcgccgagttaactgacaTAttgcggggcgaagecg PCR par assemblage:
gcgggcgcetacgagcgcccacggegcaggaaatccgctaaaAAgicgee | VK022_M26-
VK023.2_M26-R ggcgacT Ttttagcggatttcctgegeegtgggegetegtagegeececgeegg | F/VK023.2_M26-R
cttcgccccgcaaTAtg
P1 bulge JP224 _M8(d)-F gctataatacgggcttcgccgagttaactgacaacttgGCgggcegaagecg | PCR: JP224 _M8(d)-

gcgggcegctacgagegeccacggegcaggaaatcGCctaaagegtcgec

JP225_M8(d)-R

ggcgacgctttagGCgatttcctgcgeegtggge

F/JP225_M8(d)-R/(PCR
WT)

Parties pour les clonages

Insert P2 VK146_F acgctctgtgacaattcgagaaagccgctataatacgggctt PCR: VK146_F/

dis. VK147_R/(PCR P2 dis.)
VK147_R cgtagccagcttccagaggcccgaagtggcgacgctttag

Insert P2 - -- PCR: VK146_F/

res. VK147 _R/(PCR P2 res.)

Insert - -- PCR: VK146_F/

AP2(55...6 VK147_R/(PCR

9) AP2(55...69))

Insert P1 VK148_R cgtagccagcttccagaggcccgaagtggcgactttttage PCR: VK146_F/

dis.2. VK148 R/(PCR P1 dis.2.)

Insert P1 - -- PCR: VK146_F/

bulge VK147 _R/(PCR P1 bulge)

1Les bases mutés sont en majuscule.
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Tableau 7.2 Liste des plasmides utilisées pour ce chapitre

Plasmide Description Source Procédure de clonage
pP1.0 Vecteur de Chapitre 3 | n/a
clonage pour les
mutants
p180222-3-3 (pP1.2) Construit WT Chapitre 3 | n/a
P16 1 Construit Chapitre 5 | n/a
inactive
P14 3 Construit P2 dis. | Ce Assemblage par Gibson du vecteur pP1.0 digéré avec
chapitre Eco53KI et avec le produit PCR Insert P2 dis.
P15 1 Construit P2 res. | Ce Assemblage par Gibson du vecteur pP1.0 digéré avec
chapitre Eco53KI et avec le produit PCR Insert P2 res.
P13 1 Construit Ce Assemblage par Gibson du vecteur pP1.0 digéré avec
AP2(55...69) chapitre Eco53KI et avec le produit PCR Insert AP2(55...69)
P1.7_3 Construit P1 Ce Assemblage par Gibson du vecteur pP1.0 digéré avec
dis.2. chapitre Eco53KI et avec le produit PCR Insert P1 dis.2.
P18 1 Construit P1 Ce Assemblage par Gibson du vecteur pP1.0 digéré avec
bulge chapitre Eco53KI et avec le produit PCR Insert P1 bulge.
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7.2.2 Souches bactériennes et transformations

Toutes les transformations ont été faites comme décrit dans le chapitre 3. La liste des souches utilisés

pour ce chapitre sont énumérées dans le tableau 7.3.

Tableau 7.3 Liste des souches utilisées pour ce chapitre

Souche

Catalogue du laboratoire

Description

Source

E. coli DH5a (Chen et al., 2018),
2018)

B1A4

Utilisé pour la transformation

de plasmides

NCBI:txid668369

E. coli SM10Apir (Simon et al.,
1983)

B1A5

Utilisé pour la conjugaison
des plasmides avec la souche
Burkholderia sp. strain E264.

BCCM: LMBP 3889

B. thailandensis E264 (Kim et al.,
2005)

B1A7

Utilisé pour la conjugaison
des plasmides intégratifs.

NCBI:txid271848

B. thailandensis E264/metK IGR

B1ES8; p180222-3-3/pP1.2

Souche pour les essais de

luminescence

Chapitre 3

B. thailandensis E264/metK mut.

B3G9; pP1.6-1-1-2

Souche pour les essais de

luminescence

Chapitre 5

E. coli DH5a/P2 dis.

B3B5; P1.4_1

Souche transformée pour
I'extraction des plasmides

séguencees.

Ce chapitre

E. coli DH50/P2 res.

B3A6 ;P15 1

Souche transformée pour
'extraction des plasmides

séguenceées.

Ce chapitre

E. coli DH5a/AP2(55...69).

B1GS8; P1.3_1

Souche transformée pour
'extraction des plasmides

séquenceées.

Ce chapitre

E. coli DH50/P1 dis.2.

B3B7;P1.4_3

Souche transformée pour
'extraction des plasmides

séquencées.

Ce chapitre

E. coli DH5a/P1 bulge

B1H5; P1.8 1

Souche transformée pour
I'extraction des plasmides

séguenceées.

Ce chapitre
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. coli SM10Apir/P2 dis.

B4A2; P1.4-3-2

Souche pour la conjugaison
d'un plasmide séquencée
avec la souche Burkholderia
sp. strain E264.

Ce chapitre

. coli SM10Apir/P2 res.

B3C4,; P1.5-1-1

Souche pour la conjugaison
d'un plasmide séquencée
avec la souche Burkholderia
sp. strain E264.

Ce chapitre

. coli SM10Apir/AP2(55...69).

B3C2; P1.3-1-1

Souche pour la conjugaison
d'un plasmide séquencée
avec la souche Burkholderia
sp. strain E264.

Ce chapitre

. coli SM10Apir/P1 dis.2.

B4A2; P1.4-3-2

Souche pour la conjugaison
d'un plasmide séquencée
avec la souche Burkholderia
sp. strain E264.

Ce chapitre

. coli SM10Apir/P1 bulge

B3D1,; P1.8-1-1

Souche pour la conjugaison
d'un plasmide séquencée
avec la souche Burkholderia
sp. strain E264.

Ce chapitre

B. thailandensis E264/P2 dis.

B4A9; P1.4-3-2-3

Souche pour

luminescence

les

essais

de

Ce chapitre

B. thailandensis E264/P2 res.

B3G7; P1.5-1-1-3

Souche pour

luminescence

les

essais

de

Ce chapitre

B. thailandensis
E264/AP2(55...69).

B3G2; P1.3-1-1-1

Souche pour

luminescence

es

essais

de

Ce chapitre

B. thailandensis E264/P1 dis.2.

B4A9; P1.4-3-2-3

Souche pour

luminescence

les

essais

de

Ce chapitre

B. thailandensis E264/P1 bulge

B3H7 ; P1.8-1-1-3

Souche pour

luminescence

les

essais

de

Ce chapitre
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7.2.3 Essais in-line et essais in vivo de luminescence

Les essais in line, les essais in vivo, ainsi que I'analyse des données ont été effectués tel que décrit

dans le chapitre 5.

7.3 Résultats et discussion

Les mutants du riboswitch ont été congus pour favoriser I'équilibre vers une structure a la fois (soit la
tige alternative prolongeant P1, soit les pseudo-nceuds de la structure de I'aptamére), pour améliorer
ou réduire I'affinité pour SAM tout en faisant attention a ne pas affecter la pochette de liaison. Les
structures des mutants correspondants sont présentées dans la Figure 7.1. Nos résultats sur la
contribution des différents éléments structuraux a la stabilité thermodynamique estimée, a 'affinité pour
le ligand in vitro ainsi qu’au fonctionnement de I'aptamere in vivo sont résumés dans le Tableau 7.4
avec les structures des mutants correspondants dans la Figure 7.1 Ces résultats démontrent que
certains mutants qui visaient a défaire la structure alternative (P17 dis. 1) n’amélioraient pas l'affinité de
'aptamére pour SAM comme attendu, mais augmentait le Kp par plus de 100x (abolissant pratiquement
l'interaction avec SAM), c’est a dire que notre hypothése initiale était infrmée. Un autre mutant, P1
dis.2, qui avait aussi pour but de défaire la tige alternative comme P1 dis.1, semble démontrer une
amélioration d’affinité pour SAM. Ce mutant a été concu pour affecter la structure alternative toute en
assurant la stabilité de I'aptamére, en répliquant la boucle d’un aptamére SAM-V rapporté par Poiata et
al. dans la bactérie marine, Candidatus Pelagibacter (Poiata et al., 2009). Ce mutant concorde donc
mieux avec I'’hypothése de départ, suggérant un modéle de repliement impliquant tout de méme un

certain degré de compétition entre la conformation « aptameére » et la structure alternative.

61



Tableau 7.4 Sommaire de la caractérisation par étude mutationnelle du riboswitch SAM en amont de metK chez

B. thailandensis E264.

Construit | Rationale AG de la| AG de la| AG de la| Kp in | Ratio
structure structure structure vitro d’induction
alternative | alternative | aptamere? | (uM) et | in vivo*
la plus | la plus 95% CI®
probable! | stable

(MFE)*
Contrbles
WT Contréle positif -37.2 -37.2 -81.94 0.336 1.87 £ 0.05
(0.057
a 0.869)
inactive Contrdle négatif -- -- -- >100 0.94 £ 0.03
(tres
large),
inter-
action
non-
significa
tive
Mutants de la petite tige P2
P2 dis. Déstabilisation de | -41.3 -41.3 -71.62 2.329 1.20+0.04
P2 par dissociation (1.829 a
de 2 pb 2.911)
P2 res. Rétablissement de | -33.6 -33.6 -81.94 0.3676 1.26 £ 0.03
P2 complémentaire (0.2075
a P2 dis. a
0.6158)
AP2(55... | Délétion de P2 -25.6 -20.4 -57.38 3.951 1.69+0.21
69) (2.845 a
5.302)
Mutants de la grande tige P1
P1 dis.1. Déstabilisation de la | -41.0 -41.0 -82.54 85.15 Clonage
structure alternative (59.97 échoué
par dissociation de a
1pb 155.1),
interacti
on non-
significa
tive
P1 dis.2. Déstabilisation de la | -35.0 -35.0 -83.75 <0.001 1.26 + 0.08
structure alternative (inconnu
par dissociation de a
1pb 0.1847)
P1 bulge | Renforcement de la | -44.9 -44.9 -80.76 >100 0.99 £ 0.04
structure alternative (tres
par le déplacement large),
de la boucle vers la inter-
base de P1 action
non-
significa
tive
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1La structure la plus probable est considérée comme la structure centroide du cluster le plus statistiquement
probable. Le AG de cette structure et de la structure MFE sont prédits par Sfold/Srna pour des conditions a 37°C
et 1M de NacCl.

2Valeur générée par MC-Fold

SValeurs calculées avec le logiciel GraphPad Prism 8.4.3 a partir des résultats de in-line probing en utilisant

I'équation pour Non-linear regression/specific binding with Hill-slope. Cl est l'intervalle de confiance de 95%.

“4Le ratio d’induction (FI1) est calculé tel que dans l'article du chapitre 3
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Divers mutants de I’aptamére du riboswitch SAM en amont de metK chez B. thailandensis E264.

En (A) les mutants visant a étudier la petite tige de I’aptamére et le mutant du contréle négatif sont représentés et en
(B), les mutant visant a étudier la grande tige P1 sont représentés. Les pseudo-nceuds sont indiqués par PK-1 et PK-

2.
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Pour le mutant P1 bulge, on a essayé de renforcer la structure alternative par le déplacement de la
boucle de la tige principale vers la base de cet tige (Figure 7.2). La courbe de liaison de ce mutant
ressemble plus & deux courbes distinctes, ayant des Kp différents, soit de 0.100 uM pour la population
1 et de >100 puM pour la population 2 (Figure 7.3). Puisque ce résultat et d’autres résultats in vitro
d’autres mutants mentionnés dans cette section ne semblent pas tous concorder avec I'hypothése que
la structure alternative compétitionnerait avec I'aptamére, on croit que la structure alternative serait un
précurseur important pour la voie de repliement vers la structure de I'aptamére. Ceci supporte la
spéculation que les deux courbes apparentes seraient dues a I'existence de deux populations de
conformations dont une est d’une structure alternative transitoire qui puisse se replier correctement en
structure aptameére pour lier SAM (population 1) et une autre qui est une structure alternative renforcée
ou métastable, incapable de transitionner en aptamére (population 2), causant une baisse importante
d’affinité (c’est-a-dire un Kp trés élevé, voire une absence d’interaction). L'alignement des boucles de la
structure alternative, qui ressemblerait a la structure de la population 1, permet une voie directe pour la
transition au bon repliement pour la liaison de SAM. Pour la population 2, qui aurait une boucle
déplacée, il est possible que les interactions du pseudo-nceud PK-2 ne puissent plus avoir lieu et il y

aurait alors une perte de bon repliement.
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Figure 7.2 Restructuration du mutant P1 bulge

Les bases noires encadrées de la population 1 sont les bases originales de la structure WT, tandis que les bases

bleues encadrées sont les mutations congues pour le déplacement du bulge de la tige P1.
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Figure 7.3 Courbe de Kp générée a partir d’'une expérience de in line probing pour le mutant P1 bulge.

L’allure des points suggére une possibilité de I'existence de 2 populations structurales, chacune avec une affinité
pour SAM différente.

L'étude in silico par rapport a la thermostabilité des différents mutants en conformation liée et non-liée
a été faite en utilisant Sfold pour les structures non-liées transitoires et/ou métastables et MC-Fold pour
les structures liées, soit les aptaméres. Ces résultats combinés avec les résultats in vitro sont combinés
dans la Figure 7.4 qui démontre la distribution des construits selon leurs rangs relatifs en thermostabilité

et en affinité pour SAM, ainsi que leur population statistique.
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Figure 7.4 Distribution des structures des mutants et du WT selon leur population statistique, leur stabilité

thermodynamique, et de leur affinité pour SAM.
Pour conclure sur la partie in silico et in vitro, mes résultats suggérent que notre riboswitch et peut-étre
d’autres structures d’ARN régulateurs ont évolué sous I'effet d’'un réseau d’interactions (dans un méme
ARN) de type protagoniste et antagoniste ce qui permettrait d’ajuster leur capacité de réguler et/ou
d’avoir un processus de repliement (folding pathway) plus robuste. Les interactions protagonistes sont
celles qui promouvoient le bon repliement de I'aptamére ou le bon repliement des structures non-liées
transitoires et les interactions antagonistes sont celles qui promouvoient le repliement des structures
métastables qui ne permettent pas la formation de I'aptameére. Le bilan de toutes ces structures pour un
riboswitch donné est ce qui lui attribue son empreinte unique de régulation. Une représentation de ce
réseau est présentée dans la Figure 7.5. Dans une étude ultérieure, il a été démontré in vitro qu'un
riboswitch SAM Il transitionne de 'ARN non replié (quelques secondes), a de 'ARN qui change
rapidement entre une structure tige-boucle et une structure pseudo-nceud (Haller et al., 2011). Il est
suggéré que la liaison du ligand au riboswitch SAM-Il se produit par un processus de sélection
conformationnel, ou un ensemble de structures est échantillonné pour permettre la reconnaissance du

ligand (Chen et al., 2012; Haller et al., 2011).
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() Structures non-liées transitoires

‘ Structure metastables Structures liées

Figure 7.5 Représentation d’un réseau d’intra/interaction de la distribution de la stabilité des structures d’ARN
régulateurs pour une séquence donnée.

Chaque creux représente une structure thermodynamiquement stable et la surface plane représente I'état
thermodynamique instable des structures d’ARN en transition. Les fléeches représentent le sens des transitions
structurelles hypothétiques. Le « creux » de la structure liée serait théoriquement rendu encore plus profond suite a
la liaison de SAM qui stabiliserait cette conformation. Cette image crée avec I'aide du logiciel Maya de Autodesk vise
a donner un exemple et n’est pas une quantitative de la distribution des stabilités des différentes structures d’ARN.

De plus, 'impact des mutations a été évalué in vivo en adaptant le plasmide pVK-f-lux pour I'étude des
séquences IGR mutants de metK (Tableau 7.1). Dans les conditions testées—milieu de préculture de
LB, milieu d’expression de 0.5X M9-MM, les antibiotiques comme précisé dans I'article du chapitre 5,
et une concentration de méthionine de soit 0 ou de 0.1 mM—tous les mutants semblaient perdre
complétement ou en partie leur fonction de régulateur, sauf celui du mutant AP2(565...69), qui avait une
FI proche de 2 comme le WT. Les mutants inactive et P1 bulge ont perdu leur fonction régulatrice
complétement tandis que P2 dis., P2 res. et P1 dis.2 ont gardé partiellement leur capacité de réguler
(FI~1.2). La luminescence maximale pour tous les construits a été atteinte au milieu de la phase
exponentielle. Les résultats in vivo démontrent que la tige accessoire n’est pas nécessaire pour
'obtention d’'une fonction régulatrice du riboswitch SAM et que possiblement c’est une structure qui
permettrait de raffiner le repliement du riboswitch. Possiblement, cette tige aurait un effet sur la
dynamique soit en raffinant la vitesse de repliement de I'aptameére, des structures non-liées transitoires,
ou des structures métastables, ou encore tout simplement la probabilité de se replier correctement, tout
¢a pour assurer une réponse optimale régulatrice de ce riboswitch dans le contexte dans lequel se
retrouve la bactérie. Comme les résultats in vitro ne prenaient en compte que la partie aptameére du
riboswitch, il est possible que les mutations aient affecté le repliement de la plateforme d’expression in
vivo et dans ce cas il serait difficile de tirer des conclusions sur I'impact de ces mutants sur le niveau de
régulation. D’ailleurs, au-dela d’'un FI semblable, nous avons noté une expression diminuée de moitié
pour le mutant avec la tige P2 délétée, suggérant que la plateforme d’expression a été affectée, méme

si 'aptamére ne l'avait pas, ou peu, été. Aussi, il se peut que les conditions de l'essai in vivo ne
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permettent pas d’atteindre des niveaux suffisamment bas de méthionine et de SAM pour observer une
modulation de I'expression. Il a été démontré dans I'article du chapitre 5 que les plus grands Fl ont été
achevés lorsque tous les milieux de culture de I'essai, incluant le milieu de préculture et le milieu

d’expression, ne contenaient pas de souffre ajouté (0.5X M9-MM-S).
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9 DISCUSSION GENERALE ET CONCLUSION

9.1 Caractérisation de pVK-f-lux comme outil pour I'étude des séquences
intergéniques

Un plasmide modulaire, pVK-f-lux, pour I'étude des IGR a été concu avec les caractéristiques suivantes:

e Deux sites de clonages multiples (MCS) : un a chaque extrémité (5’ et 3’) de la région du
promoteur, ainsi qu’un site RE de type IIS qui coupe a l'extérieure de la séquence de
reconnaissance de I'enzyme de restriction Aarl permettant une fusion traductionnelle des
riboswitchs et d’autres types d’ARN régulateurs.

o Possibilité d'utiliser les régions MCS comme des régions standards de chevauchement pour le
clonage de type Gibson, permettant de facilement échanger les différents promoteurs et
éléments d’ARN régulateurs.

e Une construction de base comprenant le promoteur constitutif, P1, le riboswitch fluor de P.
syringae et la cassette luxXCDABE, qui comprends les génes nécessaires pour produire la
luciférase avec une expression réduite, mais inductible, pour réduire la toxicité potentielle de

promoteurs forts.

Les caractéristigues de pVK-f-lux rendent cet outil moléculaire novateur pour le clonage en fusion
traductionnelle et pour l'utilisation des promoteurs forts et/ou non-inductibles dans un contexte
inductible. Ce plasmide permet de remédier, jusqu’a certaines limites, a la toxicité possible causée par
la surexpression du gene rapporteur en régulant le niveau d’expression de ce dernier via le riboswitch
fluor. Dans nos études, le riboswitch fluor a permis la détection du clonage réussi du promoteur
constitutif P1, mais pas celui du Ps7 indiquant qu’un riboswitch avec un plus grand pouvoir répressif
serait nécessaire. On a aussi confirmé que l'utilisation du fluor jusqu’a des concentrations de 15 mM
permettait quand méme la transformation des cellules d’E. coli compétents, bien qu’avec des
rendements inférieurs. Ce résultat suggére qu'’il y a une possibilité de réguler 'expression de génes de
constructions synthétique sans utiliser de promoteurs inductibles et ceci méme en état de stress comme

en présence de concentrations de fluor.

En explorant la possibilité d’utiliser le riboswitch fluor comme un élément tampon pour le clonage des
promoteurs forts, on a découvert une limite importante relié a la portabilité de ce riboswitch a travers les
différents hotes bactériens. Nous avons observé une inversion de régulation d’'une espéce a 'autre—
notamment le riboswitch fluor, provenant de B. thailandensis E264, cause une surexpression du géne
dans I'organisme hote en présence de fluor (tel qu’attendu), mais une répression dans les mémes
conditions dans E. coli DH5alpha et SM10Apir. A notre connaissance, c’est la premiére fois qu’une telle

inversion de régulation est rapportée. Plus d’études sont nécessaires pour comprendre la cause de ce
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phénoméne, mais comme l'effet de la régulation par le fluor est présent chez les deux espéces, on
pense que ce serait lié a un repliement différent de la plateforme d’expression d’'une espéce a l'autre,
causé soit par des différences de conditions chimiques a l'intérieur des cellules ou par des différences

dans la cinétique des enzymes participant a la transcription.

Chez les bactéries, la polymérase d’ARN (RNAP) est constituée de cing sous-unités qui généralement
sont conservées a travers les bactéries, mais dont une, la sous-unité o aussi nommé facteur sigma,
permettant & la RNAP de reconnaitre le promoteur (Parker, 2001) peut varier d’une espéce a l'autre. Il
est connu qu’une espéce bactérienne peut contenir méme plusieurs différents facteurs sigma qui
reconnaissent différentes séquences appartenant aux promoteurs. La vitesse de transcription des
RNAP procaryotes est en moyenne autour de 50 nts/seconde, mais varie selon I'occurrence de sites de
pauses (Parker, 2001). Les sites de pauses des RNAP ont été démontrés comme étant des points
critiques pour la régulation par les riboswitchs, incluant pour le riboswitch de thiamine pyrophosphate
(Chauvier et al., 2017; Uhm et al., 2018) et pour le riboswitch FMN (Wickiser et al., 2005). Les sites de
pause ont été auparavant étudiés chez E. coli (Gabizon et al., 2018; Larson et al., 2014), mais pas chez
Burkholderia, au meilleur de nos connaissances, donc il est difficile d’estimer 'ampleur des différences
cinétiques de RNAP entre ces especes. En théorie, si la reconnaissance pour les sites de pauses varie
entre les RNAP de différentes espéces il est possible que la position de ces sites joue un réle important
dans le repliement de 'ARN au fur et a mesure qu’il est transcrit. Dépendamment de la conformation,

une méme séquence d’ARN régulateur, en théorie, pourrait avoir un mécanisme de régulation différent.

9.2 Etude des riboswitchs SAM chez B. thailandensis E264

A la suite de la confirmation de I'affinité pour SAM de plus de cing aptaméres des riboswitchs tirés chez
diverses bactéries, trois instances de riboswitches SAM chez B. thailandensis E264 ayant toutes des
structures différentes ont été étudiées plus en détail dans le but d'élucider leurs roles dans le

métabolisme de SAM.

Pour I'étude in vivo avec un géne rapporteur en bactérie, en temps réel, ces trois instances de
riboswitchs SAM chez B. thailandensis E264—soit en amont des génes metK, metX, et metZ— on a
exploité le site de RE de type IIS, ainsi que I'autoinductibilité de I'opéron lux de pVK-f-lux qui contient
tous les genes d’enzymes nécessaires pour la production de la luciférase sans rajout des métabolites
exogenes. Il est primordial pour I'étude des ARN régulateurs de conserver I'environnement structural
en acides nucléiques tel que retrouvé dans I'héte original. Souvent des construits créés a partir des
plasmides non-adaptés pour le clonage en fusion traductionnel contiennent soit des bouts de séquences
non-essentiels a 'expérience, ou des séquences omise du géne rapporteur da a l'utilisation d’un site de

restriction coupé. Notre plasmide pVK-f-lux est concu pour le clonage en fusion traductionnelle
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directement a partir du premier codon du premier géne de I'opéron lux ce qui permet non seulement de
diminuer les chances d'un mauvais repliement des riboswitchs lors de la transcription/traduction

simultanée, mais aussi de diminuer des effets artéfactuels causés par des assemblages non-idéaux.

On a découvert des dynamigues de régulation différentes pour chaque occurrence du riboswitch SAM
chez B. thailandensis E264, indiquant I'importance des riboswitchs dans la synchronisation de la
régulation a voies multiples pour la synthese de ce métabolite et de la méthionine. On n’a pas réussi a
atteindre une concentration de SAM suffisamment basse pour observer une régulation claire du
riboswitch en amont de metZ probablement parce que méme dans les conditions trés limitantes
imposées a la bactérie, cette derniére conserve un niveau de SAM, nécessaire pour sa survie, qui serait

possiblement au-dessus des concentrations maximales pour que le riboswitch soit en conformation ON.

Pour mieux caractériser ce riboswitch, une stratégie potentielle pourrait étre I'utilisation des lysats
cellulaires pour exprimer des fusions de riboswitch et génes rapporteurs, a la place des bactéries
vivantes, dans un systeme in vitro de transcription/traduction. Ceci permettrait aussi de découpler les
effets métaboliques de la production de SAM de I'effet de la régulation du riboswitch. Toutefois, comme
démontré dans le chapitre 2, la portabilité des riboswitchs a travers les organismes n’est pas garantie,
donc un lysat cellulaire provenant de B. thailandensis serait idéal. Comme les lysats cellulaires ont été
préparés avec succes pour I'étude des organismes eucaryotes et procaryotes, incluant des organismes
modeles tel que Escherichia coli, Vibrio natriegens et Bacillus subtilis (Tinafar et al., 2019), mais aussi
des organismes non-modéles tel que Bacillus megaterium (Moore et al., 2018), Streptomyces lividans
(Li et al., 2017), et d’autres, il serait probable d’optimiser un protocole pour I'obtention d'un lysat
provenant de B. thailandensis. |l faudrait cependant remédier au probléme initial, soit baisser le niveau
de SAM dans la réaction. Ceci pourrait étre achevé soit par la purification des composantes du systéme,
soit en introduisant dans la réaction une quantit¢é d’ADN optimal d’'un aptamére SAM en aval d’'un
promoteur, par exemple une de nos constructions d’aptaméres SAM confirmés dans I'article du chapitre
5. De cette maniére I'excés de ce métabolite sera lié en solution et ne se liera pas au riboswitch SAM

dans le circuit du gene rapporteur utilisé.

L’élimination de toutes fonctions métaboliques a part la transcription et la traduction, lors de I'étude des
riboswitchs SAM, permettrait aussi possiblement de supporter la régulation de type gradateur. Une des
limites des expériences de in-line probing est qu’elles sont réalisées « a I'équilibre » durant 40 h et le
plus souvent avec la partie aptamere seulement. Elles ne sont donc pas tout-a-fait représentatives de
la modulation de I'expression. Cette limite ne sera plus pertinente dans les expériences utilisant les
lysats cellulaires car les expériences seront faites a des échelles de temps similaires et avec les

constructions représentant les riboswitchs complets, et non pas seulement la partie aptamere.
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9.3 Conclusion

Nos études nous ont permis de mettre en place une stratégie de clonage en utilisant pVK-f-lux pour la
construction modulaire des promoteurs et des éléments régulateurs d’ARN ainsi que pour le clonage
des promoteurs forts, lorsque la toxicité de la surexpression du géne rapporteur peut affecter le succés
du clonage. De plus on a utilisé ce plasmide pour confirmer la régulation in vivo de trois versions du
riboswitch SAM chez B. thailandensis E264 et pour I'étude mutationnelle de la structure du riboswitch

metK pour complémenter nos résultats de in-line probing.

Nos études ont permis d’approfondir certaines de nos connaissances sur le riboswitch SAM, et de
confirmer I'importance de la structure alternative pour la formation du pseudo-nceud, mais des questions

importantes restent a explorer dans le domaine. Parmi celle-ci :

o Comment un ligand est reconnu par un riboswitch—est-ce le ligand qui induit le changement de
conformation, ou est-ce le ligand qui fige une conformation transitoire qui est capable de le lier,
ou serait-il un mélange des deux effets?

o Est-ce que c'est la vitesse de formation des structures ou la stabilité thermodynamique des
structures qui orchestre le changement structural du switch?

e Comment les autres processus cellulaires affectent la formation et donc le fonctionnement du
riboswitch?

e Comment différentes plateformes d’expression évoluent-elles pour des aptameéres identiques?

Les réponses a ces questions aideront non-seulement & comprendre certains des fondements de
'évolution de la régulation et des ARNnc, mais pourraient aussi ouvrir la voie aux progrés pour
l'utilisation efficace des riboswitchs en tant qu’outils pour de nouveaux systémes en biologie

synthétique.
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Table S1. List of oligonucleotides used in this study.

Part name?

Oligonucleotide

name

Sequence 5°-3’23

PCR
oligonucleotides
and template

Backbone used for
cloning this part and
other necessary

parts*

Aarl restriction

site deletion in mini-CTX-lux

luxC Aarl | VK45_F AACGAAGCAGGTGAGGAGCCCACCTGCGTGACTA | PCR (170322 3. | mini-CTX-lux digested
deletion AAAAAATTTCATTCATTATTAACGG luxC  tube  3): [ with Xcml/Swal (with
VK45 F/VK77_R/( | Swal fragment and

VK77_R CGACGTGATGAAGGTACACACATCTGCCAAGTGG Mini-CTX-Iux) Ps; + RBS strategy 1)
TTGATTAAATTCCACACCCGCATTTG or Mini-CTX-lux

digested with

BsaAl/Swall (with

Swal fragment and

Ps7 + RBS strategy 2)

Swal VK43 F GGCAGATGTGTGTACCTTCATCACG PCR (170323 | mini-CTX-lux digested
fragment Swal) with Xcml/Swal (with
VK76_R CACCTTTTAATGCTAACGCATCTCGATATTTAAATG VK43_F/VK76_R/( | luxC Aarl deletion and

ATGAC mMini-CTX-lux) Ps7 + RBS strategy 1)

or mini-CTX-lux
digested with
BsaAl/Swal (luxC Aarl
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deletion and Ps7; +
RBS strategy 2)

Backbone for P1 + 5-AGGAGT-3’' RBS

VK145 VK145 AAAGTTACAGGCCAGGAACCACGTACCATGGCCT | gBlock Ppu21il digested
GCAGGAGTACTGCGAATCCTCCGTCGATCCGGGC 180222-3-3 (P1.2)
GGCCGGCGCGATGAGAACAGGGTTGAAGGACTG
CGGAAGGAGCAGCACGATGGACGCTCTGTGACAA
TTCGAGCTCTGGAAGCTGGCTACGTGAACTTCAAC
CGTAACCACAAC

5’ non transcribed + 5’UTR regions

Ps7 + RBS vl | VK47_F GAAATTACCCCCATTAAATGGATGGCAAATACAGG | PCR (170322 | mini-CTX-lux digested
CTTATGTCTATACAGCTAGCC XcmlpMLS7): with Xcml/Swal (with

VK47_FIVK48_R/( | luxC Aarl deletion and
VK48 R CACGCAGGTGGGCTCCTCACCTGCTTCGTTTCTTC OMLS?) Swal fragment)

CTTTAACTTTTCAGTTGGAGC

Psz + RBS v2 | VK068_F CATAATTATGACGAAAGTTACAGGCCAGGAACCAC | PCR (1700203 | mini-CTX-lux digested
GTAGTCAGAATCTG Bs/pM): with BsaAl/Swal (with

VK68_F/VK48_RI/(
Ps7 + RBS strategy
1)

luxC Aarl deletion and

Swal fragment)
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P1 + 5-|VK110_F AAAGTTACAGGCCAGGAACCAC PCR (171201 5| G1C7 digested with
AGGAGT-3 D.): BsaAl/Aarl
RBS v1 VK144 R CCGTTAATAATGAATGAAATTTTTTTAGTCATGCAG VK110_F/VK144_
GTGAGTACTCCTGCAGGC R/(VK112)
P1 + 5-|VK162 F CCATGGCCTGCAGGAGTACTCACCTGCATGACTA | VK162_F + [ 08143-6 digested with
AGGAGT-3 AAAAAATTTCATTCATTATTAACGG VK163 R Scal/Aarl
RBS v2
VK163 _R CCGTTAATAATGAATGAAATTTTTTTAGTCATGCAG
GTGAGTACTCCTGCAGGCCATGG
P1 + B. thai F | VK112 AAAGTTACAGGCCAGGAACCACGTAGTCAGAATCT | gBlock G1C7 digested with
RS GATTTTCTATATATTTGTTATTTACATCGTCATAACA BsaAl/Aarl

CAAAAATATAAGAAGCAAGTGTTGGTACGACCAGT
TCGCAAGATAGTTAAACAGCAACTTAAGTTGAAAT
TACCCCCATTAAATGGATGGCAAATACCAGGTCCT
AGGGAGCTCGAATTCACGAACCCAGTTGACATAA
GCCTGTTCGGTTCGTAAACTGTAATGCAAGTAGCG
TATGCGCTCACGCAACTGGTCCAGAACCTTGACC
GAACGCAGCGGTGGTAACGGCGCAGTGGCGGTT
TTCATGGCTTGTTATGACTGTTTTTTTGTACAGTCT
ATGCCTCGGGCATCCAAGCAGCAAGCGCGTTACG
CCGTGGGTCGATGTTTGATGTTATGGAGCAGCAA
CGATGTTACGCAGCAGGGCAGTCGCCCTAAAACA
AAGTTAGGCAGCCGTTGTGCTGGTGCTTTCTGATA
GTTGTTGTGGGGTAGGCAGTCAGAGCTCGATTTG
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CTTGTCGCCATAATAGATTCACAAGAAGGATTCGA
CCCGGGCCATGGCCTGCAGGAGTACTCGCCCGG
CATCGCGTACAATCCGCGGCTACCGGAGATGGCA
TGCCTCCGTACAACCGCCGGCGAGCCGGCTGATG
ATGCCTACGCGTTCCTGGGTGCAGGAGGTCGTAG
GCCATCCGTGACAAGCGGCGTCCTGCCGCCCAG
GTTTGATGTCCTGTCGAATCTGGAAATTCATGAAA
CGTCTGCACACTCTCGAGCCCGTCGCGGCGCTCG
CGCATCTGTGCCGCTGGCTCGCGCTGTCGGCCGT
CGTCGGCGTGCTCGCCGGCTCGGCATCCGCGCT
CTTTCTGCGGGCGCTCGATCTCGCCACCGGCACG
CGCGTCGCGCATCCGTGGCTGCTGTGGCTGCTGC
CCGCAGCGGGCTTCACCTGCATGACTAAAAAAATT
TCATTCATTATTAACGG

B. thai metK | VK149 F CGCTCTGTGACAATTCGAGAAAGCCGCTATAATAC | VK149 F P1.0 (pPVK145)
promoter + 5'- GGGCTTCCTCTGGAAGCTGGCTACG +VK150_R digested with Eco53KI
AGGAGC-3’
RBS® VK150 _R CGTAGCCAGCTTCCAGAGGAAGCCCGTATTATAG
CGGCTTTCTCGAATTGTCACAGAGCG
metk IGR— | VK126 _F AAAGTTACAGGCCAGGAACCACGTACCATGGCCT | (PCR : 20171023 | G1C7 digested with
from B. thai GCAGGAGTACTGCGAATCCTCCGTC PCR tube 2): | BsaAl/Aarl
VK126_F/VK109_
VK109 R CTGGCCGTTAATAATGAATGAAATTTTTTTAGTATA | pyooNa  Bthai
ATCGTTTGCCACGTTC £264)
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5’ non transcribed region

P1 integron | VK164 _p4.6_F CCCATTAAATGGATGGCAAATACCAGGTCCTAGG | PCR (180724 P4.6 | 08143-6 digested with
promoter GAGCTCGAATTCACGAACCCAGTTG A): Csil/Ncol
VK164 _p4.6_F/VK
VK165 p4.6_R | AGTACTCCTGCAGGCCATGGCCCGGGTCGAATCC 165_p4.6_R/((VK1
TTc 12 gBlock)
P1 integron | VK110 _F AAAGTTACAGGCCAGGAACCAC PCR (180724 P0.2 | G1C7 digested with
promoter—no C): BsaAl/Aarl
additional VK175_R CCGTTAATAATGAATGAAATTTTTTTAGTCATGCAG | ¢ 10_FVK175_
RBS GTGAGTACTGCAGCTGCCATGGCCCGGG R/(VK112 gBlock)
Ps7 promoter | VK158 _p4.2_F CCCATTAAATGGATGGCAAATACCAGGTCCTAGG | PCR (180724 P4.2 | 08143-6 digested with
GAGCTCACAGGCTTATGTCTATACAG A): Csil/Ncol or P4.1 1
VK158 p4.2_F/VK | digested with
VK159 p4.2_ R | AGTACTCCTGCAGGCCATGGGTTTCTTCCTTTAAC 159 pa.2 Ri(plas | Csil/Ncol

TTTTCAGTTG

mid pMLS7)

5 UTR

P.syrFRS

VK151 (P4.1)

CCATGGCCTGCAGGAGTACTTTTGGACAGACCTA
GCTAAGATCGGCGCATTGGAGATGGCATTCCTCC
ATTAACAAACCGCTGCGCCCGTAGCAGCTGATGA
TGCCTACAGAAACCTGATCAAACCAGGTCTGTAGG
CGTTCGCGCTTAGAATCCCTTCTTTGGTCAGGCCC
ACTTATTTTTTGTGGCTGGCCAAATGTCTAAATTTC

gBlock

08143-6 digested with
Scal/Aarl
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GACGACCTGAACAACTCGACTTACTGCCCTATATA
GCGAAATGGCTTGCGCTTGCTGGTCTTGTAGCTCT
TTTGGCAGGCTCTGCTTCTGCGTTATTCCTGCTTT
CTTTGGATCATGCCACCCAGTGGCGAGAAACCCA
TCCCTGGGTAATCTGGCTCCTGCCAGTGGCCGGC
TTTGTCACCTGCATGACTAAAAAAATTTCATTCATT
ATTAACGG

metX  SAM [ VK169 F CCATGGCCTGCAGGAGTACTCGGCGATGCTCGGA | PCR (180724 P2.2 | 08143-6 digested with
RS—from B. AAG H): Scal/Aarl
thai VK169_F/VK171_
VK171_R CCGTTAATAATGAATGAAATTTTTTTAGTCATGCCG RI(QDNA B. thai
ATCGATTCCATTCG E264)
E. coli thiM | VK194_F CCATGGCCTGCAGGAGTACTCCTCTGCGATTTATC | PCR  (16.190105 | 08143-6 digested with
TPP ATCG P5.1 A): | Scal/Aarl
riboswitch VK194 F/VK209
VK209_R CCGTTAATAATGAATGAAATTTTTTTAGTGATCAGG RI(QDNA E. Coli
TCGACTTGCATAG K12)
B. thai thiC | VK196 _F CCATGGCCTGCAGGAGTACTATCGTGTGCGCTTG | PCR (17.190105 | 08143-6 digested with
RS C P5.2 D) Scal/Aarl
VK196 _F/VK210_
VK210 _R CCGTTAATAATGAATGAAATTTTTTTAGTGATGGGG

TTGGCGTTCATG

R/(gDNA E. Caoali
K12)
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B. thai
miniyKkC RS

VK198_F CCATGGCCTGCAGGAGTACTTACTTCCGCTGCCC
GGGGACG
VK211_R CCGTTAATAATGAATGAAATTTTTTTAGTGATCCAC

AGCCAAGGC

PCR (18.190105
P5.3 A):
VK198 F/VK211_
R/(gDNA B. thai
E264)

08143-6 digested with

Scal/Aarl

P. aeruginosa

RN_0079_PA14

CCATGGCCTGCAGGAGTACTCGCCCCGTCCTAGG

PCR:RN_0079_PA

08143-6 digested with

PA14 yybP-| _rs_fw GGA 14 rs_fw/RN_007 [ Scal/Aarl
ykoY RS 9.1 PAl14 cds_rev
RN_0079.1_PAl | CTGGCCGTTAATAATGAATGAAATTTTTTTAGTTTC /(gDNA p
4 cds_rev CGCGAGGGCAACG aeruginosa PA14)
P. syr FRS + | VK180 _F CCATGGCCTGCAGGAGTCTATATGTAATAATTATA | PCR: 08143-6 digested with
B. thai F RS G VK180_F/VK183 | Scal
R/(VK187)
VK181 _R GTACGCGATGCCGGGCGAGTACTCTCTTTAAATA
GCTTGCTC
CTGCAGGAGTACTGCGCCGCGCGCGCGACCGAA
VK187 AAGGCGTGATACGATGGGGCCTTGCGTCGATTTG

ATTTCAGCTTGCGGACGCGGGGCAACCCGAAACA
GCTAAAGCGAAGGCCGGCGAGCAGCGCCATGCC
GGCCCGAGTCGATAGCTGCTCCGCACACCAAGCC
CGCTGATGCCGACGCATGAGCGGGCAAAAAGTTG
GTCTGCGCATTCGCCGCGCGGCGCACGGCGGLCG
ATGCGCTTGAAAACGGACACCTGCATGACTAAAAA
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AATTTCATTCATTATTAACGGGATCCCATGGCCTG
CAGGAGTCTATATGTAATAATTATAGGCGATGGAG
TTCGCCATAAACGCTGCTTAGCTAATGACTCCTAC
CAGTATCACTACTGGTAGGAGTCTATTTTTTTGAG
CAAGCTATTTAAAGAGAGTACTTTTGGACAGACCT
AGCTAAGATC

B. thai metzZ
SAM RS

VK178_F CGAAAGTTACAGGCCAGGAACCACGTACCATGGC
CTGCAGGAGTACTGCGCCGCGCGCGCGAC
VK179_R CCGTTAATAATGAATGAAATTTTTTTAGTCATGCAG

GTGTCCGTTTTCAAGCGCATCG

PCR (7.190102 A):
VK178 FIVK179_

R/(gDNA
E264)

B.thai

G1C7 digested with

BsaAl/Aarl

1P, syringae, B. thailandensis, fluoride, and riboswitch are abbreviated to P syr., B. thai, F, and RS respectively.

2Gibson assembly overlaps are underlined.

SMutations, in reference to the template, are in bold.

4Constructs were visualised and designed using Genome Compiler (http://www.genomecompiler.com/).

5> AGGAGC RBS from the metK IGR was taken from CP000086 Burkholderia thailandensis E264 chromosome (1204819...204824).
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http://www.genomecompiler.com/

Table S2. Plasmids used in this study.

Plasmid

Description and
associated part

name

Source

Cloning procedure

mini-CTX-lux (Becher &
Schweizer, 2000)

Integration vector
with a restriction-site-
modified lux gene
cluster (luxCDABE)
from  Xenorhabdus

luminescens; TcR

AF251497

n/a

pMLS7 (Lefebre & Valvano,
2002)

Expression  vector
with constitutive
promoter of the S7
ribosomal protein
gene from
Burkholderia sp.
strain LB400

Addgene
plasmid
32056

#

n/a

pG1C7

mini-CTX-lux  with
56nt insertion to
ribosomal promoter
S7 from pMLS7, luxC

This study

GA from numerous parts including the S7 promoter sequence

from pMLS?7.

89



ATG: GTG, and Aarl

site deletion in luxC.

pP1.0 Backbone for P1 + | This study GA of Ppu2ll digested 180222-3-3 (P1.2) and VK145 gblock.
5-AGGAGT-3 RBS
pVK-f2-lux (p08143-6) P1 + B. thai F RS This study GA of BsaAl and Aarl digested G1C7 backbone and and VK112
gblock.
pP1.1 B. thai metK | This study GA of Eco53KI digested P1.0 (pVK145) backbone and
promoter  + 5- oligonucleotides VK149 F +VK150 R
AGGAGC-3’ RBS
p180222-3-3 (pP1.2) metK IGR— from B. | This study GA of BsaAl and Aarl digested G1C7 backbone and PCR
thai product of VK126 F/VK109_ R/(gDNA B.thai E264).
pVK-f-lux (pP4.1_1) P1+P.syrFRS This study | GA of Scal/Aarl digested 08143-6 backbone and VK151 gblock.
pP2.2-2 P1 + metX SAM RS | This study GA of Scal/Aarl digested 08143-6 backbone and PCR product
of VK169 F/VK171_R/ (180724 P2.2 H).
pP5.6 P. aeruginosa PA14 | This study GA of Scal/Aarl digested 08143-6 backbone and PCR product
yybP-ykoY RS of RN_0079_PA14 rs_fw/RN_0079.1_PA14/(gDNA
P.aeruginosa PA14).
pP4.72 P.syr F RS + B.thai F | This study GA of Scal digested 08143-6 backbone and PCR product of

RS

VK180_F/VK183_ R/(VK187).
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pP6.3

B.thai metZ SAM RS

This study

GA of BsaAl and Aarl digested G1C7 backbone and PCR
product of VK178 F/VK179_R/(gDNA B.thai E264).
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Table S3. Strains used in this study.

Strain

Lab catalogue

Description

Source

E. coli DH5a (Chen et al.,, 2018), | B1A4 Used for transformation of [ NCBI:txid668369
2018) plasmid constructs
E. coli SM10Apir (Simon et al., 1983) | BLA5 Used for conjugating plasmid | BCCM: LMBP 3889
constructs with Burkholderia sp.
strain E264 and for
luminescence assays
B. thailandensis E264 (Kim et al., | B1A7 Used for transformation of | NCBI:txid271848
2005) plasmid constructs
E. coli DH5a/pG1C7 170404GAC7 Obtained from GA | This study

transformation test

E. coli DH5a/P1 + B. thai F RS B1B3; p08143-6 Reporter strain  used for | This study
luminescence assays

E. coli SM10Apir/P1 + B. thai FRS | B1B5; p08143-6 Reporter  strain  used for | This study
luminescence assays

B. thailandensis E264/ P1 + B. thai F | B1B7; p08143-6 Reporter  strain  used for | This study

RS

luminescence assays
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E. coli DH5a/B. thai metK promoter + | B1G5;p P1.1-1 Obtained from GA | This study

5-AGGAGC-3’ RBS transformation test

E. coli SM10Apir/B. thai metK | B3B9; pP1.1-1-1 Obtained from GA | This study

promoter + 5-AGGAGC-3’ RBS transformation test

B. thailandensis E264/B. thai metK | B3F9;p P1.1-1-1-2 Obtained from GA | This study

promoter + 5-AGGAGC-3’ RBS transformation test

E. coli DH5a/metK IGR B1D3; p180222-3-3/pP1.2 Reporter strain  used for | This study
luminescence assays

E. coli SM10Apir/metK IGR B1D6; p180222-3-3/pP1.2 Reporter  strain  used for | This study
luminescence assays

B. thailandensis E264/metK IGR B1ES8; p180222-3-3/pP1.2 Reporter  strain  used for | This study
luminescence assays

E. coli DH5a/P1 + P. syr F RS strain | B116; pP4.1-1 Reporter strain  used for | This study

1 luminescence assays

E. coli DH5a/P1 + P. syr F RS strain | B117; pP4.1-2 Reporter strain  used for | This study

2 luminescence assays

E. coli DH5a/P1 + P. syr F RS strain | B1I8; pP4.1-3 Reporter strain  used for | This study

3

luminescence assays
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E. coli SM10Apir/P1 + P. syr F RS

B3D5; pP4.1-2-1

Obtained from plasmid

transformation test

This study

B. thailandensis E264/P1 + P. syr F | B3I2; pP4.1-2-1-1 Reporter  strain  used for | This study

RS luminescence assays

E. coli DH5a/P1 + metX SAM RS B3E2; pP2.2-2 Reporter  strain used for | This study
luminescence assays

E. coli SM10Apir/P1 + metX SAM RS | B4A4; pP2.2-2-1 Reporter  strain  used for | This study
luminescence assays

B. thailandensis E264/P1 + metX | B4B1; pP2.2-2-2-1 Reporter strain  used for | This study

SAM RS luminescence assays

E. coli DH5a/P. aeruginosa PAl4 | B4G4; pP14-1 Obtained from GA | This study

yybP-ykoY RS transformation test

E. coli SM10Apir/P. aeruginosa PA14 | B5E1; pP5.6-1_1 Obtained from plasmid | This study

yybP-ykoY RS transformation test

B. thailandensis E264/P. aeruginosa | B7C1; pP5.6-1_1-1 Obtained from plasmid | This study

PA14 yybP-ykoY RS transformation test

E. coli DH5a/P. syr F RS + B. thai F | B4E4; pP4.72-1 Obtained from GA | This study

RS

transformation test
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E. coli DH5a/B. thai metZ SAM RS | B4C7; pP6.3-1 Obtained from GA | This study
transformation test

E. coli SM10Apir/B. thai metZ SAM | B5C9; pP6.3-1_1 Obtained from plasmid | This study

RS transformation test

B. thailandensis E264/B. thai metZ | B7A9; pP6.3-1_1-1 Obtained from plasmid | This study

SAM RS

transformation test
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(A)

C1C2 C311C4C5C6 L2 C7 Ctl-Ctl

(B)

L1 Ctl Ctl-C1 C2 C3 L2

A -10.0 kb
— - — E:Z'g t: -2.0 kb
i -1.5 kb
3.0 kb
- e s *w-2.0 kb -1.0 kb
1517 bp- *w-1.5 kb
1200 bp-
> <
1000 bp- s “\1.0 Kb 0.5 kb
— + 4-0.5 kb
LDF: LDF: LDE:
i i 1.26
2.82 1.16 o
56 nt -10 -10 TF
insertion -35 TSS C285T -35 TSS -35 TSS
5 3
110 l1a9 285 468 1503 793 || 825
s 134 8105,
488
Description el | el e L her Accession

Score Score Cover value Ident

Escherichia coli str, K-12 substr. MG1655 strain K-12 plasmid pKD071, complete sequence 584 584 55% 1e-08 100.00% MK753227.1

Escherichia coli str. K-12 substr. MG1655 strain K-12 plasmid pKDO71, complete sequence 584 584 55% 1e-08 100.00% MK753225.1

E.coli plasmid pRP4 DNA, bla and traA genes 584 584 55% 1e-08 100.00% Y12694.1

Escherichia coli Plasmid pFW3 aad9 gene for spectinomycin resistance 584 584 55% 1e-08 100.00% X84795.1
1e-08 100.00% X84794.1

1e-08 100.00% X62499.1

Escherichia coli Plasmid pFW1 aad9 gene for spectinomycin resistance 584 584 55%

584 584 55%

E.coll plasmid synthetic cloning vector pET31F1P 584 584 55% 1e-08 100.00% X62498.1

E.coli plasmid DNA of lac promoter-operator, lacY and amp genes for lactose permease and beta-lactamase 584 584 55% 1e-08 100.00% X56095.1

Figure S1. Inactive mutant transformants of the PS7 ribosomal

promoter-lux construct may indicate lux overexpression lethality in E.

coli DH5a.
(A) Verification of a cloning and transformation experiment by Pstl restriction enzyme digestion of
plasmids extracted from E. coli clones transformed with a GA reaction of a Xcml/Swal digested mini-
CTX-lux backbone and three fragments forming a Ps7 -RBS-luxC insert for downstream reporter assays.
Ctl- is the original mini-CTX-lux plasmid digested with Pstl (linearized plasmid, expected size: 12,538
bp) and Ctl is undigested mini-CTX-lux. Expected product sizes of a Pstl digestion of a successful
assembly should yield 12,439 bp and 973 bp products. PCR-amplified assembly fragments (with GA
overlaps) were 907 bp (Ps7 + RBS v1), 1162 bp (luxC Aarl deletion), and 139 bp (Swal fragment) and
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linearized backbone was 11311 bp (Table S1). The 7 clones obtained from the experiment are labelled
C1-C7. Ladders are designated as L1 (100 bp DNA Ladder from NEB) and L2 (1 kb DNA Ladder from
NEB) with indicated size for most relevant bands. Sequencing results were further obtained for C6 and

C7 as they revealed expected sized bands (red arrows).

(B) Verification of a cloning and transformation experiment by Pstl restriction enzyme digestion of
plasmids extracted from E. coli clones transformed with a GA reaction of a BsaAl/Swal digested mini-
CTX-lux backbone and three fragments forming a Ps7 -RBS-IuxC insert for downstream reporter assays.
PCR-amplified assembly fragments were 1057 bp (Ps7 + RBS v2), 1162 bp (luxC Aarl deletion), and
139 bp (Swal fragment) and linearized backbone was 11178 bp (Table S1). Expected product sizes of
a Pstl digestion of a successful assembly should yield a 12439 bp and a 973 bp product. The three
clones obtained from the experiment are labelled C1-C3. Cil- is the original mini-CTX-lux plasmid
digested with Pstl (expected size: 12538 bp) and Ctl is undigested mini-CTX-lux. Ladders are
designated as L1 (100 bp DNA Ladder from NEB), L2 (1 kb DNA Ladder from NEB). No sequencing
results were further obtained as these results indicate misassembly of fragments.(C) Clones 6 and 7 of
the GA attempts of the Ps7-RBS-luxCDABE yielded misassembled constructs for which the former had
a point mutation of G334T of the luxC sequence (not shown), and the latter had a 56 nt insert in the Psy
promoter, as amplified from pMLS7, between C13 and T14, and a point mutation at position 285 (in red).
The 850 bp promoter sequence was analysed using BPROM (Richardson & Watson, 2013) and the
elements of the three predicted promoters are noted including the -35 and -10 conserved promoter
boxes, the Transcription Start Site position (TSS), and position of the oligonucleotides from the crp
Transcriptional Factor binding site (TF) (in black). The Linear discriminant function (LDF) of each
predicted promoter is also noted. Nucleotide Blast alignment results of the 56 nt insert are also
presented. Nucleotide BLAST search hits of the 56 nt insert sequence against Escherichia coli K-12 are

presented in the red box.
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Figure S2: Sequence of the optimized cloning area of pVK-f-lux.

Nucleotide parts are designated by different colours: grey areas are sequences of unknown function,
including the pre-riboswitch sequence (5591...5612) and the post-riboswitch sequence (5686...5753)
naturally found directly upstream and downstream, respectively, of the fluoride riboswitch in P.syringae.;
turquoise is the P1 integron promoter (5196...5570); purple is the P.syringae fluoride riboswitch
(5613...5570); orange is a portion of the gene encoded downstream of the P. syringae fluoride
riboswitch (5754...5956) with an additional Aarl Type IIS recognition site (5957...5963 with blue arrow
below sequence); and yellow is the original luxC sequence (starting at position 5964). Restriction
enzyme recognition sites intended for adding or swapping parts are annotated. GA overlaps for parts
design are annotated in dark grey for promoter swapping, using either MCS1 (GA overlap 1a) or an
upstream BsaAl RE site (GA overlap 1b) and MCS2 (Gibson overlap 2), and in black for 5UTR
swapping, using MCS2 (GA overlap 3) and Aarl RE site (GA overlap 4). Image was put together using
Genome Compiler software.
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(A) E. coli DH5a
0 mM F- 10 mM F- 15 mM F-

P1 integron promoter

Ps; promoter

(B) E. coli SM10Apir (€)

P1 integron promoter
Negative control

Ps; promoter

(€

mini-CTX-lux

Figure S3: Transformation of heat-shocked E. coli is possible in high

fluoride concentrations.
Transformation plates of GA reactions of the P1 integron promoter or the Ps7 promoter upstream of the
B. thailandensis fluoride riboswitch controlled lux operon (Table S1: P1 integron promoter and Ps;
promoter, respectively), performed at different concentrations of fluoride into E. coli DH5a (A) or E. coli
SM10Apir (B) after an overnight incubation at 37°C. Selection plates are of LB agar and are
supplemented with 15 pg/mL tetracycline. Negative controls, of transformations with digested backbone
only are shown in (C) and positive controls of transformations with the original mini-CTX-lux into E. coli

DH5a performed at different concentrations of fluoride are shown in (D).

100



Table S4. Ps7 promoter cloning sequencing results

Transforma Strain

Number of

Number of clones

Number of

Number of

tion successfully containing 56 nt clones withagap clones with
fluoride sequenced addition and C: T instead of the an unrelated
conditions clones mutation in the promoter sequence
(mM) Ps7 promoter sequence instead of
Ps7

0 E. coli 7 3 3 1

SM10Apir
0 E. coli 9 2 2 5

DH5a
10 E. coli 10 1 6 3

DH5a
15 E. coli 4 4 0 0

DH5a
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Figure S4: Fluoride riboswitch regulation and fluoride tolerance thresholds
of B. thailandensis E264 and E. coli SM10Apir .

(A) Lux/OD600 over a 42h time-course regulation by the B. thailandensis fluoride riboswitch in E. coli
SM10Apir for a range of fluoride concentrations between 0 and 62.5mM. Pre culture (LB) and expression
media (0.5X MM) was supplemented with tetracycline (15 pg/ml).

(B) Lux/OD600 over a 42h time-course regulation by the B. thailandensis fluoride riboswitch in B.
thailandensis E264 for a range of fluoride concentrations between 0 and 62.5mM. Pre-culture (LB) and
expression media (0.5X MM) was supplemented with tetracycline (25 pg/ml), gentamicin (50 pg/ml), and

polymyxin (15 pg/mil).
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(C) Lux/OD600 over a 52h time-course regulation by either the B. thailandensis fluoride riboswitch (B.
thai F RS) or the P.syringae fluoride riboswitch (P. syr F RS) in B. thailandensis E264 for fluoride
concentrations of 0, 31.25 and 62.5mM. Pre-culture (LB) and expression media (0.5X MM) was
supplemented with tetracycline (25 pg/ml), gentamicin (50 pg/ml), and polymyxin (15 pg/ml).

Right hand graphs represent growth curves of strain cultures. The data points in (A) represent single
values while the data points in (B) and (C) represent the means and standard deviations of triplicate
values. Samples (A) and (B) were measured on the same 96-well microplate run. Triplicate values for
the B. thailandensis fluoride riboswitch construct in E. coli SM10Apir exist on other microplate runs and
yield similar results (not shown).
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Table S5. pVK-f2-lux (P1 + B. thai F RS-lux) plasmid production and lux expression specifications in E. coli
DH5a and E. coli SM10Apir.

Luciferase activity values and growth data were obtained from an 41h microplate incubation of 200 pL cultures containing the P1+ B. thai F

RS-lux construct (pVK-f2-lux) in presence of 3.91 mM fluoride, previously shown to be too low to induce riboswitch-mediated regulation.
Values represent the means and standard deviations of triplicate results.

Strain Plasmid production Peak Lum ODsoo Peak Average Average Average Fitness
(total ng)* (RLU)? at Peak Lum/ODego Lum ODeoo  Lum/ODeoo  (ODsoo
Lum Plateau
value)
E. coli 4910 £175 10,400 £100 0.31 33,700 5100 0.33 125 +2 0.305
SM10Apir +0.01 +400 +100 +0.014 +0.003
E. coli DH5a 6820 +403 2,120 £90 0.39 5,400 +300 1500 0.38 £0.03 3212 0.405
+0.03 +20 +0.018

!Extracted from a 4.5 mL culture of 0.7 ODsoo, details below in “Quantifying plasmid production in E. coli strains DH5a and SM10Apir”

2Both strains were tested on the same microplate during the same run.
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Quantifying plasmid production in E. coli strains DH5a and SM10Apir

20 mL of liquid Luria Broth supplemented with 15 pug/mL tetracycline was inoculated in a 50 mL falcon
tube with E. coli DH5a/P1 + B. thai F RS or E. coli SM10Apir/P1 + B. thai F RS and incubated O/N at
37°C on a shaker. ODsoo measurements were taken from each inoculation after vortexing and both
cultures were diluted to an ODego Of 0.7 in a volume of 15 mL. 4.5 mL of each culture was used for
plasmid extraction with the Genaid kit and plasmid concentrations were measured using a Nanodrop.
Each extraction was repeated three times.

Potent promoter cloning bottleneck in lux hints at reporter gene toxicity

Cloning of the B. thailandensis E264 metK RBS sequence, 5’-AGGAGC-3’, was attempted downstream
of the S7 ribosomal protein gene promoter (Ps7) from Burkholderia xenovorans strain LB400 (recently
renamed Paraburkholderia xenovorans), using two different three-fragment GA design strategies, one
of which had the Ps;+RBS fragment adapted for an Xcml/Swal digested mini-CTX-lux backbone and
the other which had the Ps;+RBS fragment adapted for a BsaAl/Swal digested mini-CTX-lux backbone
(Table S1). Vector assembly restriction enzyme digestion results suggested that 7 of the 9 obtained
clones contained misassembled constructs (Figure S1A and C). The two vector assemblies containing
correctly sized inserts were sequenced and revealed mutations which are suspected to have rendered

clones non-luminescent.

A 56 nt sequence consisting of 5-
AACTGGGTTCGTGCGAGCTCATCGATTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGA-3’, inserted
between C13 and T14 of the Ps7 promoter from pMLS7 (Lefebre & Valvano, 2002) and a point mutation
of C285T of the promoter sequence was present in one of the clones, while the other clone contained
a point mutation of G334T of the luxC sequence, modifying a glycine to a cysteine. Nucleotide BLAST
analysis of the 56 nt insert against Escherichia coli K-12 revealed many possible origins (Figure S1B).
We suspect this insertion and point mutation somehow blocked transcription from the Ps7 promoter, or
inactivated luxC as other clones obtained in experiments described in this paper also contained the
same sequence characteristics (Table S4). It is important to note, that the Ps7 sequence used for our
cloning experiments is identical to the one annotated in pMLS7, however the beginning 25 bp of this
sequence is absent from the originating host species Paraburkholderia xenovorans strain LB400, and

thus the reoccurring insertion site in our experiments for the 56 additional nucleotides may not be
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present in the host species. Because only clones with mutations/insertions were obtained from the GA,

we believe that the correct clones were not viable due to reporter gene toxicity.

Moreover, GA cloning into the same lux-containing backbone was attempted for another potent
promoter + RBS combination. The P1 integron promoter, previously shown to be an optimal potent
constitutive promoter for single copy expression of fluorescent reporter genes in Burkholderia spp (Su
et al., 2014) was amplified with the RBS sequence of 5-AGGAGT-3’ directly downstream with
appropriate GA overhangs which had been tested to work for other constructs (Table S1: P1 + 5'-
AGGAGT-3 RBS v1 and v2). However, no clones containing the correct assembly were obtained. An
attempt to clone P1 alone, which contains a potential RBS (5’-AGGATT-3’) 11 nts upstream of luxC in-
frame ATG, was also unsuccessful (Table S1: P1 integron promoter—no additional RBS).

The B. thailandensis E264 metK RBS sequence was successfully cloned into the lux backbone with the
full original 5’ non-transcribed region, containing the native metK promoter, as well as the 5’UTR which
included a SAM riboswitch (Table S1. metK IGR— from B. thai). Equally 5-AGGAGC-3’ was
successfully cloned into the lux backbone in combination with only the native 5’ non transcribed region
of metK (Table S1: B. thai metK promoter + 5-AGGAGC-3’ RBS).

106



BOMMF- ¢8mMF- ~ 16 mM F-
(A) 30,000 0.4
25,0008
o 0.3
g 200004 o P —
9 15,000 S 0.2
S 10,000 5
o © o1m
€ 5,000
0 0
00 12 24 36 48 00 12 24 36 48
Time (hr) Time (hr)
BOMMF- #8mMF- * 16 mM F-
(B) 16,000 0.7
0.6
o 12,000 R 05
o & .
@ R, N S 04
Q 8,000 o . 3 4
% .0 ". o 0.3
2 4000 o Wooegee O 02
N %
0 0
00 06 12 18 24 30 00 06 12 18 24 30
Time (hr) Time (hr)
BOmMMF- #8mMF- ~ 16 mM F-
(€) 15,000 0.7
N A 0
S 10,0000 % & % -
< % g 04
o L 0.3
s 0.1
0 0
00 12 24 36 48 00 12 24 36 48
Time (hr) Time (hr)

Figure S5: P. syringae fluoride riboswitch activity in E. coli DH5a reveals
oscillating lux expression and variability across transformant strains.
RLU/ODesno (left) and growth curves (right) for a 52h, a 34h and 49h time-course expression assay of
pVK-f-lux constructs in E. coli DH5a/P1 + P. syr F RS strain 1 (A), E. coli DH5a/P1 + P. syr F RS strain
2 (B), and in E. coli DH5a/P1 + P. syr F RS strain 3 (C) respectively. Luciferase expression portrays the
variability of regulation across transformants. Lux expression is shown in presence of 0, 7.8 and 15.6
mM fluoride. Pre-culture (LB) and expression media (0.5X M9-MM) was supplemented with tetracycline
(15 pg/ml). The data points represent the means and standard deviations of triplicate values measured
on the same 96-well microplate run.
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Quick User Manual for pVK-f-lux

(P1 + P. syringae fluoride riboswitch + lux)
Updated 2020-07-01

Vesta Korniakova

Intro: Why Use This Plasmid?

This plasmid is useful for down-regulating the lux operon through translation regulation via the fluoride
riboswitch from Pseudomonas syringae. This is wuseful when you do not know why
cloning/transformation or conjugation has been unsuccessful for your construct. A possible reason for
your problem may be that the promoter which you are attempting to clone upstream of the luxCDABE
cassette is too strong and is causing toxicity in your host bacteria, due to overexpression of lux. This
modified version of the integration vector mini-CTX-lux, named pVK-f-lux contains an extra layer of
regulation (the fluoride riboswitch) between the promoter and luxCDABE. In the absence of fluoride, lux
is down-regulated by at least a factor of 2 in Escherichia coli DH5a. If maximal up-regulation is required,
fluoride can be added to the growth media. In E. coli DH5q, fluoride concentrations between 7.8 and
15.6 mM, caused the strongest up-regulation effect while in Burkholderia thailandensis E264, the
strongest effect was achieved with a 31 mM fluoride concentration. Growth curves at these
concentrations, both in E. coli DH5a and in B. thailandensis E264 were moderately affected and should

be monitored for individual experiments.
Plasmid Contents
This mini-CTX-lux modified plasmid contains:

1. P1 integron promoter flanked by 2 added multiple cloning sites (3 restriction sites on each
side of promoter; MCS1: Csil, XmaJl and Sacl; MCS2: Ncol, Sdal and Scal)

2. P. syringae fluoride riboswitch, flanked by 22 nt of upstream sequence and 271 nt of
downstream sequence containing the beginning of the gene naturally downstream of the riboswitch
(encoding a voltage-gated chloride channel family protein) in fusion with luxC, including a type 1S

restriction enzyme site (Aarl) between the two (without interrupting the fused ORFs).

3. luxC has an optimized codon for alanine for B. thailandensis E264, at position

7044...7046 nt. This was done to remove the Aarl restriction site present in the original mini-CTX-
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lux plasmid, in order to relocate the Aarl site upstream of luxC. Preliminary tests show no side effects

of this mutation.

The key features and the pVK-f-lux map are presented in Figure 1. Additionally, the nucleic acid and

amino acid sequence is shown in Figure S2.
Cloning Strategies

For swapping out the P1 integron promoter for a different promoter

Digest plasmid upstream of P1 integron promoter with either: XmadJl or Sacl.
Digest plasmid downstream of P1 integron promoter with: Ncol, Sdal or Scal.

For swapping the riboswitch out for a different RNA requlatory element:

Digest plasmid upstream of the fluoride ribowitch with: Scal, Sdal or Ncol.
Digest plasmid downstream of the fluoride ribowitch with: Aarl.

For swapping out the P1 integron promter and the fluoride riboswitch using one RE:

Digest plasmid upstream of the P1 integron promoter and downstream of the fluoride riboswitch with:

Csil. Note that with this option translational fusion is not possible.

*Important detail: Aarl will cut after the 4™ nt. of the original luxC, so make sure to add back 1 nt to re-
establish the correct reading frame of luxC. Compare your design and make sure it contains the
beginning of the original luxC amino acid sequence: M-T-K-K-I-S-F and ends with a stop codon. For
translational fusion, the M start codon should be omitted however, to instead use the first codons of the
coding sequence relevant to the regulatory element under study. This design was intentional as during
Gibson Assembly cloning it allows screening for colonies containing plasmids that have re-ligated
without the insert, as the exonuclease will chew back any 5’ overhangs thus rendering original sequence
re-ligation unlikely. The re-ligated plasmid colonies which do not contain the insert will have lost the

required reading frame of luxC and will not be luminescent.
Useful tips

1. All of these enzymes use the same digestion buffer for promoter swapping: Csil, XmaJl,

Sacl, Ncol and Sdal (10X FastDigest Buffer).
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2. All of these enzymes use the same digestion buffer for RNA regulatory element

swapping: Scal and Aarl (Fisher 10X Buffer Aarl, Ajil, BpulOl, Pasl, Scal).

3. If you want to mix and match different promoters and regulatory RNA elements (5'UTRs)

for different modular constructs see below for tried-and-true Gibson Assembly (GA) overlaps.

Note that the underlined sequence is the recognition site of the restriction enzyme (RE) used
corresponding either to the left or right cutter and bold sequence is not part of the GA overlap but is
a recommended addition in order to re-introduce either the RE recognition site, the luxC original
sequence, or both in the final construct. The luxC start codon is in bold and in italics. Spacing
indicates the frame to match for proper luxC expression. If primer length is limiting the right GA
overlap does not require the suggested re-insertion of the Aarl RE site nor the beginning nucleotides
of luxC. Do make sure to add 1 nt back instead of the latter in order to ensure the correct reading
frame of luxC. For translational fusions, it is preferable to delete the start codon to avoid the
possibility that translation initiation might occur at this site rather than at the intended start codon

more relevant for the system being studied.

a. Use left cutter Sacl RE, and right cutter Ncol RE, for swapping promoters. The
left and right GA overlaps to use, as they would appear in a 5’ to 3' PCR-amplified insert
fragment are shown on the left and right side of the insert sequence (Ny):

5-ACCAGGTCCTAGGGAGCTC[NyCCATGGCCTGCAGGAGTACT-3".

If needed, a unique BsaAl RE recognition site is located further upstream of the P1
promoter and may also be used as a left cutter. For a BsaAl RE (outside the MCS1)-cut

backbone, the left GA overlap to use is shown below:

5-AAAGTTACAGGCCAGGAACCACGTA[N,]-3'.

b. Use left cutter Scal RE and right cutter Aarl RE for swapping regulatory RNA
elements. The left and right GA overlaps to use, as they would appear in a 5'to 3' PCR-

amplified insert fragment are shown on the left and right side of the insert sequence (Ny):

5'- CCATGGCCTGCAGGAGTACTI[NyC ACC TGC ATG ACT AAA AAAATT TCATTC
ATT ATT AAC GG-3..
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The above recommendations will allow to use the same GA insert design for all constructs, using the
same GA overlaps instead of re-designing the overlap sequences necessary for each construct if cloning

in a non-sequential manner.

4. Easy restriction digestion verification was envisioned with this plasmid. Cutting the P1
integron promoter out with Sacl and Ncol will yield a 328 and a 49 bp band because there is a Sacl
site within the P1 promoter. Cutting out the fluoride riboswitch with Scal and Aarl will yield a 380 bp
band. Bands (328 bp or 380 bp band), although faint, should be visible as long as 150 ng of digestion

reaction is loaded into a small well (15-well comb for small 6x10cm agarose gel tray).
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1.1 Methods online

1.1.1 Discovery of new variant SAM-II/SAM-V riboswitch in B-Proteobacteria
by bioinformatics.

While analyzing sequences for another project (Chapalain et al., 2013), we noticed a high level
of conservation for sequences upstream of metK in species of the genus Burkholderia. Because
metK is well known to be often regulated by SAM riboswitches, we then looked at this more
carefully using approaches similar to those described in (Naghdi et al., 2017). In short, we looked
for conserved structures in relevant intergenic regions with CMfinder (Yao et al., 2006), later
extending the model to many other Betaproteobacteria by using Infernal. The structure initially
found with this approach is pictured in Figure S1.

1.1.2 Chemicals and oligonucleotides.

After bioinformatic analysis of the putative riboswitch found in the 5UTR of metK in j-
proteobacteria, oligonucleotides were custom synthesized for PCR amplification of the aptamer
domain from Burkholderia thailandensis E264 genome as a first model organism. Many different
constructs were designed and the construct yielding a clear modulating pattern obtained from in-
line probing experiments, an aptamer portion of 100 nt, was amplified using the chosen primer
regions (Supplementary Table S1). Similarly, other SAM aptamer candidates tested were custom

synthesized and all forward primers were flanked by a T7 promoter sequence. The T7 promoter

sequence alone used as a forward primer in combination with a short reverse primer were used
in assembly-PCR reactions along with longer primers (Supplementary Table S1) to obtain high

concentration of desired amplicon in the subsequent amplification cycles.

1.1.3 DNA amplification and assembly.

All short oligonucleotides and gene fragments used in this study can be found in Supplementary
Table 1. Oligonucleotides and gene fragments were obtained from Integrated DNA Technologies

(25 nmole DNA Oligo and 500ng of gBlocks® Gene Fragments).

Aptamer constructs for the in vitro inline probing assays were amplified using the reagent kit and
corresponding protocol from New England Biolabs (Taq DNA Polymerase with
Standard Taq Buffer (M0273). PCR oligonucleotide primers and template for each construct are

found in Supplementary Table 1.
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DNA amplification of inserts for cloning was carried out using the reagent kit and corresponding
protocol from New England Biolabs (Q5® High-Fidelity DNA Polymerase (M04915S)).

Backbones for cloning were linearized using appropriate restriction enzymes and cloning was
carried out using Gibson Assembly as per instructions provided with the reagent kit from New
England Biolabs (NEBuilder® HiFi DNA Assembly Master Mix, #E2621S). DNA inserts and

backbones for reporter plasmid constructs are described in Supplementary Table. 2.

1.1.4 RNA-preparation and In-line analysis.

The 5 UTR of metK genes were amplified using specific primers from genomic DNA of B.
thailandensis E264 and Burkholderia CCGE1001. Bacterial strains (B. thailandensis E264,
Burkholderia CCGE1001 and Pseudomonas) were obtained from our institute. Other bacterial
strains 5" UTR (riboswitch aptamer domain) region was obtained by performing assembly-PCR
using the custom synthesized primers (Supplementary Table S1). All forward were flanked by the
T7 promoter sequence. Amplified products were transcribed and gel purified foruse in subsequent
studies. RNAs obtained from beta-proteobacteria were dephosphorylated using antarctic
phosphatase and labeled with (y->2P) ATP using T4 polynucleotide kinase (New England Biolabs).
Labeled RNA (5" *P) was gel purified on 6% PAGE. For the inline probing assay, radiolabeled
RNA (=30000 CPM) was added to the master mix and incubated in 20 uL reactions with different
concentrations of SAM (800 uM — 0.1 nM) at room temperature for 40h. The 2X inline buffer
consists of 40 mM MgClz, 200 mM KCl and 100 mM Tris-HCI pH 8.3. Alkaline lysis (10 pL reaction)
of labeled RNA was performed using 1 pL of Na,COs (1M) and incubated at 90°C for 2 min.
Similarly, the T1 reaction (10 pL volume) was performed using 1 pL of formamide (>99.5 %) and
sodium citrate (0.25 M pH 5) with labeled RNA incubated at 56°C for 2 min and then RNase T1
enzyme (1/100 dilution) was added and incubated for 5 more minutes at 56°C. The cleaved RNA
products of the inline reaction were fractionated on 10% denaturing PAGE (8M urea). Gels were
exposed onto a phosphorlmager membrane overnight and scanned using Typhoon FLA 7000
(GE Healthcare Life Sciences). The band intensities were quantified using Image QuaNT
software. The band intensities were normalized to a range of O (lowest ligand concentration) to 1
(highest ligand concentration). Obtained values were plotted in log scale of SAM molar

concentrations.
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1.1.5 Bacterial strains and transformation.

E. coli strain DH5a (F-, $80dlacZAM15, A(lacZYA-argF)U169,deoR, recAl, endAl, hsdR17(rk-,
mk+),phoA, supE44, A-, thi-1, gyrA96, relA1 from our Lab’s collection) was used for transforming
Gibson-Assembly-cloned plasmid constructs for sequencing verification. E. coli strain SM10Apir
(thi-1, thr-1, leuB6, tonA21, lacY1, SupE44, recAl::RP4-2-Tc::Mu [A pir]; KmR, obtained from Eric
Déziel's lab) was used for conjugation of sequence-confirmed vector constructs with B.
thailandensis strain E264(Brett et al., 1998) (Wild Type, obtained from Eric Déziel’s lab). During
transformation procedures all bacteria were grown at 37°C on a rotary agitator in liquid Luria Broth
(Alpha Biosciences L12-112) or statically on petri dishes containing Luria agar (Alpha Biosciences
L12-111).

When required, selection and/or growing conditions in liquid or solid media for both E. coli strains
were supplemented with 15ug/mL tetracycline. For transformed B. thailandensis, selection,
growing liquid and solid media conditions were 25 ug/ml tetracycline, 50 ug/ml gentamycine, and
15 ug/ml polymyxin.

Construction of B. thailandensis reporter strains was accomplished by first transforming E.coli
DH5a with the cloning mix as per the NEBuilder® HiFi DNA Assembly Chemical Transformation
Protocol (E2621). Transformed colonies obtained from the selection plates were cultured
overnight and culture samples were pre-screened for luminescence signal using a microplate

reader (Cytation 3; BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT).

Luminescent cultures were then used for plasmid extraction with a kit from Geneaid (Presto™
Mini Plasmid Kit (PDH300)). Reporter constructs were confirmed by Sanger sequencing at
Genome Quebec CES (Montreal, Canada). The confirmed reporter constructs were used for
transformation into competent E. coli SM10 cells by the same protocol as previously used.
Conjugation transformation of B. thailandensis was achieved by mating reporter plasmid
carrying E. coli SM10 cells with B thailandensis E264. transformants were selected on

antibiotic supplemented plates as previously mentioned.

1.16 lux Reporter assay.

To assess gene expression regulation by the putative metk, metX and metZ SAM riboswitches,

B. thailandensis reporter strains containing chromosomally integrated riboswitch
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translational fusions with the bacterial operon luxCDABE (Becher & Schweizer, 2000) as well
as their corresponding mutants were cultured over night in either liquid Luria Broth (LB) (Alpha
Biosciences L12-112), M9 Minimal Medium (MM; as per Cold Spring Harbor Protocol 2010.
2010: pdb.rec12295), or M9 Minimal Medium with no sulfur (MM-S), where 1 M MgSO4 was
substituted with 1 M MgCl.. When required, overnight culture media was supplemented with
antibiotics. In some cases cycloleucine, an inhibitor of methionine adenosyltransferase, the
enzyme which catalyzes the generation of SAM(Lombardini & Talalay, 1970) was added for a
final concentration of 100 mM. 1.5 mL of overnight cultures were pelleted by centrifugation at
14.8 rpm for 3 minutes and washed twice with 750 L of either MM, or MM-S. The washed pellet
was resuspended in either MM or MM-S. The assay was conducted on a 96 well microplate from
Greiner Bio-One (Microplate, 96 well, PS F-bottom (chimney well), white, med. binding Ref:
655095). A total culture volume of 200uL containing 0.5X dilution of either MM or MM-S
supplemented with 50 ug/ml gentamycine and 15 ug/ml polymixin. When required culture was
additionally supplemented with 25 ug/ml tetracycline and/or 100 mM cycloleucine. Initial optical
density of the culture at 600nm (ODsoo) was approximately 0.06 and cultures were initially induced
with concentrations of L-methionine (Met) between 0 and 10 mM, purchased from Sigma Aldrich
(M2893). Luminescence and ODsgo readings were automatically recorded using a multimode
microplate reader (Cytation 3; BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT) at 20-minute intervals for

assay runtimes between 50 and 60 hours.

1.1.7 In vivo results analysis

Initial readings of different assay runs were set to starting points where the ODsoo reading was
between 0.15 and 0.3. Time-point corresponding background blank values were subtracted from
each time point of each sample reading. Luciferase expression was measured in relative light
units (RLU) and normalised to the ODsgo. To compare samples the luminescence activity signal
strength was compared between reads originating from the same microplate. When required to
compare samples across different microplate runs, the samples were normalized to the metK mut.
construct in absence of supplementary Met. For analysis of riboswitch time-course dynamics from
the same microplate, the signals from metK and metX constructs were normalized to 1. For easier
visualisation of the time-course luciferase expression curve, hourly time points were selected from

the raw set of 20-minute interval time-points.
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1.1.8 Calculations

Fold Induction (FI) of total luciferase activity:

211;] f+Met(n)
Floflumgoiq = YN f-Met ()
where:

lum+Met(p)

+Met —
f (n) - oD+Met(n)’

lum=Met(n)

f—Met(n) — ODTet(n)

lum*™e(n) is the luminescence reading for the B. thailandensis E264 transformant culture
containing the chromosomally integrated SAM RS-lux construct of interest in presence of

supplementary Met (+Met) for the time point n.

lum™et(n) is the luminescence reading for the B. thailandensis E264 transformant culture
containing the chromosomally integrated SAM RS-lux construct of interest in absence of
supplementary Met (-Met) for the time point n.

OD*™el(n) is the ODsoo reading for the B. thailandensis E264 transformant culture containing the
chromosomally integrated SAM RS-lux construct of interest in +Met condition for the time point n.

ODMeY(n) is the ODsoo reading for the B. thailandensis E264 transformant culture containing the
chromosomally integrated SAM RS-lux construct of interest in -Met condition for the time point n.

Fold Induction (FI) of maximum luciferase activity:

3 max(f+Met(n))
Floflumy,,, = max(f Vet (n))

For each replicate, the maximum luminescence/ODsgo vValue for +Met was divided by the average

maximum luminescence/ODgg vValue for -Met.

Basal level of total luciferase activity inhibition:

271\11 fmetK;—Met(n)
ngmethut;—Met (n)

Basal FI of lumspeq =

where:
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tK;—Met
fmetK;—Met(n) _ lum™e ).
- ODmetK;—Met(n)’

tKmut;—Met
fmethut;—Met(n) — lummetxmu et(n)

opmetKmut;—Met (n)

lummet-Met(n) s the luminescence reading for the B. thailandensis E264 transformant culture
containing the chromosomally integrated metK SAM RS-lux construct of interest in -Met condition

for the time point n.

OD™Me®-Metn) s the ODsoo reading for the B. thailandensis E264 transformant culture containing
the chromosomally integrated metK SAM RS-lux construct of interest in -Met condition for the

time point n.

[ummek mut-Met(ny js the luminescence reading for the B. thailandensis E264 transformant culture
containing the chromosomally integrated metK mut SAM RS-lux construct of interest in -Met

condition for the time point n.

ODmewmut-Met(ny) is the ODsgoo reading for the B. thailandensis E264 transformant culture containing
the chromosomally integrated metK mut SAM RS-lux construct of interest in -Met condition for the

time point n.
Basal level of maximum luciferase activity inhibition:

max(fmetK;—Met (n))
max (fmethut;—Met(n))

Basal FI of lum,,,,, =
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1.1.9 DNA oligonucleotides and plasmids
1.1.10 Supplementary Table S1. List of oligonucleotides used in this study.
Construct Oligonucleotide [Sequence 5’-3'2 PCR oligonucleotides and

name

name

template

Parts for in vitro inline probing assays

metK wt BS018-F taatacgactcactataggctataatacgggcttc  |BS018-F/BS019_R/(gDNA
B.thai E264)
BS019 R ggcgacgctttagcggat
metK mut. JP216_MA4-F(c-alt)taatacgactcactataggctataatacgggcttcgcc|PCR 150916 M4:
gagAtaactgacaTcttgcggggcgaagecggeg [JP216_M4-F(c-
alt)/BS019_R/(gDNA B.thai
E264)
metX wt BS0052 F-T7 gaae}[’;fgcc?actcactataqqtgctcggaaagcgcgcc BS0052 E-T7/BS0053
BS0053 R ggcaggctgacgacctctttag R/(gDNA B.thai E264)
metZ wt BS0054 F-T7 :23;?fqactcactataqqatacgatggggccttgcg BS0054 E-T7 / BSO055 R
BS0055 R gctcgecggccttegcetttagetgtt (gDNA B.thai E264)

Parts for constructing backbone fo

r cloning

P1.0 backbone
part for cloning
all mutant
constructs

VK145 gblock

aaagttacaggccaggaaccacgtaccatggcectg
caggagtactgcgaatcctccgtcgatccgggegge
cggcgcgatgagaacagggttgaaggactgcgga
aggagcagcacgatggacgctctgtgacaattcga

gctctggaagctggctacgtgaacttcaaccgtaacc

acaac

n/a

Parts for in vivo bioluminescence assays

metK wt VK126_F aaagttacaggccaggaaccacgtaccatggcctg [VK126_F/VK109_R/(gDNA
caggagtactgcgaatcctccgtc B.thai E264)
VK109 R ctggccgttaataatgaatgaaatttttttagtataatcgt
ttgccacgttc
VK146 acgctctgtgacaattcgagaaagccgctataatacgVK146/VK147/(PCR 150916
metK mut.
ggctt M4)
VK147 acgctctgtgacaatticgagaaagccgctataatacg

ggctt
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metX wt

VK176

ttacaggccaggaaccacgtaccatggcctgcagg
agtactcgcgaagcggggcggcaac

VK177_R

gttaataatgaatgaaatttttttagtcatgcaggtgac
gccgatcgattccattcgttc

VK207

gttaataatgaatgaaatttttttagtgatgcaggtg

PCR 5.181110P6.1 C:

VK176_P6.1_F/VK177_R/(g

DNA B.thai E264)

PCR 5.190102 C:

VK176_P6.1_F/VK207_P6.1

R/(5.181110P6.1 C)

metX mut.

VK188 gBlock

agtactcgcgaagcggggcggcaacaagcatccg

cgttatacttgcccggctatcgtcgecgcttcgeggeg

ggttcactacaaatgcggctaaagaggtcgtcagcect
gcccccgcttcccgegcacgeccgacaaccatttag
ccgcccagtcataaggcggaacgaatggaatcgat
cggcgtcacctg

PCR 6.181031P6.2 C:

gcacgcatcgacgcgecgggegacgecggacgegceVK176_F/VK177_R/(VK188
ggctcccccctecgtcgecgeggegeggaaatttttc [gBlock)

atgctcggaaagcgcgcecgatatgcetgactcgattge|VK176_P6.1_F/
gggcgcgegaaccggecggggctegticeeggeg VK207 _R/(PCR

6.181031P6.2 C)

P1 + metZ

VK172 F

VK174 R

ccgttaataatgaatgaaatttttttagtcatcgttttcaa

gcgcatcg

ccatggcctgcaggagtactggcgtgatacgatggg [VK172_F/VK174_R/(gDNA

B.thai E264)

aT7 promoter sequence is underlined

b Mutations are capitalized
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1.1.11 Supplementary Table S2. Plasmids used in this study.
Plasmid Description Source Cloning procedure
mini-CTX-lux |Integration vector with Obtained from E.Deziel'sn/a

lab, INRS-IAF.

(Becher &lrestriction-site-modified lux
Schweizer, gene cluster (luxCDABE) from
2000) Xenorhabdus luminescens; Tc?
pMLS7(LefebrEXpreSS'on vector with Obtained from E.Deziel’s|n/a

e & Valvano,

constitutive promoter of the S7
ribosomal protein gene
from Burkholderia sp. strain

lab, INRS-IAF but is a gift
from Miguel Valvano
(Addgene plasmid #

2002)
LB400 32056 ;
http://n2t.net/addgene:
32056 ;
RRID:Addgene_32056)
0G1C7 mini-CTX-lux with 56nt Article du chapitre 3 n/a
insertion to ribosomal
promoter S7 from pMLS7, luxC
ATG:GTG, and Aarl site deletion
in lucC.
OVK-F2-lux P1 + B. thai F RS Article du chapitre 3 n/a
0P2.2-2 P1 + metX SAM RS Article du chapitre 3 n/a
0P2.3-1-1-1  |P1+metZ SAM RS This study Gibson Assembly of Scal/Aarl
digested pVK-f2-/lux backbone and
PCR product of
VK172_F/VK174_R/(gDNA B.thai
E264)
180222-3-3 |metK IGR This study Gibson Assembly of BsaAl/Aarl
(P1.2) digested pG1C7 backbone and PCR
product of VK126 _F/VK109 R/(gDNA
B.thai E264).
180611-2-2 |Backbone for parts 1.1 to 1.8. [This study Gibson Assembly of Ppu21l digested
(P1.0 or plasmid 180222-3-3 backbone and and VK145
pVK145) gblock.
P1.6_1 metK mut. This study Gibson Assembly of Eco53KI digested

180611-2-2 backbone and and PCR
product of VK146/VK147/(150916

Ma4).
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190106 P6.1- metX IGR This study Gibson Assembly of BsaAl/Aarl

3 digested pG1C7 backbone and PCR
product of
VK176_P6.1_F/VK207_P6.1_R/
(5.181110P6.1 C).

190106 P6.2- metX IGR with SAM RS BP This study Gibson Assembly of BsaAl/Aarl

1 mutation digested pG1C7 backbone and PCR
product of VK176_P6.1_F/
VK207_R/(PCR 6.181031P6.2 C).

1.1.12 Supplementary Table S3. Strains used in this study.
Strain Lab catalogue Description Source
E. coli DH5a (Chen etB1A4 Cloning andNCBI:txid668369

al., 2018)

transformation strain

E. coli  SM10Apir
(Simon et al., 1983)

B1A5

Conjugal donor strain for
conjugating
Burkholderia sp.  strain

E264

BCCM: LMBP 3889

B. thailandensis E264
(Kim et al., 2005)

B1A7

Transformation strain for
chromosomal integration

of lux plasmids

NCBI:txid271848

B. thailandensis
E264/metK IGR

B1ES;
3/pP1.2

p180222-3-

Reporter strain

Article du chapitre 3

B. thailandensis
E264/metK mut.

B3G9; pP1.6-1-1-2

Negative control reporter

strain

This study

B. thailandensis
E264/metX IGR

B7A5; pP6.1-1_1-1

Reporter strain

This study
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B. thailandensis
E264/metX mut

B7A7, pP6.2-1_1-1

Negative control reporter

strain

This study

B. thailandensis
E264/metZ IGR

B7A9; pP6.3-1_1-1

Reporter strain

This study

B. thailandensis
E264/P1 + metX SAM
RS

B4B1; pP2.2-2-2-1

Reporter strain

Article du chapitre 3

B. thailandensis
E264/P1 + metZ SAM
RS

B3H8; pP2.3-1-1-1

Reporter strain

This study
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1.2  Figure S1: Initial discovery of a novel RNA structure.

A) Stockholm alignment of the structure found upstream of metK in Burkholderiales species.
Colored columns correspond to base paired regions. B) Consensus structure corresponding to
the alignment in (A). Color codes are described in the figure legend.

No structure from Rfam resembles this structure. However, a certain degree of structural
homology exists between some of the sequences from the alignment and the covariance models
of the SAM-II clan (although, below the threshold used by Rfam to be considered an instance of

the established families).
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1.3 RNArobo descriptors

Several RNArobo descriptors were used to find more instances of SAM riboswitches homologous
to the SAM-II clan. The main feature that makes RNArobo more advantageous over Infernal in
this particular case is its ability to search for pseudoknots. On the other hand, RNArobo requires
more precise descriptions when compared to Infernal and for this several descriptors need to be
formulated to accommodate potential mispairs, bulges, extra bases in certain positions, etc. If too

much flexibility is allowed in a single descriptor results will be overpopulated with too many hits.

#SAM-v06-1 bulge+l-2ss.des
#s4 preferentially starts with R (G/A) (and can be up to 30)

#s7 = up to 200

#motif map for consensus SAM riboswitch

sl hl s2 s3 s4 h2 s5 h3 hd4d s6 hl' s7 hd4d' s8 h3' s9 h2' sl10

sl 0 *

hl 0:0:1 ******NNNN:RNNN*****x*

s2 0 N** *
s3 0 Uuu
s4 0 N[30]

h2 0:0 *FHRHANN: NN***

s5 0 NNV

h3 0:0 UU:AA

h4 0:0 GN* % ** ¢ k& x X NN

s6 0 [2]
s7 0 NNN[200]
s8 0 U
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s9 0 ANN

s10 O *
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#SAM-v06-2 misp+l-2ss) .des

#s4 preferentially starts with R

#s7 = up to 200

#motif map for consensus SAM riboswitch

sl hl s2 s3 s4 h2 s5 h3 h4 s6 hl'

sl 0 *

hl 0:1:0 ******NNNN:RNNN*****x*

s2 0 N***
s3 0 Uuu
s4 0 N[30]

h2 0:0 *FHFHANN: NN***

s5 0 NNV

h3 0:0 UU:AA

h4 0:0 GN* % * * ¢ k& ** NN

s6 0 [2]

s7 0 NNN[200]
s8 0 U

s9 0 ANN

s10 O *

(and can be up to 30)

s7 h4' s8 h3' s9 h2' sl10

#SAM-v06-3 misp+0ss) .des

#s4 preferentially starts with R

#s7 = up to 200

(and can be up to 30)
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#fmotif map for consensus SAM riboswitch

sl hl s2 s3 s4 h2 s5 h3 h4d hl'

sl

hl

s2

s3

s4

h2

s5

h3

h4

S6

s/

s8

s9

$1:0 *Hxx K XNNNN: RNNN* %% % %%

N***

8)9)

N[30]

10 AXANN:NN***

NNV

:0 UU:AA

:O GN****:****NN

NNN[200]
U

ANN
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# SAM-v06-4 bulge+0ss) .des
#s4 preferentially starts with R (G/A) (and can be up to 30)

#s7 = up to 200

#motif map for consensus SAM riboswitch

sl hl s2 s3 s4 h2 s5 h3 h4d hl' s6 h4' s7 h3' s8 h2' s9

sl 0 *

hl 0:0:1 ******NNNN:RNNN*****x*

s2 0 N***
s3 0 Uuu
s4 0 N[30]

h2 0:0 *FHFHANN: NN***

s5 0 NNV

h3 0:0 UU:AA

h4 0:0 GN* % * * ¢ k& ** NN

s6 0 NNN[200]
s7 0 U

s8 0 ANN

s9 0 *

#SAM-v07-1 bulge+l-2ss.des
#s4 preferentially starts with R (G/A) (and can be up to 30)

#s7 = up to 200
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#fmotif map for consensus SAM riboswitch

sl hl s2 s3 s4 h2 s5 h3 hd4d s6 hl' s7 hd4' s8 h3' s9 h2' sl10

sl O NNN

hl 0:0:1 ******NNNN:RNNN******

s2 0 N* * *
s3 0 Uuu
s4 0 N[30]

h2 0:0 FHHANN: NN***

s5 0 NNV

h3 0:0 UU:AA

h4 0:0 GN* *** 3 k& x X NN

s6 0 [2]

s7 0 NNN[200]
s8 0 U

s9 0 ANN

sl10 0 NNN
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#SAM-v07-4 bulge+0Oss.des
#s4 preferentially starts with R (G/A) (and can be up to 30)

#s7 = up to 200

#motif map for consensus SAM riboswitch

sl hl s2 s3 s4 h2 s5 h3 h4d hl' s6 h4' s7 h3' s8 h2' s9

sl 0 NNN

hl 0:0:1 ******NNNN:RNNN*****x*

s2 0 N***
s3 0 Uuu
s4 0 N[30]

h2 0:0 *FHFHANN: NN***

s5 0 NNV

h3 0:0 UU:AA

h4 0:0 GN* % * * ¢ k& ** NN

s6 0 NNN[200]
s7 0 U

s8 0 ANN

s9 0 NNN

# SAM-v08-2 1-2ss_stringent.des
#s4 preferentially starts with R (G/A) (and can be up to 30)

#s7 = up to 120
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#fmotif map for consensus SAM riboswitch

sl hl s2 s3 s4 h2 s5 h3 hd4d s6 hl' s7 hd4' s8 h3' s9 h2' sl10

sl 0O * k%

hl 0:0 ** * * *NNNNN : RNNNN * * * * %

s2 0 N* * *
s3 0 Uuu
s4 0 N[20]

h2 0:0 FHHANN: NN***

s5 0 NNV

h3 0:0 UU:AA

h4 0:0 GNNN** : * *NNNN

s6 0 [1]

s7 0 NNN[120]
s8 0 U

s9 0 ANN

s10 0 xxK
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1.4  Figure S2: Selection of instances evaluated experimentally.

Hundreds of novel instances of riboswitches corresponding to the SAM-II clan were discovered.
The initial searches permitted such discoveries mostly within the class of Betaproteobacteria, but
many more were found later on. The structure drawings were hand-made to highlight similarities
with the SAM-II clan, with the binding pocket highlighted in yellow. The stem often present within
loop 3 is only a prediction, with some cases fitting a particular consensus, but not always. A few
example curves are shown next to the corresponding structure, the X axis is in log [uM] and Y

axis is the normalized intensity of chosen modulating bands.
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Some of the modulation results obtained from in-line probing of these riboswitches show an
unusual profile where the concentration at which modulation occurs corresponds to a range of 3,
4 or even 7 logs, instead of the typical 2 logs, thus potentially acting more like a dimmer, rather
than a simple switch.

Regarding this, we noted a trend where the instances had what we called an “accessory stem”.
In several cases, the Kd could only be roughly estimated because of the atypical modulation

pattern where plateaus could not be determined. More details below.

The p4 stem possessing the SAM aptamer from Achromobacter xylosoxidans strain A8 and

Bordetella pertussis, revealed a linear and widespread modulating pattern (data not shown).

Polaromonas sp. JS666 revealed a typical sigmoidal curve but with an apparent Kq value in the
range of 10 uM of SAM in all three selected bands (Figure 3 and map the gel). Furthermore, SAM
aptamer secondary structure from Polaromonas sp. p4 stem is absent, and its structure is similar
to SAM-II riboswitch reported (Corbino et al., 2005; Meyer et al., 2009; Poiata et al., 2009). Thus,
the absence of this stem might allow the aptamer to modulate in an ON/OFF switch pattern.

Ralstonia eutropha JMP134 SAM aptamer (with p4 stem) revealed sigmoidal modulating pattern
over 3 logs. Ramlibacter species, lacking the p4 stem, demonstrated a relatively typical
modulating pattern (over 3 logs). Whereas Acidovorax and Alicycliphilus strains did not reveal a
clear modulating pattern, suggesting that the construct used was not ideal to observe
conformational changes and/or allow proper folding of the aptamer and thus binding of SAM. Each

experiment was conducted in triplicates.

We surveyed the literature for previously published riboswitches and the majority of them have a
linear range of approximately two logs for the sigmoidal curve (with ranges from 0.5 and 1 for the

cooperative riboswitches, up to 2.5).
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Number of 0.5 1 15 ~1.8 2 2.5 3 3.5 4

logs

Linear 1 3 6 2 20 4

range

Between 3 2 7 14 6 2
plateaus

Note: These values were qualitatively determined from graphs with log scales illustrating different
types of experiments (generally in-line probing assays, but also SHAPE, fluorescence quenching
and transcription termination assays) with varying degrees of quality for data points. Note that it
was impossible to determine these ranges without raw data when published graphs did not use a

log scale, which limited our survey to 33 publications.

Our work does not solve why these Burkholderia species (and others) require a wide
concentration of SAM for their biological functions, sometimes with modulation still observable
beyond 10-100 pM, i.e. much higher than the typical ~0.1-1 uM Kd usually seen for SAM

riboswitches.
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1.5 Figure S3: Alternative stem competing with the aptamer pseudoknot.

A) Secondary structure found upstream of metK in Burkholderiales species as in Figure 1 with a

putative alternative structure. The alternative structure was initially inferred from a search for novel

RNA structures (see Figure S1). B) Same structure as in (A), but for the riboswitch instance in B.

thailandensis with annotations of modulation observed from in-line probing. Green, yellow and

red correspond to greater, same or lesser band intensity, respectively.

We hypothesize that some of the differences observed between the riboswitches upstream of

metK and metX (both with regards to in-line probing and reporter assays), could be in part
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explained by the presence of competing structures that would affect the folding dynamics of this
riboswitch.
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1.6  Figure S4: Expression profile of metX and metK.

A) Reporter assays of the riboswitch found upstream of metK in B. thailandensis. Inset shows the
growth curves. B) Reporter assays of the riboswitch found upstream of metX in B. thailandensis

Inset shows the growth curves. C) Zoom on the curves of the WT-metX constructs

It is worth noting that, for the metK reporters, the curves all have roughly the same shape, albeit
with expression levels varying widely, suggesting that the threshold for switching is reached over
the entire time course. On the other hand, for metX reporters, not only do the inactive mutants
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have a ~100-fold higher expression, but the shape of the curves of this inactive riboswitch is
similar to that of the WT-reporter in absence of methionine, while supplementation of methionine
leads to a very different curve. Initial expression (first 3 hours) of the WT-reporter is similar
whether methionine is added or not, presumably to allow time for expression and production of
SAM, but then drops compared to medium without added methionine. This suggests that, contrary
to the metK riboswitch, the metX riboswitch might act more as a dimmer since variations of SAM

concentration over time apparently affect levels of repression.
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1.7 Figure S5: Gene expression modulation according to methionine
concentration.
Data (error bars correspond to deviation calculated from triplicates) is represented as fold
induction as calculated from the maximum peak of expression ([RLU/OD] -Met/[RLU/OD] +Met).
Modulation of gene expression seems to occur from lower concentrations of methionine for metK
(although some data points at 0.039 mM and 0.078 mM might be missing to ascertain this).
However, more interestingly, gene modulation appears to rapidly plateau in these conditions,
while it continues to increase up to 3.75 mM for metX in these conditions. This is in line with the
relatively high kq value observed for the metX riboswitch and could be seen as further support for

the “dimmer” vs “switch” hypothesis.
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