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RESUMEN

El cadmio es un metal pesado altamente toxico para los sistemas biologicos. El estudio de
microorganismos para la biorremediacion de metales pesados, ha destacado a Cupriavidus
metallidurans CH34, B-proteobacteria aislada desde instalaciones metalurgicas, como modelo de
resistencia a estos elementos. La biorremediacion ex situ de metales pesados es comunmente
llevada a cabo en biorreactores de lecho fijo, donde los metales pesados en solucidén se concentran
en la biomasa de comunidades de microorganismos adheridos a superficies llamadas “biopeliculas”.
El efecto de los metales pesados sobre la formacion de biopeliculas en C. metallidurans CH34 no
ha sido descrito. Durante las tltimas décadas, la via de sefializacion mediada por un dinucledtido
ciclico llamado “c-di-GMP” ha sido establecida como central en la regulacion del estilo de vida
bacteriano. La interaccion de ¢-di-GMP con distintos receptores macromoleculares promueve del
estilo de vida comunitario. Pese al rol fundamental de las biopeliculas en los procesos de
biorremediacion, el efecto de los metales pesados sobre esta via de sefializacion en bacterias ha sido
poco estudiado. El objetivo de esta tesis es determinar el efecto del cadmio sobre la via del c-di-

GMP y la formacion de biopeliculas en C. metallidurans CH34.

El cadmio inhibi6 la formacion de biopeliculas de C. metallidurans CH34. Esto se
correlaciona con la descripcion de una baja en los niveles de ¢-di-GMP tras la exposicion a este
metal pesado, concomitante con un aumento en la abundancia de un transcrito del gen urf2 de los
operones de resistencia a mercurio Tn4378 (urf2.1) y Tn4380 (urf2.2), que codifica una potencial
fosfodiesterasa. Ensayos de complementacion con el gen wrf2.2 de la cepa mutante nula
P. aeruginosa PAO1 ArocR, carente de la fosfodiesterasa RocR, restituyeron la formacion de
biopeliculas y concentracion intracelular de c-di-GMP a niveles de la cepa silvestre. Estos
resultados constituyen la primera evidencia de funcionalidad catalitica de la fosfodiesterasa
codificada por el gen wurf2, por lo que se denominé fosfodiesterasa Mrp (metal regulated
phosphodiesterase). De forma coherente con la respuesta inhibitoria de formacion de biopeliculas
mediada por la disminucion de los niveles de c-di-GMP en C. metallidurans, niveles elevados de
este segundo mensajero generados por una diguanilato ciclasa activa expresada en forma

heter6loga, incrementaron la formacion de biopeliculas y la susceptibilidad a cadmio.
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ABSTRACT

Cadmium is a highly toxic heavy metal for biologic systems. Ex situ heavy metal
bioremediation is commonly carried out in fixed bed bioreactors in which heavy metals in solution are
removed by adhered microbial communities in biofilms. Cupriavidus metallidurans CH34 is a model
strain for heavy metal resistance and bioremediation. However, the effect of heavy metals on C.
metallidurans CH34 biofilm formation has not been described. The signaling pathway mediated by the
cyclic dinucleotide c-di-GMP is central in bacterial lifestyle regulation. c-di-GMP promotes biofilm
lifestyle through the interaction with different receptors. Despite of the central role of biofilms on the
bioremediation process, the effect of heavy metals over this signaling pathway has been poorly studied.
Thus, the objective of this study was to assess the effect of cadmium on the ¢-di-GMP pathway and

biofilm formation in C. metallidurans CH34.

Cadmium exerted an inhibitory effect on C. metallidurans CH34 biofilm formation
concomitant with a decrease of c-di-GMP levels. After cadmium exposure an increase in the
transcription of the gene urf2 that codes for a phosphodiesterase and is located in the mercury
resistance operons Tn4378 (urf2.1) and Tn4380 (urf2.2) was observed. Complementation assays with
the urf2.2 gene in Pseudomonas aeruginosa PAO1 ArocR mutant null strain that is defective in RocR
phosphodiesterase, restored biofilm formation and c-di-GMP intracellular concentration at wild type
levels. This is the first evidence of catalytic functionality of the urf2 gene encoded phosphodiesterase,
which was named Mrp por metal regulated phosphodiesterase. In agreement with the biofilm formation
inhibition mediated by a c-di-GMP drop in C. metallidurans, high levels of this second messenger
generated by an active diguanylate cyclase that was heterologously expressed, increased the biofilm

formation and cadmium susceptibility of this bacterium.



1. INTRODUCCION

1.1  Funcion de los “metales pesados” en el ambiente

Los metales pesados como cobre, niquel, zinc, selenio y cobalto cumplen funciones bioldgicas
en bajas concentraciones, pero son perjudiciales a concentraciones elevadas. Otros metales como
cadmio, plomo, arsénico y mercurio, no poseen funcion bioldgica conocida, siendo altamente toxicos a

niveles bajos de concentracion (Nies, 2016).

1.1.1 El cadmio como problema ambiental y objeto de estudio

Entre los metales pesados, el cadmio es considerado uno de los elementos mas toxicos,
principalmente debido a su larga vida media en el organismo, consecuencia de su acumulacion en el

sistema excretor urinario (Wuy cols., 2017).

La acumulacion de este metal en humanos y microorganismos se atribuye principalmente a su
ingreso via sistema de transporte de cationes divalentes con funcién biologica como magnesio,
manganeso y calcio. Las bases moleculares que gobiernan su captacion estan aiin poco conocidas (Nies
y cols., 1999; Begg y cols., 2015). De igual forma y a pesar de la vasta cantidad de estudios que avalan
la toxicidad de este elemento, los mecanismos por los que esta se ejerce no se conocen bien. Estos
estudios dan cuenta de una fuerte afinidad de este metal pesado por tioles celulares, interaccion que
tiene como consecuencia la denaturalizacion de proteinas, dafios en la membrana e interaccion con el
metabolismo del calcio y del zinc (Nies y cols., 1999; Harrison y cols., 2007; Begg y cols., 2015).
Estudios mas recientes han establecido el efecto deletéreo de cadmio sobre la acumulacion celular de

manganeso, cofactor de la enzima superoxido dismutasa, que resulta en un incremento a la
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susceptibilidad a especies reactivas de oxigeno generadas durante el metabolismo aerobico (Begg y

cols., 2015).

La liberacion de cadmio ha aumentado en mas de 1000 veces desde comienzos del siglo veinte
hasta alcanzar las 20000 toneladas por afio. Lo anterior debido a su uso industrial principalmente en la
fabricacion de baterias, y su uso como estabilizante de polimeros (Vallee & Ulmer, 1972; Begg y cols.,
2015). Sus actuales niveles de liberacion al ambiente sobrepasan los asociados a su ciclo
biogeoquimico, que al no ser sujeto de degradacion, se acumula en ecosistemas marinos y terrestres.
Aunque el nivel maximo de exposicion a cadmio recomendado de < 1 ug/dia (WHO, 2011), en la
actualidad el riesgo de exposicion a este metal pesado, alcanza hasta 30 pg/dia, como contaminante
regular de alimentos (Begg y cols., 2015), constituyendo actualmente uno de los principales problemas

para la salud publica (WHO, 2011)

1.1.2 Cadmio en Chile

A nivel geoldgico los depdsitos de cadmio se co-localizan con depdsitos de zinc y en menor
medida con cobre (Butterman y Plachy, 2000), de lo que resulta que el cadmio sea uno de los
principales sub productos de esta actividad minera y uno de los contaminantes ambientales relevantes
en nuestro pais (Vivanco, 2012). Habiendo crecido la produccion chilena de zinc 30%, entre los afios
2007 y 2016 (COCHILCO, 2016), se considera de vital importancia la implementacion de politicas de

manejo y descontaminacion de cadmio (Vivanco, 2012).



1.2 La biorremediacién como una alternativa eficiente y costo efectiva para la descontaminacion

La remocion de metales pesados, es actualmente un desafio para la gestion ambiental. Los
procesos mas comunes para remediacion de metales pesados desde sitios contaminados incluyen
procesos fisicoquimicos que han mostrado ser poco selectivos, de alto costo y productores de lodos

toxicos (Malik y cols., 2004).

Es en este contexto que emerge la “Biorremediacion”, como una tecnologia que utiliza
organismos, y/o microorganismos, para la descontaminacion de matrices ambientales, tecnologia que
ha mostrado ser costo efectiva y eficiente para dicho proposito (Mosa y cols., 2016; Rojas et al. 2011).
La biorremediacion de metales pesados se ejerce via acumulacion en la biomasa, o cambios en el
estado de oxidacion del metal a formas menos toxicas. Variados microorganismos nativos o
genéticamente modificados han mostrado la capacidad de transformar o quelar metales pesados (Dixit

y cols., 2015).

1.3 Cupriavidus metallidurans CH34 como modelo de estudio y biocatalizador en la
biorremediacion de metales pesados

C. metallidurans CH34 es una [-proteobacteria, de la familia Burkholderiaceae,
quimilitoautotrofa facultativa, aislada originalmente desde tanques de sedimentacion de zinc (Mergeay
y cols., 1985). Desde entonces esta bacteria ha sido aislada reiteradamente desde suelos con alta
presencia de metales y baja disponibilidad de nutrientes (Nies, 2016). Este microorganismo se
caracteriza por tolerar elevadas concentraciones de metales pesados como Cu*, Cu'?, Ni*%, Zn"2, Co™,
Cd?, CrO42, Pb?, Ag', Au’, Au™, HAsO42, AsOy, Hg™, Cs*, Bi, TI", SeO3", SeO4" y Sr??,
propiedad que se asocia a lo menos con 24 agrupamientos genéticos distribuidos en cuatro replicones:
dos cromosomas CHR1 (3,9 Mb), CHR2 (2,6 Mb) y dos plasmidios de gran tamafio pMOL28 (171 Kb)

y pMOL30 (234 Kb) (Janssen y cols. 2010). Pese a la ubicua distribucion de dichos agrupamientos en
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su genoma, estos se concentran en tres islas genomicas ubicadas al interior de los plasmidios pMOL28
y pMOL30, lo que es coherente con la significativa disminuciéon en la concentracion minima

inhibitoria (MIC) a metales pesados en cepas carentes de uno o ambos plasmidos (Tabla 2).

Estas caracteristicas han sido la base para la clasificacion de C. metallidurans CH34 como
modelo para entender los mecanismos moleculares de resistencia a metales pesados en bacterias
(Mergeay y cols., 2003; Diels y cols., 2009; Rojas et al. 2011; Nies 2016). Asi en este modelo, se han
dilucidado los mecanismos de detoxificacion citoplasmatica de Cu*, Cu™, Co™, Cd™?, Ni*%, Pb™ y
Zn*"?, mediante la accion concertada de sistemas de eflujo (Nies, 1999). Tal y como los sistemas de
eflujo funcionan como mecanismos de resistencia para ciertos metales pesados, también se han
caracterizado sistemas de detoxificacion basados en cambios de especiacion mediante reacciones de
oxido reduccion a formas menos toxicas. Tal es el caso del sistema de reduccion del ion mercurico
(Hg*") a mercurio metalico (Hg") codificado en dos operones merRTPADEurf2, localizados en los
transposones Tn4378 y Tn4380 en este genoma (Nies y cols., 1999; Janssen y cols., 2010).
Basicamente, la maquinaria de resistencia a mercurio alojada en estos operones se centra en la accion
de MerA, una flavoenzima de localizacion citosélica, que utiliza al ion mercirico como ligando de
puentes disulfuro presentes en su sitio activo, donde es reducido a mercurio metalico a partir de poder
reductor obtenido de NADPH (Boyd & Barkay, 2012). Por su localizacion citosolica la accion de
MerA, es dependiente de la maquinaria de transporte codificada en este operdn. Por otro lado, la
proteina periplasmatica MerP que transfiere Hg? a la proteina MerT, que a su vez lo transfiere a MerA
en el citosol. La expresion de la maquinaria alojada en este operon se encuentra bajo el control del
represor transcripcional MerR y el co regulador MerD (Rojas et al. 2011; Boyd & Barkay, 2012). Pese
a la especificidad asignada a esta maquinaria de detoxificacion, existen antecedentes que apoyan su rol
en la respuesta cruzada con otros metales. Antecedentes transcriptomicos obtenidos en
C. metallidurans CH34 sefialan aumentos de abundancia de hasta 5,95 veces en transcritos asociados a

los operones de resistencia a mercurio, en presencia de cadmio y plomo (Monsieurs y cols., 2011).



La descripcion de estos mecanismos de resistencia, ha motivado la utilizacion de esta bacteria en
ensayos de biorremediacion de metales pesados. En estos ensayos, los mecanismos de detoxificacion
se acoplan a la adsorcion extracelular de los metales a componentes de su matriz exopolimérica
presente en estructuras multicelulares adheridas a superficies, denominadas “biopeliculas”, que
permiten su inmobilizacién (Valls y cols., 2000; Diels y cols., 2009; Rojas y cols., 2011; Biondo y

cols., 2012).

1.4 Biopeliculas: estructuras de resistencia y biocatalizadores en la biorremediacion de metales
pesados

Las bacterias en la naturaleza se encuentran asociadas a dos estilos de vida distintos: uno
plantonico, en el que se mueven en medio liquido como células individuales, y otro “sésil”, en el que
se encuentran estrechamente unidas entre si formando estructuras denominadas "biopeliculas”, las que

estan presentes en todo tipo de interfaces y superficies (aceite/agua/aire).

Las biopeliculas han emergido como atractivos biocatalizadores en distintos procesos
industriales, tradicionalmente llevados a cabo via enzimas inmovilizadas o células plantonicas. Las
biopeliculas, ofrecen como ventajas principales, la prescindencia de una purificacion enzimatica, y la
posibilidad de realizar los bioprocesos de manera continua, disminuyendo de este modo
considerablemente los costos operacionales (Halan y cols., 2012). Estas ventajas han motivado su
utilizacion en la biorremediacion de metales pesados (Singh y cols., 2006; Edwards & Kjellerup 2013;
Mangwani y cols., 2017). En este proceso, las sustancias exopoliméricas (EPS) generadas por las
biopeliculas adsorben, via interacciones electrostaticas, los iones metalicos a nivel de grupos
funcionales acidos presentes en polisacaridos, aminodcidos y DNA extracelular que constituyen la
matriz extracelular. Existen evidencias de que dicha adsorcion asiste a procesos de biomineralizacion

(Pal & Paul 2008; Reith y cols., 2009; Fairbrother y cols., 2013). Las biopeliculas son aceptadas como



un estilo de vida bacteriano con menor susceptibilidad a la toxicidad de los metales pesados respecto
de su contraparte plantonica (Teitzel y Parsek 2003; Priester y cols., 2006; Harrison y cols., 2007;
Sarkar y Chakraborti 2008; Yadav y cols., 2013; Perrin y cols., 2009; Cologgi y cols., 2014; Navarrete
y De la Fuente 2014; Chua y cols., 2015; Cusick y cols., 2017). Sin perjuicio de lo anterior, también
existen evidencias de efectos inhibitorios de los metales pesados sobre la formacion de biopeliculas
(Morgan y cols., 2006; Basu Roy y cols., 2012; Vega y cols., 2014, Shamim y cols., 2014; Thornhill y

cols., 2017).

Si bien los trabajos mencionados relacionan la exposicion bacteriana a metales pesados con
efectos sobre la formacion de biopeliculas, los mecanismos moleculares tras estas respuestas son poco
conocidos. Al respecto, es posible rescatar indicios del fenotipo de “dispersion inducida de
biopeliculas” descrito en Pseudomonas aeruginosa (Morgan y cols.,, 2006), en respuesta a la
exposicion a mercurio, mediada por la fosfosdiesterasa BdIA, enzima hidrolitica de un dinucleotido
ciclico conocido como “c-di-GMP” (diguanosin monofosfato ciclico). Sin embrago, otro antecedente
lo entrega el incremento en los niveles de c-di-GMP en P. aeruginosa, en presencia de telurito, cuya

consecuencia es la promocion de la formacion de biopeliculas (Chua y cols., 2015).

1.5 C-di-GMP como segundo mensajero regulador de la formacion de biopeliculas

El c-di-GMP fue descubierto en 1985 por el grupo de investigacion liderado por Moshe
Benziman, como un activador alostérico dentro de la maquinaria de sintesis de celulosa en
Gluconobacter xylinus (Ross y cols., 1985), una alfaproteobacteria que forma biopeliculas sobre fruta
en descomposicion. Estos resultados fueron confirmados mas tarde, por analisis de marcaje
radioactivo, resonancia magnética nuclear y espectrometria de masas (Ross y cols., 1986). Dichos
estudios, revelaron en este activador, una estructura ciclica de dos riboguanosinas unidas por enlaces

3'-5". Las actividades de sintesis y degradacion de ¢-di-GMP fueron identificadas tempranamente y se
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atribuyeron a proteinas ubicadas en la membrana de G. xylinus (Ross y cols., 1987). La identificacion
de productos intermediarios de las reacciones catalizadas por estas enzimas, permitieron definir a la
actividad diguanilatociclasa (DGC) como responsable de la sintesis del c-di-GMP, y a la actividad
fosfodiesterasa (PDE) como responsable de su degradacion (Ross y cols., 1987). Posteriormente al
observar que la sintesis de celulosa en Agrobacterium tumefaciens también fue dependiente de
c-di-GMP (Amikam & Benziman, 1989), se sugirié la presencia transversal de esta molécula en
diferentes especies bacterianas productoras de este exopolisacarido. Desde entonces, la progresiva
disponibilidad de genomas bacterianos en bases de datos ha permitido establecer la presencia ubicua de
genes que codifican diguanilato ciclasas y fosfodiesterasas (Tal y cols., 1998; Galperin y cols., 2001;
Romling y cols., 2013), siendo a la fecha el ¢-di-GMP reconocido como un segundo mensajero
universal en el reino bacteriano. Ademas la produccion de celulosa en G. xylinus y A. tumefaciens,
otros fenotipos fueron comunicados como regulados por c-di-GMP, p.¢j. la formacion de biopeliculas
en Salmonella typhimurium, P. aeuruginosa (Simm y cols., 2007) y Vibrio cholerae (Tischler &
Camili, 2004), y la regulacion del ciclo celular en Caulobacter crescentus (Paul y cols., 2004). De ahi
en adelante, el nimero de publicaciones acerca del c-di-GMP ha incrementado exponencialmente. Asi,
actualmente existe consenso respecto del rol central del c-di-GMP en la regulacion de la formacion de
biopeliculas (Figura 1) en el reino procariota (Kader y cols., 2006; Merrit y cols., 2007; Pesavento y

cols., 2008; Newel y cols., 2011).
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Figura 1. Via de sefializacion del c-di-GMP en la regulacion del estilo de vida bacteriano. El c-di-GMP es sintetizado a partir de dos moléculas de GTP por
diguanilato ciclasas. Esta molécula es degradada por fosfodiesterasas. Es comun encontrar en estas enzimas dominios accesorios que controlan sus actividades
enzimaticas en respuesta a sefiales ambientales o intracelulares, cuya consecuencia es la regulacion del estilo de vida de la bacteria. La acumulacion del
intermediario pGpG inhibe la actividad del dominio EAL, siendo degradado por oligoribonucleasas tipo“Orn”. Los receptores de c-di-GMP ejecutan la formacion
de biopeliculas dependiendo de su union a este segundo mensajero. Se cuentan entre ellos, dominios GGDEF y EAL degenerados sin actividad catalitica, pero
con capacidad de union al segundo mensajero. Los dominios PilZ lo hacen mediante motivos especificos. Se suman a los dominios proteicos estructuras tipo
"Riboswitch" en mRNAs con capacidad de unir c-di-GMP en su extremo 5'-UTR regulando asi la traduccion de genes involucrados en estos fenotipos.



1.5.1 Metabolismo del c-di-GMP

1.5.1.1 Diguanilato ciclasas

Las diguanilato ciclasas permiten la sintesis de c-di-GMP a partir de 2 moléculas de GTP y
magnesio (Ross y cols., 1987). Estudios bioquimicos y genéticos determinaron que su region activa
corresponde al dominio proteico “GGDEF” (Ausmees y cols., 2001; Paul y cols., 2004; Ryjenkov y
cols., 2005), llamado asi debido a uno de sus motivos mas conservados: Gly-Gly-Asp-Glu-Phe
(Hecht & Newton, 1995). Estudios estructurales han revelado que el motivo GGDEF se ubica en un
“B hairpin" que es parte fundamental del sitio activo (sitio A) dada a su participacion en la union de
una molécula de GTP y dos iones Mg " (Wassman y cols., 2007; De y cols., 2008). Estas enzimas
actian como dimeros o tetrameros (De y cols., 2009), lo que permite el encuentro de cada
monomero cargado con una molécula de GTP y la condensacion de estas en la molécula de
c-di-GMP (Figura 2). La actividad diguanilato ciclasa esta sujeta a una inhibicién no competitiva
por producto (Paul y cols., 2004; Christen y cols., 2006), lo que establece una concentracion limite
de ¢-di-GMP y previene el gasto de GTP. Cada dominio GGDEF contiene dos sitios de inhibicion:
primario (Ip) y secundario (Is). Un dimero de moléculas de c-di-GMP intercaladas une el Ip de un
monomero con el Is del otro, impidiendo la formacion del sitio activo y con ello la sintesis de
c-di-GMP (Wassman y cols., 2007). El sitio Ip del dominio GGDEF comprende el motivo RxxD,
que se encuentra ubicado 5 aminoacidos rio arriba del motivo GGDEF (Paul y cols., 2004;
Wassman y cols. 2007) y esta conservado en la mayoria de las potenciales diguanilato ciclasas
(Chirsten y cols., 2006). A la fecha las diguanilato ciclasas mejor caracterizadas son PleD de
C. crescentus y dos proteinas homologas WspR de P. aeruginosa y P. fluorescens. Analisis de
funcionalidad basados en técnicas de mutacion sitio dirigida y estudios estructurales, han

determinado los motivos aminoacidicos importantes en esta actividad catalitica (Paul y cols., 2004;
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Figura 2. Conformacion activa e inactiva de homodimeros de dominios GGDEF. La conformacion
cataliticamente competente corresponde a un homodimero antiparalelo de dominios GGDEF enfrentados por
los sitios de uniéon a GTP de cada mondmero. Un dimero intercalado de c-di-GMP provoca el enfrentamiento
de los dominios GGDEF a través de los sitios Ip e Is, ubicados en la cara contraria del sitio de union de GTP,
bloqueando la formacion del dimero cataliticamente competente (Adaptada de Wassmann y cols., 2007).
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Wassmann y cols., 2007; De y cols., 2009) dentro del sitio activo y los sitios de inhibicion
alostérica (Figura 2). En PleD, los grupos fosfato del sustrato analogo utilizado (GTPaS), muestran
una interaccion fisica directa con los aminodcidos Lys 442, Arg 446 y uno de los iones Mg>",

coordinado por los aminoacidos Glu 370 (del motivo GGDEF) y Asp 327 .

La base nitrogenada es coordinada por los aminoacidos Asn 335 y Asp 344, mientras que
Lys 442 estaria involucrada en la salida de pirofosfato. El sitio de inhibicion primario (Ip) esta
conformado por los aminoacidos Arg 359, Asp 362 y Arg 390, que interactian directamente con las
bases nitrogenadas del c-di-GMP. El sitio de inhibicion secundario (Is), formado por los
aminoacidos Arg 313 y Arg 316, interactia con el Ip a través de dimeros de ¢c-di-GMP cambiando
la conformacion del sitio A (Figura 3), impidiendo con ello la formaciéon del dimero activo

responsable de la actividad diguanilato ciclasa (De y cols., 2009).

1.5.1.2 La degradacion de c-di-GMP se ejerce mediante la actividad fosfodiesterasa

La degradacion de c¢-di-GMP es mediada por familias de fosfodiesterasas, no
filogenéticamente relacionadas, distinguidas por la posesion de dos dominios caracteristicos

llamados “EAL” y “HD-GYP”.

Tal como se hizo con el estudio del dominio GGDEF en diguanilato ciclasas, analisis
bioquimicos y genéticos realizados en el dominio EAL de la fosfodiesterasa TBD1265 de
Thiobacillus denitrificans (Tchigvintsev y cols., 2010) identificaron 10 aminoacidos esenciales para

su actividad catalitica (Figura 3).
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Figura 3. Representaciéon lineal de los aminoacidos determinantes en la funcionalidad de dominios
involucrados en el metabolismo del c-di-GMP. La actividad diguanilato ciclasa (DGC) se ejerce mediante
el dominio GGDEF. Este se compone de un sitio activo y dos sitios de inhibicion por producto. El sitio activo
(azul) lo integran 7 aminoacidos, el sitio de inhibicion primario (rojo) lo integran 3 aminoacidos y el sitio de
inhibicion secundario lo integran 2 aminodcidos. La actividad fosfodiesterasa (PDE) es llevada a cabo por
dominios EAL, cuyo sitio activo lo integran 10 aminoécidos, y dominios HD-GYP cuyo sitio activo lo itegran
7 aminoacidos.
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Estudios bioquimicos y genéticos determinaron que la regidon responsable de la actividad
fosfosdiesterasa corresponde al dominio proteico “EAL” (Tal y cols., 1998; Chang y cols., 2001;
Schmidt y cols. 2005; Bobrov y cols., 2005), llamado asi debido a uno de sus motivos mas
conservados: Glu-Ala-Leu (Tal y cols., 1998). Este dominio presenta un plegamiento tipo barril
trifosfato isomerasa ("TIM barrel"), donde el sitio activo corresponde a un bolsillo formado por
cerca de 10 aminoacidos que en su conjunto coordinan la molécula de ¢c-di-GMP y uno o dos iones
Mg 2" (Rao y cols., 2008; Barends y cols., 2009; Tchigvintsev y cols., 2010). En €I, los residuos
(Glu 523, Arg 527, Glu 546, Asn 584, Glu 616, Asp 646, Asp 647, Lys 667, Glu 703 y Gln 723)
integran el sitio activo de estas enzimas, al conformar una red electrostatica con dos iones Mg*" y
una molécula de agua, favoreciendo el ataque nucleofilico de un ion hidroxilo sobre un enlace éster
de esta molécula. Los iones metélicos interactuan directamente con uno de los fosfatos del
c-di-GMP, mientras que el otro fosfato lo hace con Arg 527. El residuo Gln 723 interactua con Glu
523, Glu 616 y Lys 667 estabilizando la conformacion del dominio. La funcion del residuo Glu 546
no es muy clara, sin embargo su cadena lateral ha sido propuesta para la interaccion con una de las

guaninas del c-di-GMP (Tchigvintsev y cols., 2010).

Producto de la actividad hidrolitica del dominio EAL sobre un enlace éster del c-di-GMP
(Ross y cols., 1987) genera la apertura de esta molécula, produciendo el dinucleétido lineal pGpG

(Figura 1).

A diferencia de los dominios GGDEF, que funcionan estrictamente como dimeros, los
dominios EAL han mostrado conservar su actividad en forma de monomeros (Schmidt y cols.,
2005). Sin embargo, en vista de que la mayoria de dominios EAL en las PDEs caracterizadas
forman dimeros u oligdmeros de mayor orden (Barends y cols., 2009; Rémling y cols., 2013), y que
el estado dimérico ha mostrado ser clave en la activacion por sefiales ambientales (Romling y cols.
2013), se ha asumido que este estado es la unidad funcional del dominio EAL involucrada en la

actividad fosfodiesterasa in vivo.
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Por otro lado, respecto de la familia de fosfodiesterasas HD-GYP, las evidencias bioquimicas
son mucho mas escasas, debido principalmente a las dificultades para la cristalizacion que han
presentado este tipo de proteinas (Lovering y cols., 2011; Romling y cols., 2013). Un avance
importante sobre esta dificultad técnica, se obtuvo de la estructura cristalografica de la
fosfosdiesterasa tipo HD-GYP Bd1817 de Bdellovibrio bacteriovorus (Lovering y cols., 2011).
Dicho trabajo permitid identificar siete aminoacidos (His 150, His 183, Asp 184, His 212, His 237,
Glu 238 y Asn 265) determinantes en la interaccion con los enlaces fosfato del c-di-GMP, que en
coordinacion con dos cationes metalicos de Fe > o Mn *2, permiten el ataque de un i6n hidroxilo
derivado de una molécula de agua resultando en la hidrolisis del enlace fosfodiéster del dinucledtido
(Figura 3). En la formacién de esta red de interaccion binuclear His 183, His 150 y Asn 265
interaccionan con uno de los iones metalicos mientras que los aminoacidos His 237 y Glu 238 lo
hacen con el segundo. Entre ambos nucleos de interaccion, se ubica Asp 184 mediando la interaccion
entre la molécula de agua y el grupo fosfato del enlace fosfodiester. A diferencia del dominio EAL,
la actividad fosfodiesterasa en el dominio HD-GYP degrada la molécula de c-di-GMP a dos

moléculas de GMP (Crossman y cols., 2017).

1.5.1.3 Las Oligoribonucleasas “Orn”: Un nuevo integrante del modelo

La actividad fosfodiesterasa del dominio EAL degrada c-di-GMP hasta el intermediario
lineal pGpG, mientras que la actividad del dominio HD-GYP lo hace directamente a dos moléculas
de GMP. Los dominios EAL son los representantes mayoritarios de la actividad fosfosdiesterasa en
los genomas bacterianos, pero este modelo dejaba sin responder como pGpG no se acumula y es

llevado hasta GMP en bacterias con genomas carentes de dominios HD-GYP.
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Este vacio fue llenado con la descripcion de la oligoribonucleasa Orn en P. aeruginosa
(Cohen y cols., 2015), que hidroliza oligonucledtidos de 2 - 5 bases de longitud, incluyendo el
intermediario pGpG (Figura 1). En este estudio se determind el rol inhibitorio de pGpG sobre la
actividad EAL, el cual es prevenido por la actividad de Orn. De esta manera la actividad de Orn
conforma una regulacion adicional sobre la degradacion del c¢-di-GMP, que de paso abre la

posibilidad a un eventual rol de pGpG en el citoplasma.

1.5.1.4 Proteinas hibridas GGDEF/EAL

Paradodjicamente es comun encontrar diguanilato ciclasas y fosfodiesterasas que incluyen
dominios GGDEF y EAL en una misma cadena polipeptidica. Aunque se ha demostrado la
capacidad de algunas de esas proteinas para ejercer ambas actividades (Kumar & Chatterji, 2008),
la mayoria de los estudios apuntan a la naturaleza mutuamente excluyente entre ellas y sujeta a

sefales intra o extracelulares (Tal y cols., 1998; Christen y cols., 2006; Gomelsky y cols., 2009).

1.5.2 Receptores macromoleculares de c-di-GMP actian como efectores de esta via de
sefializacion

La identificacion de las enzimas involucradas en la sintesis y degradacion del ¢c-di-GMP dio
paso a interrogantes sobre los mecanismos moleculares por los que esta molécula promueve sus
fenotipos asociados. Existe consenso que la molécula de c-di-GMP posee afinidad por distintos
receptores macromoleculares, pudiendo actuar de forma simultanea en todas las etapas que rigen la
manifestacion de un fenotipo, mediante interaccion con factores de transcripcion, estructuras
secundarias de mRNAs y sitios de regulacion alostérica de enzimas (Orr y cols., 2016). Estas
interacciones han mostrado estar condicionada por dominios y motivos caracteristicos, sin embargo,
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éstos no han podido ser predichos por analisis de secuencias, principalmente debido a la capacidad

que esta molécula ha mostrado para unirse a diversas clases de proteinas sin similitud de secuencia.

En este contexto, esta seccidn se restringira a los receptores proteicos mas documentados en
la literatura y sobre los cuales se han establecido los mecanismos de interaccion con la molécula de
c-di-GMP. Estos corresponden a los dominios GGDEF/EAL “degenerados” y dominios PilZ

(Figura 1).

1.5.2.1 Dominios cataliticamente inactivos actiian como efectores de la via del c-di-GMP

Proteinas con un dominio GGDEF cataliticamente inactivo, han sido descritas como
efectoras de la via del c-di-GMP. Estos dominios son inactivos como diguanilato ciclasas, al carecer
de aminoacidos importantes del sitio activo, pero sin embargo conservan el sitio primario de
inhibicion alostérica intacto que puede unir c-di-GMP. Los ejemplos mas documentados de
proteinas efectoras con este tipo de dominios son la proteina PopA involucrada en el ciclo celular de
C. crescentus (Duerig y cols., 2009), la proteina CdgG que controla la rugosidad de
macrobiopeliculas de V. cholerae  (Beyhan y  Yildiz, 2010) y PelD de
P. aeruginosa (Lee y cols., 2007). PelD es un componente del operon responsable de la biosintesis
del polisacarido “Pel”, en el cual la molécula de c-di-GMP ejerce como activador alostérico al
interactuar con el dominio GGDEF degenerado de dicho componente (Rémling y cols., 2013). Lo
mismo sucede con versiones degeneradas del dominio EAL, cataliticamente inactivas, pero capaces
de unir c-di-GMP. El ejemplo més estudiado es la proteina FimX en cuya region carboxi terminal es
posible encontrar un dominio EAL inactivo con alta afinidad por c-di-GMP, interaccion que resulta
determinante en la polimerizacion del pili tipo IV, aparato proteico extracelular involucrado en el

desplazamiento (“twiching”) y adherencia en superficies (Jain y cols., 2017). Otro ejemplo es la
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proteina hibrida GGDEF-EAL LapD, cuya interaccion con c-di-GMP via su dominio EAL
degenerado, promueve la secrecion funcional de la adhesina LapA (Romling y cols., 2013). Pese a
los avances de los ultimos afos en el conocimiento de este tipo de interaccidon, los motivos

aminoacidicos que la permiten son atn desconocidos.

1.5.2.2 El dominio PilZ como receptor proteico de c-di-GMP

El reconocimiento del c-di-GMP por el dominio PilZ, esta basado en “dedos de arginina”,
que componen los motivos “c-di-GMP switch”: RxxxR y D/NzSxxG, separados entre si por 20 a 30
aminoacidos en su estructura primaria, pero en estrecha proximidad dentro de la estructura terciaria
(Amikam y cols., 2006; Ko y cols., 2010; Habazettl y cols., 2011). Uno los dominios PilZ mas
estudiados se encuentra en la enzima BscA, miembro de la maquinaria de biosintesis de celulosa, en
la que PilZ determina su actividad glicosiltransferasa al interaccionar con una molécula de
c-di-GMP (Ross y cols., 1985; Jenal y cols., 2017). Otro caso documentado, lo constituye el
dominio PilZ presente en la proteina YcgR, el que al unir ¢-di-GMP establece una conformacion

que interfiere en la rotacion de motor flagelar (R6mling y cols., 2013)

1.5.3 Mecanismos de especificidad regulatoria en la via de transduccién de sefiales mediada
por c-di-GMP

1.5.3.1 El modelo de “mddulos de control”

La emergencia de tecnologias de secuenciacion automatizada durante la década pasada, reveld
una inusitada abundancia de dominios GGDEF y EAL en genomas bacterianos (Tatusov y cols.,

2000; Galperin y cols., 2001). Asi es como estudios bioinformaticos han predicho 72 dominios
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GGDEF/EAL/HD-GYP en V. cholerae (Galperin y cols., 2001), 41 en P. aeruginosa (Galperin y

cols., 2001) y 19 en Salmonella enterica serovar Typhimurium (Simm y cols., 2004).

En este contexto, el mantenimiento de una concentracion determinada de c-di-GMP en el
citoplasma en presencia de numerosas diguanilato ciclasas y fosfodiesterasas activas
simultaneamente ha constituido una interrogante. Se suma a lo anterior la capacidad de esta via de
sefalizacion para actuar sobre distintos fenotipos tales como motilidad flagelar, progresion en el
ciclo celular o expresion de factores de virulencia, incluso actuando en ellos de forma simultanea
(Hengge, 2009). Lo anterior se puede explicar con el modelo de “mddulos de control”, propuesto a
partir de estudios en E. coli, que integran la restriccion espacio temporal de cada actividad (Hengge,
2009). Estos modulos se componen por diguanilato ciclasas y/o fosfodiesterasas que modularian la
concentracion de ¢-di-GMP entorno a un efector particular via interacciones proteicas entre sus
componentes (Hengge 2009; Romling y cols., 2013; Dahlstrom & O’Toole 2017). De esta manera,
la actividad simultanea de diferentes modulos de control daria origen a cascadas de regulacion que

operarian en paralelo.

Los hallazgos de interaccion entre proteinas componentes de la via estarian apoyando este
modelo. Un ejemplo es la interaccion directa de la fosfodiesterasa RpfG con varias proteinas con
dominio GGDEF en Xanthomonas axonopodis pv citri, (Andrade y cols., 2006). Se han detectado
interacciones entre la diguanilato ciclasa HmsT, la fosfodiesterasa HmsP, la glicosiltransferasa
HmsR y su factor asociado HmsS, todos asociados a la membrana interna y necesarios para la
excrecion de exopolisacaridos y formacion de biopeliculas (Bobrov y cols., 2005). Se ha sugerido la
interaccion directa entre el efector con dominio PilZ, Alg44, y la glicosiltransferasa responsable de
la sintesis de alginato, Alg8, en la cara interna de la membrana plasmatica de P. aeruginosa
(Oglesby y cols., 2008). Otro ejemplo es la relacion entre la diguanilato ciclasa DosC y la
fosfodiesterasa DosP de E. coli, ambas proteinas que en asociacion a una polinucleétido fosforilasa

(PNPase) forman un complejo degradosoma, cuya actividad se ve aumentada por unién a c-di-GMP
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(Tuckerman y cols., 2011). Por altimo, el reciente establecimiento de la interaccion directa entre la
diguanilato ciclasa GebB de P. fluorescens y el efector integral de membrana LapD, como requisito

para secrecion de la adhesina LapA, ha apoyado fuertemente este modelo (Dahlstréom y cols., 2015).

Junto con explicar las observaciones ya sefialadas, el modelo de modulos de control permite
explicar la ausencia de una correlacion directa entre perfiles expresion de componentes de la via y
niveles celulares de c-di-GMP (Gomelsky, 2010; Sarenko y cols., 2017), asi como también explica
la descripcion de cambios fenotipicos asociados a c-di-GMP, que no han sido acompaiiados de
cambios en los niveles celulares de este segundo mensajero (Hister y cols., 2005; Kulasekara y
cols., 2005; Simm y cols., 2007). Sin embargo, la heterogeneidad de concentraciones de c-di-GMP

al interior del citoplasma, atin esta esta lejos de ser comprobada experimentalmente (Hengge, 2016).

Actualizaciones a este modelo la entregan estudios recientes en E. coli que describen una red de
interacciones promiscuas entre distintos componentes de esta via de sefializacidon, que resultan en
organizaciones jerarquicas entorno a reguladores maestros de la produccion de matrix extracelular
(Hengge 2016; Sarenko y cols., 2017; Dahlstrom y cols., 2017). Asi este modelo ha permitido
acuflar el concepto de “interactoma” entre componentes de la via del c-di-GMP, que estaria
determinado por concentraciones y relaciones estequiométricas entre los distintos participantes de
cada moédulo. Se incorporan a éste, la existencia de diguanilato ciclasas y fosfodiesterasas que
actuarian como “jugadores solitarios” no comprometidos en interaccion alguna (Sarenko y cols.,

2017).
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1.5.3.2 Diferencias de afinidad entre los efectores de c-di-GMP

De forma complementaria al modelo de médulos de control, la existencia de diferencias de
afinidad por ¢-di-GMP de hasta mil veces en efectores de esta via, ha permitido postular a dichas
diferencias como un mecanismo de discriminacién jerarquica, que permitiria la activacion de
efectores especificos (Romling y cols., 2013). Ejemplo de ello, es el efecto de la delecion de YhjH,
fosfodiesterasa en S. enferica serovar Typhimurium, mutacion que eleva los niveles de
c-di-GMP a concentraciones suficientes para inhibir su motilidad via interaccion con la proteina
YcgR, pero no para activar al sintesis de celulosa mediante la interaccion con BscA, un efector con

una afinidad 40 veces menor (RGmling y cols., 2013).

1.5.3.3 Transcripcion diferencial de genes involucrados en la via del c-di-GMP

Un importante mecanismo que participa en la conformacion de las redes de sefializacion
mediadas por c-di-GMP es la transcripcion diferencial de genes de proteinas involucradas en el
metabolismo de este segundo mensajero. Muestra de ello, es el control que ejerce el factor
transcripcional RpoS, sobre la transcripcion de genes que codifican dominios GGDEF/EAL en E.
coli. Analisis cuantitativos han revelado que RpoS regula positiva o negativamente 15 de los 28
genes involucrados en el metabolismos de ¢c-di-GMP en esta bacteria (Romling y cols., 2013). De
igual forma este fendmeno también ha sido observado en otras especies bacterianas como
S. enterica (Romling y cols., 2010), V. cholerae (Beyhan y Yildiz, 2010). Caso aparte lo constituye
el control del factor transcripcional AgfD sobre la diguanilato ciclasa AdrA, una de los principales
actores en la manifestacion del fenotipo “Rojo, Seco y Rugoso” (“Rdar”) en S. enterica (Kader y

cols., 20006).
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1.5.3.4 Regulacion de la actividad diguanilato ciclasa y fosfodiesterasa mediante sefiales

ambientales

Tal como se expuso anteriormente, la presencia de dominios accesorios, cominmente
ubicados en la region N terminal es frecuente en proteinas con actividad diguanilato
cilclasa/fosfodiesterasa (Figura 1). Estos dominios han mostrado actuar como sensores de sefiales
ambientales que ejercen control de su actividad enzimatica (Galperin y cols., 2004; Romling y cols.,
2013).Ejemplo de ello es la actividad fosfodiesterasa de “PDEA1” en G. xylinus, cuyo dominio
“PAS” (Per-Arnt-Sim), controla su actividad de manera oxigeno dependiente (Chang y cols., 2001).
El mismo fenémeno ha sido descrito para la fosfodiesterasa ortéloga DosP de E. coli (Tarnawski y
cols., 2013), donde el dominio PAS actiia como sensor de oxigeno via grupos hemo presentes en su
estructura (Henry & Crosson 2011). Se han descrito dominios sensores sensibles a ciertos espectros
de luz como es el caso del dominio “PHY” que regula la actividad de la diguanilato ciclasa BphG
en R. sphaeroides (Taruntina y cols., 2006). Mas reciente es la descripcion de la diguanilato ciclasa
DgcZ de E. coli, cuya actividad es inhibida en presencia de zinc, metal detectado por su dominio
CZB, siendo este el primer caso descrito de un dominio sensor sensible a un metal (Zahringer y

cols., 2013).

Si bien se han descrito senales ambientales tales como la presencia de poliaminas (Karatan
y cols., 2009), cambios en la concentracion de fosfato (Chekabab y cols., 2014) o presencia de
antibidticos (Hoffman y cols., 2005) que afectan la actividad de diguanilato ciclasas y
fosfodiesterasas, el espectro de sefiales ambientales que inciden en estas estas enzimas y los

dominios involucrados en su deteccion se encuentran pobremente descritos (Romling y cols., 2013).
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1.6 Planteamiento del problema

La via del c-di-GMP es un mecanismo de transduccion de sefiales ambientales que regula la
formacion de biopeliculas en bacterias, por lo que el estudio del efecto del cadmio sobre esta via de
senalizacion, permitira ahondar en los mecanismos moleculares que operan en la formacion de estas

estructuras multicelulares en presencia de metales pesados.

En este contexto la identificacion de genes determinantes de la formacion de biopeliculas en
C. metallidurans CH34, modelo de biorremediacion y resistencia a metales pesados, abrira la

posibilidad de realizar modificaciones genéticas que impacten estos atributos.
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1.7 Hipotesis y Objetivos

Hipotesis:
"La presencia de cadmio induce cambios en la expresion de genes involucrados en la via del

¢-di-GMP que promueven la formacion de biopeliculas y fomentan la resistencia a este metal en

Cupriavidus metallidurans CH34 “

Objetivo general:

Caracterizar el rol de la via del c-di-GMP en la formacion de biopeliculas y resistencia a cadmio en

C. metallidurans CH34

Objetivos especificos:

' Determinar la presencia de componentes de la via del c-di-GMP en el genoma de

C. metallidurans CH34.

Analizar el efecto de la presencia de cadmio sobre la formacion de biopeliculas y la via del

¢-di-GMP en C. metallidurans CH34.

Analizar el efecto de la modificacion de la dosis génica de genes involucrados en la via del
c-di-GMP sobre la formacion de biopeliculas y la resistencia a cadmio en C. metallidurans

CH34.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Cepas y medios de cultivo

Las cepas de C. metallidurans CH34 , AE128, AE126 y AE104 fueron cultivadas a 30 °C
en medio minimo “Low Phosphate Tris Media” (LPTMS): Tris (6,06 g/L), NaCl (4,68 g/L), NH4CI
(1,07 g/L), KCI (1,49 g/L), Na>SO4 X 10 H>0 (0,98 g/L), MgCl> X 6 H,O (0,20 g/L), CaCl, x 2 H»0
(0,03 g/L), Na,HPO4 (0,085 g/L), Citrato Fe/NH4 (0,005 g/L), 1 mL/L de solucion de elementos
traza SL7 de Biebl y Pfenning (1000X) y succinato 0,3 % (Mergeay y cols., 1985). Las cepas de
E. coli y P. aeruginosa fueron cultivadas en medio LB con 5 g/L de NaCl, en caldo super 6ptimo
(SOB) y SOC (SOB + succinato 0,3%). Las cepas de E. coli SL17-1 Apir pJBTcl9 y
pjBTc19:pleD* fueron donadas por el Doctor Juan San Juan (EEZ-CSIC Granada, Espafia). Las
conjugaciones biparentales se efectuaron en medio agar caldo nutritivo 1,5% (NB). El conteo de
UFC de C. metallidurans se realizé en medio agar TSA 1,5% (Producto de digestion enzimatica de

Caseina 15 g/L, Producto de digestion enzimatica de harina de Soya 5 g/L, NaCl 5 g/L)

2.2 Herramientas bioinformaticas

2.2.1 Busqueda de componentes genéticos asociados a la via del c-di-GMP en
C. metallidurans CH34

La secuencia del genoma de C. metallidurans CH34 fue obtenida desde la base de datos de
Centro Nacional de Informacion para la Biotecnologia de E.E.U.U (NCBI). Para identificar genes
relacionados con la via del c-di-GMP se extrajeron las secuencias aminoacidicas de dominios

arquetipicos GGDEF, EAL y HD-GYP, en los que los determinantes aminoacidicos para cada
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actividad catalitica han sido caracterizados por mutagénesis sitio dirigida y cristalografia de rayos
X. Este fue el caso del dominio GGDEF de la diguanilatociclasa "PleD" de C. crescentus (Malone y
cols., 2007, Wassmann y cols., 2007), del dominio EAL presente de la fosfodiesterasa TBD 1265
de Thiobacillus denitrificans (Schmidt y cols., 2005; Tchigvintsev y cols., 2010) y del dominio
HD-GYP presente en la fosfodiesterasa Bd1817 de B. bacteriovorus (Lovering y cols., 2011)
(Figura 3). Dichas secuencias aminoacidicas fueron utilizadas como entradas de alincamiento local
a través del programa BlastP (Altschul y cols., 1997) en el proteoma de C. metallidurans CH34. A
partir de estos resultados se seleccionaron un conjunto de ORFs utilizando como limites de corte los
valores de e- value < 4 E-6; en la busqueda de dominios GGDEF, e-value <2 E-7 en la busqueda

de dominios EAL y e-value < 0,03 en el caso de la busqueda de dominios HD-GYP.

Los dominios GGDEF, EAL o HD-GYP codificados en cada ORF seleccionado, fueron
extraidos de la base de datos de NCBI. Para analizar la conservacion de los motivos determinantes
de actividad, se realizd un alineamiento global entre dominio utilizando Clustal W (Thompson y
cols., 1994), usando como referencia la secuencia de cada dominio arquetipico. El resultado de cada

alineamiento fue visualizado con el programa “jalview” (http://www.jalview.org/).

El hallazgo del efector PelD se llevo a cabo mediante una bisqueda de anotaciones en el
genoma de C. metallidurans CH34. Posterior a su identificacion se evaluo la conservacion de
aminoacidos importantes para su union al dimero de ¢-di-GMP (Arg 567, Gli 568, Leu 569, Asp
570, Val 751 y Arg 402) (Lee y cols., 2007; Whitney y cols., 2012) via alineamiento global con la

secuencia aminoacidica PelD de P. aeruginosa.

La busqueda de dominios PilZ, efectores de esta via, se realiz6 mediante la busqueda de
ORFs anotados bajo dicha denominacion en el genoma de C. metallidurans CH34. Las anotaciones
identificadas fueron evaluadas en su capacidad de unir ¢c-di-GMP en base a la conservacion de los
motivos de union a c-di-GMP (“RxxxR” y “D/NzSxxG”) que conforman el denominado*“c-di-GMP

switch” (Benach y cols., 2007; Amikam y cols., 2006; Rémling y cols., 2013). La presencia de estos
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motivos se determind mediante el alineamiento global de las secuencias aminoacidicas extraidas de
cada dominio, con el dominio PilZ activo (Q9HVII.1) de la proteina PA4608 de P. aeruginosa.
Para fortalecer esta prediccion de actividad, se incluyd en este alincamiento el dominio PilZ

inactivo (3DSG_C) (Habazettl y cols., 2011).

Por ultimo, la busqueda del factor transcripcional Bcam1349, efector de esta via en
Burkholderia cenocepacia (Fazli y cols., 2011), se realizé via alineamiento local. Posteriormente, la

secuencia identificada (e-value < 7 E-81) fue sometida a un analisis de conservacion via

alineamiento global con la secuencia aminoacidica de Bcam1349.

2.2.2 Anadlisis del contexto génico de ORFs asociados a la via del c-di-GMP en
C .metallidurans CH34

El analisis de contexto génico de cada ORF identificado se realizdo en la plataforma
http://mgcv.cmbi.ru.nl analizando ventanas de 15000 nucleotidos y caracterizando la funcion

asociada a cada uno segun categorias COG (Overmans y cols., 2013).

2.2.3 Analisis de homologia entre secuencias aminoacidicas codificadas en los genomas de
C .metallidurans CH34 y los genomas de E. coli K12 y P. aeruginosa PAO1

El analisis de homologia entre proteinas codificadas en C. metallidurans CH34 con
dominios asociados al metabolismo de ¢-di-GMP y proteinas de E. coli K12 y P. aeruginosa PAO1,
se efectud via un algoritmo de alineamiento local (BlastP). Se definieron secuencias homologas,
alineamientos con identidad > 30 %, abarcando un porcentaje > 90 % de la secuencia de interés
(Brenner y cols., 1998; Pearson 2013). Estos resultados se confirmaron mediante analisis de
conservacion de arquitecturas de dominios obtenidas desde la plataforma CDART (Geer y cols.,

2002).
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2.3 Exposicion a cadmio de células planténicas y biopeliculas

Los cultivos de biopeliculas y células plantonicas de C. metallidurans se efectuaron a partir
de una suspension celular de densidad 1 x10 ® células/mL en medio LPTMS succinato 0,3 %. Dicha
suspension fue utilizada como inéculo para el cultivo de biopeliculas filtrando por vacio 1 mL de
suspension sobre membranas de policarbonato estéril de 25 mm de didmetro y 0,2 uM de diametro
de poro (Whatmann 110656). Una vez depositadas las células sobre la membrana, esta se colocod
sobre medio agar semisdlido 0,8 % LPTMS succinato 0,3 % ¢ incubaba a 30 °C en condiciones
estaticas por 10, 13 y 16 h. A partir de 1 mL de la misma suspension de c€lulas se inocul6 el cultivo
planténico en 9 mL medio LPTMS succinato 0,3% para luego incubarlo a 30 °C en condiciones de
agitacion a 150 rpm por 10, 13 y 16 h. Este procedimiento permitié iniciar los cultivos de ambos
estilos de vida, a partir de un indculo con la misma cantidad inicial de células. Transcurridos los
tiempos de incubacion, la exposicion simultanea de ambos estilos de vida al cadmio, se llevd cabo
relocalizando la biopelicula desde el medio control a uno con cadmio agregado a una concentracion
final 2 mM. Las células plantdnicas fueron expuestas a cadmio agregando directamente cadmio en

solucion. La exposicion de ambos estilos de vida se realizo durante 45 min. (Figura 4).
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Figura 4. Disefio experimental para la exposicion a cadmio de células planténicas y biopeliculas de
C. metallidurans. El modelo de biopelicula utilizado corresponde a macrobiopeliculas formadas sobre filtros

de policarbonato.
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2.4 Estudios transcriptomicos en células planténicas y biopeliculas de C. metallidurans CH34
expuestas a cadmio

2.4.1 Extraccion de RNA y retrotranscripcion

Concluido el tiempo de exposicion definido en la seccion 2.3, las membranas colonizadas
por las biopeliculas fueron inmediatamente colocadas en una mezcla de 10 mL de medio liquido
LPTMS 2 mM con 1/5 de volumen de una “stop solution" fria (etanol 95 %, fenol saturado 5 %, pH
< 7,0) (Lin Chao y cols., 1991; Bernstein y cols., 2002; Lin y cols., 2008) para fijar los
transcriptomas presentes.

Posterior a ello las células fueron recolectadas por centrifugacion a 1920 x g por 10 min a
4 °C, luego traspasadas a tupos Eppendorf de 2 mL y centrifugadas nuevamente por 1 mina 6 x g a
4 °C.

Cada sedimento celular fue suspendido en 700 uL de solucion de lisis (20 mM acetato de
sodio pH 5,5; 1 mM EDTA, 0,5 % SDS, 1 % pB-mercaptoetanol), ¢ incubado a 65 °C por
10 min. Los productos de lisis se mezclaron por inversion durante 10 min con 700 pL de fenol acido
precalentado homogenizando ambas fases cada 2 min. Posteriormente las muestras se centrifugaron
a 16000 x g a 4 °C por 5 min. La fase acuosa obtenida se mezclo por inversion con 700 pl de fenol
acido/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1) y se incubd a temperatura ambiente por 5 min.
Posteriormente se centrifugd a 16000 x g a 4 °C por 5 min. La fase acuosa obtenida se mezclé con
700 pL de cloroformo y se dejo por 3 min a temperatura ambiente para luego centrifugar a 16000 x
g a 4 °C. Por ultimo, la fase acuosa se mezcldé con 1 volumen de isopropanol, 0,1 volumen de
acetato de sodio 3 M y 1 ul de glicogeno. Para precipitar el RNA, esta mezcla se incub6 a -20 °C
toda la noche. E1 RNA precipitado se recuperd por centrifugacion a 16000 x g por 30 min a 4 °C,

dos lavados con etanol 70 % y suspension en 50 uL. de agua libre de nucleasas. Para eliminar el
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DNA genomico remanente, 10 pg de RNA fueron tratados con 2U de DNAsa TURBO (Ambion
AM1907) por 1,5 h a 37 °C de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Luego de ello el
producto de digestion fue llevado a un volumen de 200 uL y precipitado con 1 volimen de LiCl 7,5
M durante la noche a -20°C. El RNA precipitado se recuper6 por centrifugacion a 16000 x g por 20
min. 4 °C. Luego se lavd 2 veces con 1 mL de etanol 70 % y dejo secar a temperatura ambiente por
15 min. Finalmente el RNA se resuspendio en 35 pL para realizar los analisis de integridad en gel
de agarosa, cuantificacion por espectofotometria a 260 nm y evaluacion de la presencia de DNA
genomico por PCR (40 ciclos) de un fragmento del gen cadA4 (175 pb). De no encontrarse indicios
de contaminacién con DNA gendémico se procedio a la sintesis de cDNA a partir de 500 ng de RNA
total con 0,5 pug de hexameros al azar y la transcriptasa inversa IMPROM II (Promega A3800).

Cada cDNA obtenido fue diluido 20 veces, usando 1 pL por reaccion.

2.4.2 PCR de transcripcion reversa

Se estimo la abundancia de un sub conjunto de 20 transcritos prioritarios via andlisis
cualitativo de la intensidad de banda de amplicones obtenidos en fase exponencial de la reaccion de
amplificacion determinada entre los 30 y 33 ciclos. Este analisis se llevo a cabo comparando
condiciones y estilos de vida en dos replicas biologicas. Como control positivo de exposicion a
cadmio se usé el amplicon correspondiente al gen cadAd (RMET RS11560) responsable de la
detoxificacion de cadmio desde el citoplasma de C. metallidurans CH34 (Nies y cols., 2003). Como
genes referenciales, se utilizaron rpoZ (RMET RS04305) y gyrB (RMET RS00030). Cada reaccion
de PCR fue realizada a una concentracion de partidores 0,625 nM usando el “kit” de amplificacion
“Takara Saphire RR350”. Los partidores utilizados fueron los mismos utilizados en RT-qPCR

descritos en la Tabla 1.
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Tabla 1. Lista de los partidores utilizados

ORF Orientacion Secuencia 5'- 3' Amplicon (pb)
RMET RS02985 Fwd AGCGCGGTTTCGGTGATTT 127
Rev TGGTGTCGATCAACCTGTCT
RMET RS05485 Fwd GTGCATTGCTTGGATGGCTT 145
Rev ACGCCTACGCATTCGTTGT
Fwd  GCTTGGGTTCGCAACTCCTT
RMET RS05490 124
- Rev ACATGCTGGTGCATTGTGCT
RMET RS08460 Fwd GGAATCATATGCCCAACCGCTAAG 120
Rev ACGTATCCGTCAAACCGCAACA
RMET RS08465 Fwd GCCAAGAGTACCGATTGCGT 133
Rev ATGTGGATGCGCTGCACTTT
RMET RS09375 Fwd GGAAACAGCGGCCTGATCAT 135
Rev AATTGCCAGCGTGAAGCAGA
Fwd  TGGCCATCGCCAATCATGTT
RMET RS11180 125
- Rev AGAAAGGCCCGTGATCTGGT
Fwd  CGCGTTTGGACAGCGAATG
RMET RS11270 113
- Rev CGTGCTGAAGCTGGTTTTGC
RMET RS11280 Fwd TGCCGTCGCGTGGAAAGAAT 121
Rev TGTCGAATGCGGCAAGCAGA
Fwd  CCATCGCCGGACATCGTTT
RMET RS11355 139
- Rev  GCCTCGCTTGGCTTCATACA
Fwd  TCTGGCTGCATTCGCTGTTT
RMET RS16170 133
- Rev  CGGATTTCGCCACGGTAGTT
Fwd  GCCGACGTCACGATCGATTA
RMET RS19900 139
- Rev CGTTTGGGCCAGATTGCTTG
Fwd  AAGCTTCCGGATTCGATCGAGTTG
RMET RS20545 148
- Rev  TTAGCCGCTGCAGTTCGAGATT
RMET RS20720 Fwd GCTGGTCAGATCACGCAACT 127
Rev TGGCCAAGCCGCTGAATTT
RMET RS22980 Fwd GTCGATGGCGGTCAACCTTT 115
Rev TCGAGCGTCAATCGTCTTGG
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Continuacion de la Tabla 1.

RMET RS24295 Fwd GCGATCGTTGAATGGCTTGA 132
Rev  TATGCGAATCCGCTGACGTT

RMET RS24820 Fwd GCGGGCGATCTTCACGTAAT 137
Rev CGCTGGAATCGCTGACCAA

RMET RS25455 Fwd GGCTGATAGCAAGCCACGAA 144
Rev ACCCCGCGAGTCTGGTAAAT

RMET RS26980 Fwd ACGTTGGCCACGCTGTTT 139
Rev  TGATTGCCTGCGTCATGACC

RMET RS28910 Fwd GTGCATGGCCAGATGGTTCA 149
Rev  CGAAAGAACGGCGAGCTGTA
Fwd ACGCCTTCGAAAGCCAGTT

RMET RS29325 123

- Rev TGGCATGGCCGTGTATGTC

RMET RS29670 Fwd TCCGCCAGGTTAAGCAAACA 127
Rev AAGCGAATCGTGCCCTTTGT

RMET RS30470 Fwd TCGCGCCTTTATCCATGACA 132
Rev ACCGACACTTGCCAAACGTA

w2 Fwd CACGCTCAAGATCGACCAAT 133

‘ Rev AAGACTCGCCGATGTTTCCA

Fwd CGCGTATTACCGTCGAAGA

rpoZ 123
Rev TGTCCTTTGCCTCGACCTT
Fwd AGAAAACGAGGTCGCCAAGA

gyrB 132
Rev  GAAACGAGCTTGTCCTTGGT
Fwd AATAATAAGCTTATGAGCGCTTTCCGG

urf2.2 1050
Rev  AATAATGAATTCATGCCGCCGCCGGCA
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2.4.3 Determinacion de abundancia de transcritos mediante qPCR de transcripcion reversa

Para este analisis, cada cDNA obtenido fue diluido 30 veces en agua libre de nuclesas. 1 uL.
de esta dilucion fue utilizado como molde para la reaccion. Para ello se utilizo el kit de
amplificacion Fast SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems, 4385612) y el equipo
de QPCR “Step One” (Applied Biosystems, 271003314). Los cambios en abundancia de
cada transcrito fueron determinados por cuantificacion relativa respecto a los genes

referenciales gyrB y rpoZ, en la condicidon control y experimental (Ecuacion).

EACf gai

RO=
NRQ YIS ct gdi

Ecuacion. Féormula utilizada para el calculo de “cantidades relativas normalizadas” de
transcritos entre dos condiciones experimentales (NRQ). E: Eficiencia de amplificacion,
Ct: ciclo limite donde comienza la fase exponencial de la reaccion de amplificacion. f: nimero de
genes referenciales, gdi: gen de interés

Una vez disponibles los datos de Ct (“threshlod cycle”) se determino el nimero de
“cantidades relativas normalizadas” (NRQ: “Normalized Relative Quantities”) para cada
transcrito. Este parametro expresa el efecto de un tratamiento experimental en la
abundancia de un transcrito especifico (Hellemans y cols., 2007). Se consideré como
cambio de abundancia significativo NRQs fuera del rango [+1, -1], parametro evaluado

mediante test de t student de una muestra con un IC= 95%.
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La eficiencia de amplificacion de cada par de partidores, fue determinada a partir de
la pendiente de la recta generada entre los Ct obtenidos de la amplificacion de cinco
diluciones seriadas de 100 ng/ulL de DNA gendémico de C. metallidurans CH34.

Determinaciones realizadas en duplicado. (Anexo 1).

2.5 Cuantificacion de c-di-GMP en extractos nucleotidicos de biopeliculas y células
plantonicas de C. metallidurans

Los sedimentos celulares obtenidos de cultivos bajo las condiciones descritas en la seccion
2.3 fueron suspendidos en 300 uL de buffer de extraccion (acetonitrilo/etanol/agua: 2/2/1) e
incubados en hielo por 15 min. Posteriormente fueron incubados 10 min a 95 °C y luego
cenntrifugados a 4°C por otros 10 min a 13000 x g. El sobrenadante fue recolectado en tubos
“Eppendorf” de 2 mL. El sedimento celular remanente fue nuevamente resuspendido en 200 pL de
buffer de extraccion, incubado en hielo por 10 min adicionales y vuelto a centrifugar juntando

ambos sobrenadantes. Este tratamiento se repitio con el sedimento celular remanente.

El sobrenadante total obtenido (700 uL) fue incubado a -20 °C por 16 h y separado de
detritos celulares remanentes por centrifugacion a 16000 x g durante 10 min a 4 °C. El sobrenadante
obtenido se deshidratd en “speedvac” a 25°C durante 4 h. Previo a su cuantificacion los extractos
nucleotidicos fueron solubilizados utilizando un vortex e incubando a 4°C por 30 min en 200 pL de
agua nanopura. Los extractos fueron cuantificados por HPLC-MS en las dependencias de Biolog
(Bremen, Alemania). Los resultados obtenidos fueron normalizados por el contenido de proteinas
totales determinado en cada muestra mediante el kit BCA (Thermo, 23227). Todos los analisis se

realizaron a partir de tres réplicas biologicas.
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2.6 Clonamiento molecular del gen urf2.2

2.6.1 Preparacion de células electrocompetentes y electrotransformacion de cepas de E. coli

S17.1 Apir.

Las cepas de E. coli se sembraron en agar LB 1,5% en presencia de concentraciones
selectivas de antobioticos:trimetropim (Tp) 10 pg/mL y acido nalidixico (NA) 30 ug/mL para la
cepa S17.1 Apir. Luego de su incubacion por 16 h a 37 °C se sembro a partir de una colonia aislada,
un preindculo en 5 mL de medio LB bajo las mismas condiciones selectivas a 150 rpm.
Transcurridas 16 h de incubacion, se inoculdé 200 mL al 1 % v/v en LB en presencia de antibidticos

y se monitoreo su densidad optica a 600 nm (ODeoo) hasta alcanzar valores entre 0,5 y 0,8.

Posterior a ello, el cultivo se colocd en hielo durante 15 min para luego obtener un
sedimento celular por centrifugacion a 4500 x g por 10 minutos a 4 °C. El sedimento fue lavado
cinco veces con una solucion de glicerol 10 % enfriada en hielo para finalmente suspenderlo en
150 pL de glicerol 10 %. Para efectuar la electrotransformacion se mezcld 50 pL de la suspension
celular obtenida, con 200 ng de vector contenidos en 2,5 uL (80 ng/ puL). La mezcla se colocd en
una cubeta de electrotransformacion de 0,2 cm y se le aplicé un pulso eléctrico (2,4 kV por 5
milisegundos). Inmediatamente después se agregd a la mezcla 1 mL de medio SOB y se incub¢ a 37
°C por 1 hora. Transcurrido este tiempo se sembro 100 uL de la mezcla en agar LB en presencia de
tetraciclina (Tc) 15 pg/mL y ampicilina (Ap) 100 pg/mL. Las células transformadas se
seleccionaron transcurridas 48 h de incubacion a 37°C. Las células de E. coli transformadas se
lisaron en presencia de NaOH y para luego liberar los insertos mediante digestion doble con

EcoRI/Xbal (Fermentas) por 1 h a 37°C (Anexo 2).
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2.6.2 Vectores de expresion

Para la sobreproduccion de proteinas en cepas de C. metallidurans se utilizd el vector
pJBTc19 (Figura 5A), donado por el Laboratorio del Doctor Juan San Juan (Dpto. Microbiologia
del Suelo y Sistemas Simbioticos, Estacion Experimental del Zaidin, CSIC, Granada, Espaiia). Este
ha sido utilizado anteriormente como vector de expresion en gamma y beta proteobacterias de vida
libre (Blatny el al., 1996, Paul y cols. 2004, Pérez-Mendoza y cols. 2014). Se recibi6 también por
parte de este grupo, la construccion pjBTcl9:pleD* con el inserto “pleD*’ (Xbal/EcoRI)
codificante para una version constitutivamente activa de la diguanilatociclasa PleD de C. crescentus
(Paul y cols. 2004), consecuencia de cuatro mutaciones puntuales (Asn/Thr 120, Ala Thr 214,
His/Pro 234 y Tyr/Asn 234). Esta construccion (Figura 5B), fue utilizada para elevar los niveles de

¢-di-GMP de forma constitutiva (Pérez-Mendoza y cols. 2014).

2.6.3 Construccion del plasmidio pjBTc19:urf2.2

El DNA genomico de C. metallidurans CH34 fue purificado de células suspendidas en
400 pl de solucion 0,4 M NaCl, 10 mM Tris-HCI, 2 mM EDTA, pH 8,0. A esta suspension se
agreg6 44 pl de SDS 20 % y 1 pl de solucion de RNasa 10 mg/ml y se incubd a 65 °C por 30 min.
Una vez enfriada la suspension a temperatura ambiente, se agregd 300 pl de NaCl 6 M, para luego
homogenizar la mezcla en vortex a maxima velocidad por 30 s. Luego de centrifugar a 16000 x g
por 10 min, el sobrenadante por inversién con un volumen de isopropanol y se incubd a -20 °C por
1 h. Transcurrido dicho periodo, la muestra se centrifugé a 16000 x g por 10 min a 4 °C y se
descartd la fase acuosa. E1 DNA se lavo con 750 pl de etanol 75 % dos veces y luego de secar al
aire por 15 min, fue suspendido en 100 pl de agua nanopura para su analisis de integridad en geles

de agarosa y ser cuantificado por espectrofotometria a 260 nm.
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(6252) HindIII
(6250) SphI
(6244) PstI - SbfI
(6228) Xbal ‘
(6222) BamHI
(6217) KpnI
(6213) Acc65I
(6211) Sacl
(6209) ECO53KI
(6201) EcoRI

(7648) HindIII

(6207) EcoRI - ff

pJBTc19:pleD*
8465 bp

pIBTc19
7069 bp

Figura 5. Plasmidios utilizados en la sobrexpresion de genes en C. metallidurans y P. aeruginosa. A) pJBTcl9: Vector vacio. B) pjBTc19:pleD*:
Constructo sobre pJBTc19 con el inserto pleD* Hindlll/EcoRI. C) pjBTc19:urf2.2: Constructo sobre pJBTc19 con el inserto urf2.2 HindIlI/EcoRI. tetR: sitio
promotor de fetA. tetA: Gen de resistencia a Tetraciclina. Amp: Gen de resistencia a ampicilina. MCS: sitio de multiclonamiento. CAP: ORF del factor de
transcripcion dependiente de AMP ciclico. oriT: origen de transferencia. oriV: Origen de replicacion. trf4: ORF de proteina iniciadora de la replicacion oriV:
Origen de replicacion. oriT: origen de transferencia.
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Los partidores disefiados para amplificar la secuencia codificante de “urf2.2” se basaron en
la secuencia nucleotidica de RMET RS30310 (Tabla 1). Se obtuvo un producto de amplificacion de
RMET RS30310 por PCR utilizando la DNA polimerasa de alta fidelidad (Invitrogen 1253216),
con partidores especificos, disefiados para generar un amplicon flanqueado por sitios de restriccion
EcoRI/HindlIll. El producto obtenido fue ligado con el vector pGEM-T easy (Promega A1360) y
luego introducido por electrotransformacion en E. coli JM109. La introduccion del vector
recombinante pGEMT:urf2.2 en E. coli IM109 se confirmé mediante PCR. Posterior a ello,
pGEMT.:urf2.2, se digirio con EcoRI y Hindlll para liberar el inserto con extremos cohesivos que
permitiesen la ligacion en el vector pJBTc19. Esta ligacion fue llevada utilizando ligasa de fago T4
(Promega M1801) utilizando una proporcion molar de 2:1 (inserto/vector) bajo las
recomendaciones del fabricante. El producto de ligacion fue introducido por electrotransformacion
a E.coli IM109. Se seleccionaron colonias transformantes por PCR para su cultivo posterior y
extraccion del constructo “pjBTc19:urf2.2” (Figura 5C) via Midiprep (Omega D6904).
Posteriormente, la presencia del inserto urf2.2 fue corroborada por secuenciacion. Las cepas y

genotipos utilizados en este estudio se resumen en la Tabla 2.

2.6.4 Conjugacion biparental de C. metallidurans

La cepa dadora de E. coli S17.1 A pir y la cepa receptora de C. metallidurans fueron
cultivadas hasta su fase exponencial en 5 mL de medio LB Tc¢ 15 pg/mL, Ap 100 pg/mL y medio
LPTMS succinato 0,3 % respectivamente. Ambos cultivos se concentraron en 1 mL de solucién
NaCl 0,85 % estéril. Se depositaron por filtracion por vacio 200 pL de la cepa receptora y sobre ella
50 uL de la cepa dadora sobre membranas de policarbonato (Whatmann 110656). Las membranas
inoculadas fueron depositadas sobre medio agar caldo nutritivo e incubadas durante 48 h a 30 °C.

Transcurrido el tiempo de incubacion, cada membrana inoculada fue colocada en 1 mL de solucion
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Tabla 2. Cepas y genotipos utilizados.

Cepas de C. metallidurans Genotipo
AE104 ApMOL30,ApMOL28
AE128 ApMOL28
AE126 ApMOL30-
CH34 pMOL30, pMOL28
CH34 pJBTc19 CH34 transformada con vector vacio pJBTc19
CH34 pjBTc19:pleD* CH34 transformada con pjBTc19:pleD*

CH34 pjBTcl9:urf2.2

CH34 transformada con pjBTc19:urf2.2

Cepas de P. aeruginosa

Genotipo

PAO1
PAO1 4drocR
PAO1 drocR pJBTcl19

PAOL 4rocR pjBTc19:urf2.2 PAO1 ArocR transformada con vector pjBTc19:urf2.2

Wild type
Mutante nula del gen rocR derivada de PAO1
PAO1 ArocR transformada con vector vacio pJBTc19
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NaCl 0,85% estéril y agitada en un vortex para desprender el césped celular obtenido durante el
tiempo de incubacion. Se sembro 75 pL. de la suspension celular en medio agar (1,5%) caldo
nutritivo (NB) en presencia de kanamicina (Kan) 1000 pg/mL, tetraciclina (Tc¢) 15 pg/mL y
ampicilina (Ap) 100 pg/mL y se incub6 4 dias a 30°C. Para confirmar la efectiva transconjugacion
de C. metallidurans, las colonias obtenidas se replicaron en medio agar selectivo sin kanamicina,
las que se inocularon en 10 mL de medio TSB Tc 15 ug/mL, Ap 100 ug/mL. Transcurridas 16 h se
realiz6 una extraccion plasmidial ("Wizard" Midiprep, Promega A7640) y digestion doble del

producto con EcoRl/Xbal (Fermentas) por 1 h a 37 °C (Anexo 2).

2.7 Ensayos fenotipicos

2.7.1 Ensayos en agar Rojo Congo

Las cepas de C. metallidurans fueron crecidas en medio liquido LPTMS toda la noche.
Posteriormente, los cultivos fueron diluidos para obtener una densidad celular equivalente a una
ODsoo ~0,5. Se sembré 5 pL de cada suspension celular, en medios agar LB, sin NaCl y
suplementados con Rojo Congo 50 ug/mL y azul de Comassie 10 pg/mL (Romero y cols., 2010), de
forma de visualizar la retencion de Rojo Congo en EPS de matrices extracelulares. Las placas
fueron incubadas por 5 dias a 30 °C. Las macrobiopeliculas formadas fueron visualizadas en una

lupa Olympus MVX10.
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2.7.2 Ensayos con tincion Cristal Violeta

Las biomasas adheridas fueron cuantificadas desde cultivos de 180 uL. en microplacas de 96
pocillos de fondo redondo (NEST 701101). Una vez descartada la fraccion plantonica remanente
via dos lavados sucesivos con agua destilada, la biomasa adherida fue tefiida con 200 pL de
solucion cristal violeta 0,1 % (MERCK 425555) por 15 min. Posteriormente, las placas fueron
lavadas tres veces con agua destilada y secadas a temperatura ambiente por 16 h. El colorante
retenido en la biomasa adherida fue solubilizado con 200 pL de acido acético 30 % por 15 min. De
este volumen, se tomd 150 pL de cada pocillo para colocarlos en una microplaca de fondo plano
(NEST 701001) para realizar la cuantificacion del colorante por absorbancia a 595 nm (Stepanovic

y cols. 2007; O'Toole y cols. 2011).

2.7.2.1 Formacion de biopeliculas de C. metallidurans CH34 en presencia de cadmio

Las células de C. metallidurans CH34 se recolectaron de un cultivo fresco (16 h) de
C. metallidurans CH34 por centrifugacion. El sedimento celular se suspendio en un volumen de
medio fresco para obtener una suspension celular con una densidad inicial ODgy~2,0. Esta
suspension fue distribuida en cultivos de 180 uL. El cadmio se agregd adicionando diferentes
volimenes de una solucion de cadmio 10 mM estéril. La viabilidad celular en las fracciones

plantonicas de cada cultivo se determind como UFC/mL en medio TSA.
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2.7.2.2 Cultivo de biopeliculas con cepas de P. aeruginosa

Células de P. aeruginosa presentes en cultivos frescos (16 h a 30 °C) se recolectaron por
centrifugacion. El sedimento celular fue luego suspendido en un volumen de medio fresco para
obtener una suspension celular con una densidad inicial ODgo ~ 0,05. Esta suspension fue

distribuida en cultivos de 180 pL e incubada 6 h en condiciones de agitacion 150 rpm a 30 °C.

2.8 Determinaciones de susceptibilidad a cadmio en “Calgary Biofilm Device”

2.8.1 Cultivos de biopeliculas y células plantonicas

Esta actividad se realizo durante la estadia de investigacion realizada en el “Biofilm
Research Group” del departamento de Ciencias Biologicas de la Universidad de Calgary, Canada,
que dirige el Doctor Raymond Turner (Junio a Noviembre 2016). Se empez6 sembrando 50 pL de
stock de criopreservacion (medio LPTMS, glicerol 40 %) directamente a 5 mL de medio LPTMS
Hg 2,5 pM por 16 h. Las células se concentraron en a un volumen de 250 pL. de LPTMS a partir del
cual se tomo un inoculo para realizar una siembra en estria a una placa LPTMS s6lido Hg 10 uM,
se incubod durante 48 horas a 30°C hasta la obtencion de colonias aisladas (Figura 6). A partir de las
colonias obtenidas, posteriormente se realizo una suspension celular con una turbidez equivalente a
una solucion estandar Mc Farland 1,0 (Thermo R20421). Para inocular, la suspension celular se
diluy6 15 veces antes de colocar en incubacion en el sistema CBD (Innovotech 19111) a 30°C y

150 rpm (Ceri y cols., 1999; Harrison y cols., 2010).
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2.8.2 Ensayos de susceptibilidad a cadmio de células plantdnicas y biopeliculas

Transcurridas 24 h de incubacion, las biopeliculas formadas fueron separadas de la fraccion
plantonica y utilizadas independientemente como indculo para su cultivo a través de un gradiente de
concentracion de cadmio (0,5 a 32 mM) por 24 h. Para cuantificar la sobrevida tras la exposicion, se
determiné el numero de ufc/mL presentes en cada fraccion (Harrison y cols., 2010) (Figura 6). La
minima concentraciéon bactericida de células plantonicas (MBC) y la minima concentracion de
erradicacion de biopeliculas (MBEC) fueron calculadas bajo la definicion de “concentracion de
compuesto biocida requerida para disminuir el 99,9% de la poblacion control” (Harrison y cols.,
2007). Ambos parametros fueron determinados mediante conteo de colonias viables (ufc/mL) en
medio TSA tras la exposicion a un gradiente de concentracion de cadmio por 20 h. Estas
concentraciones biocidas fueron calculadas partir de regresiones no lineales en el software
GraphPad Prism v5. Los datos se relativizaron respecto a los valores de la poblacion control

(Y°= 100%).
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Figura 6. Esquema general del cultivo de biopeliculas en el sistema “Calgary Biofilm Device”. Este
protocolo consta de cinco pasos basicos. 1: Siembra del “stock” criogénico en un medio sélido con un agente
selectivo. A partir de este primer subcultivo se desarrolla un segundo subcultivo en medio no selectivo para
descartar determinantes genéticos de adaptacion en los resultados finales. 2: Preparacion de una suspension
celular equivalente a la densidad oOptica de un estandar Mc Farland 1.0 (equivalente a 3 E 8 células/mL) a
partir del subcultivo 2. 3: Alcanzada esta densidad, la suspension se diluy6é 30 veces en medio de cultivo
distribuyéndose 200 pL en cada pocillo. Luego la tapa original de la placa fue reemplazada por una cubierta
disefiada para insertar una superficie cilindrica (“peg”) de 44 mm? en cada pocillo de la placa constituyendo
asi el “Calgary Biofilm Device” (Ceri y cols., 1999). 4: Transcurrido el tiempo de incubacidn, las biopeliculas
formadas se lavaron con NaCl 0,85% para descartar las células plantonicas superficiales. 5: Obtenidas las
biopeliculas, fue posible realizar los distintos analisis.
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De esta manera se obtuvieron curvas de viabilidad celular cuyos parametros respondieron a
una ecuacion de caida exponencial (Figura 7). La interpolacion en la ecuacion que describio la
pérdida de viabilidad en cada cepa y estilo de vida, permitié determinar aquella concentracion de
cadmio (X) a al quue se conservo el 0,01% de la poblacion celular original (Y). Para resguardar la
coherencia biologica de estas determinaciones, fue necesario restringir la ecuacion a valores

positivos (Plateau > 0), evitando asi el calculo de concentraciones biocidas de cadmio negativas.

Como medida de dispersion se tomd en cuenta interpolaciones adicionales, realizadas bajo
los extremos del intervalo de confianza (95%) calculado para la constante de cada curva (“K”)
(Figura 7). Asi fue como se obtuvo tres determinaciones de susceptibilidad por ensayo, ntimero
suficiente para establecer promedios, criterios de dispersion y analisis estadisticos en cada cepa y

estilo de vida expuesto a cadmio.
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Y = (Y° — Plateau) x e-®X) 1 Plateau

Y° -

e Y° =valordeY cuando X=0.

Plateau= valor de Y cuando X=o0

Rango

* K= tasa de caida exponencial

Plateau
* Rango = Y°- Plateau

Figura 7. Parametros de una curva de caida exponencial

e Restricciones: Y°=100, Plateau>0.
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3. RESULTADOS

3.1 Determinar la presencia de componentes de la via del c-di-GMP en el genoma de
C. metallidurans CH34

Para estudiar los componentes genéticos que participarian en la via de sefializacion via
c-di-GMP en C. metallidurans CH34, se realizd6 una busqueda bioinformatica por similitud de
secuencias aminoacidicas. Esta se llevo a cabo en base a secuencias aminoacidicas de dominios con
funcionalidad conocida: el dominio GGDEF de la DGC PleD de C. crescentus, el dominio EAL de
la fosfodiesterasa TBD 1265 de T. denitrificans y el dominio de la fosfodiesterasa HD-GYP de
Bd1817 de B. bacteriovorus.

Ademas se incorpord la busqueda de genes que codifiquen para efectores de esta via en el
genoma de C. metallidurans CH34. Para ello se realizaron busquedas por anotacion de dominios
PilZ y del efector PelD. Ademas se indagd, por alineamiento de secuencias aminoacidicas, la
posesion de proteinas homologas Becam1349, factor transcripcional de la maquinaria de sintesis de
celulosa en B. cenocepacia (Fazli y cols., 2011), cuya afinidad por esta region promotora aumenta

por unién a c-di-GMP.

3.1.1 Prediccion de funcionalidad en diguanilato ciclasas codificadas en el genoma de
C. metallidurans CH34

El alineamiento local (BlastP) del dominio GGDEF de PleD con proteinas codificadas en el
genoma C. metallidurans CH34, mostro 30 alineamientos con un e-value < 0,006; cada uno
representante del dominios GGDEF codificado en 30 ORFs distintos (Anexo 3). Entre estas

secuencias aminoacidicas se establecio la presencia de un dominio EAL en 12 de ellas,
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reubicandolas bajo la categoria de productos génicos hibridos, que incluyen ambos dominios

(GGDEF y EAL) en la misma cadena polipeptidica.

Los 18 ORFs restantes mostraron la presencia de un dominio GGDEF como unico
involucrado en la via del c-di-GMP. Entre estos se descart6 la funcionalidad del dominio GGDEF
codificado en RMET RS04365, debido a la sustitucion Arg 446 por Tyr 446, residuo determinante
en la interaccion con los grupos fosfato y la base nitrogenada de la molécula de GTP en el sitio
activo de este dominio (Wassmann y cols. 2007). De este modo se predijo la funcionalidad

diguanilato ciclasa en 18 proteinas codificadas en el genoma de C. metallidurans CH34 (Tabla 3).

3.1.2 Prediccion de funcionalidad en fosfodiesterasas tipo EAL codificadas en el genoma de

C. metallidurans CH34

La busqueda de dominios EAL codificados en el genoma de C. metallidurans CH34 se
realizé por analisis de similitud de secuencias aminoacidicas, respecto a la secuencia del dominio
EAL presente en la fosfosdiesterasa TBD 1265 (PDB:3n3t). Esta busqueda resultdé en 22
alineamientos con un e- value < 0,012; asociados al dominio EAL codificado en 22 ORFs del
genoma de C. metallidurans (Anexo 2). Al descartar las 12 proteinas hibridas ya mencionadas, se
determino la presencia de un dominio EAL en el producto de 10 ORFs como unico dominio
involucrado en la via del ¢-di-GMP dentro de su estructura (Tabla 4). Al interior de este conjunto,
el dominio EAL codificado en RMET RS19345 fue predicho como inactivo al exhibir sustituciones

Glu 523 Gly, Glu 527 Gly, Gln 584 Ser y Glu 703 Gly, residuos determinantes en la coordinacion
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Tabla 3. Prediccion de la funcionalidad catalitica de dominios GGDEF identificados en el
genoma de C. metallidurans CH34

OREFs con un dominio GGDEF
Locus Replicon Siﬁ((,; ::‘t)ivo Sg‘:‘ga (ii‘t)i; Ias:) Prediccion
RMET RS04365 CHRI1 6 0 0 Activo
RMET RS05490 CHRI1 7 3 0 Activo
RMET RS08460 CHRI1 6 1 0 Activo
RMET RS09375 CHRI1 7 3 2 Activo
RMET RS10905 CHRI1 7 3 0 Activo
RMET RS11180 CHRI1 6 2 0 Activo
RMET RS11270 CHRI1 6 0 0 Activo
RMET RS11355 CHRI1 7 0 0 Activo
RMET RS16170 CHRI1 6 3 0 Activo
RMET RS17815 CHRI1 7 1 2 Activo
RMET RS19450 CHR2 6 0 0 Activo
RMET RS19900 CHR2 6 1 2 Activo
RMET RS20545 CHR2 7 3 2 Activo
RMET RS21415 CHR2 7 3 0 Activo
RMET RS25835 CHR2 7 0 1 Activo
RMET RS28515 CHR2 7 0 0 Activo
RMET RS28900 CHR2 3 0 0 Inactivo
RMET RS29325 CHR2 7 0 0 Activo

a: Sitio de inhibicién primario; b: Sitio de inhibicién secundario. Entre paréntesis se describe el
namero de aminoacidos que constituyen cada sitio.

Tabla 4. Prediccion de la funcionalidad catalitica de dominios EAL identificados en el genoma
de C. metallidurans CH34

ORFs con un dominio EAL
Locus Replicén Sit(ilo Oa:;i)vo Prediccion
RMET RS05485 CHRI1 10 Activo
RMET RS08465 CHR1 9 Activo
RMET RS19345 CHR2 6 Inactivo
RMET RS20720 CHR2 10 Activo
RMET RS21885 CHR2 9 Activo
RMET RS24820 CHR2 10 Activo
RMET RS25455 CHR2 9 Activo
RMET RS26980 CHR2 9 Activo
RMET RS30310 pMOL30 10 Activo
RMET RS31035 pMOL28 10 Activo
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con uno de los dos iones de Mg*?, necesaria para su actividad catalitica (Tchigvintsev y cols., 2010).
En consecuencia, se identifico 9 ORFs que codifican un dominio EAL con caracteristicas

estructurales de una fosfodiesterasa funcional.

3.1.3 Prediccion de funcionalidad en proteinas hibridas codificadas en genoma de

C. metallidurans CH34.

Los analisis bioinformaticos realizados sobre los dominios GGDEF y EAL presente en las
12 secuencias hibridas detectadas, predijeron la bifuncionalidad diguanilo ciclasa/fosfodiesterasa en
nueve de ellas (Tabla 5). Las sustituciones Arg 313 His, Asp 327 His, Asn 335 Asp y Arg 359
Glu, sustentaron la prediccion del dominio GGDEF codificado en RMET RS19120 como
cataliticamente inactivo. Por otro lado, las proteinas codificadas en los ORFs RMET RS24490 y
RMET RS29670 fueron predichas como cataliticamente inactivas en base a las sustituciones en
ambos dominios. En el caso de RMET RS24490 las sustituciones Arg 313 His, Asp 327 His, Asn
335 Asp y Arg 359 Glu en su dominio GGDEF, y las sustituciones Glu 523 Thr, Asn 584 Leu, Glu
616 Val Glu 646 Ser y Glu 703 Arg, en su dominio EAL predijeron la inactividad catalitica de
ambos dominios. Similar fue el caso de RMET RS29670 cuyas sustituciones Arg 313 Ser, Arg 359
Asp, Asp 370 Gly, y Arg 446 Ala en su dominio GGDEF, y las sustituciones Glu 523 Ala, Arg 527
Pro, Asn 584 Pro, Asp 646 Ser y Glu 703 Thr en su dominio EAL predijeron la inactividad

catalitica de ambos dominios (Tabla 3).

En el caso de RMET RS29670 la conservacion parcial del sitio de inhibicion primario en su
dominio GGDEF, la conservacion parcial del sitio activo de su dominio EAL y su ubicacion en el
plasmidio pMOL30, asociado a la resistencia a metales, sustentaron la inclusion del producto

génico
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Tabla 5. Prediccion de actividad diguanilato ciclasa y fosfodiesterasa, en proteinas hibridas
codificadas en el genoma de C. metallidurans CH34.

ORFs con dominios GGDEF y EAL

GGDEF EAL
Sitio iti
Locus Replicon  activo SitioIp*  Sitio Is? Prediccidon asctti\:)o Prediccidon

(7 aa) (3aa) (1o2aa) (12 aa)
RMET_RS02985 CHR1 7 2 0 Activo 12 Activo
RMET _RS11280 CHR2 4 2 0 Activo 12 Activo
RMET _RS19120 CHR2 3 1 0 Inactivo 12 Activo
RMET _RS20580 CHR2 5 0 0 Activo 11 Activo
RMET _RS24490 CHR2 2 0 0 Inactivo 6 Inactivo
RMET_RS22980 CHR2 7 0 0 Activo 12 Activo
RMET_RS24295 CHR2 7 0 0 Activo 10 Activo
RMET_RS28625 CHR2 7 1 0 Activo 12 Activo
RMET _RS28910 CHR2 6 1 2 Activo 12 Activo
RMET_RS29320 CHR2 6 0 0 Activo 12 Activo
RMET _RS29670 pMOL30 1 1 0 Inactivo 4 Activo
RMET RS30470 pMOL30 7 2 0 Activo 12 Activo

a: Sitio de inhibicién primario, b: Sitio de inhibicion secundario
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de RMET RS29670 como un posible efector de esta via de sefializacion en presencia de metales

pesados.

En resumen, de las 12 proteinas hibridas codificadas en el genoma de C. metallidurans
CH34, 9 fueron predichas con dominios GGDEF y EAL activos y so6lo una (RMET RS19120)
mostrd conservacion del motivo catalitico presentes en su dominio EAL. Las dos restantes
(RMET RS24490 y RMET RS29670) fueron predichas como enzimaticamente inactivas en ambos

dominios (Tabla 5).

3.1.4 Prediccion de funcionalidad en fosfodiesterasas tipo HD-GYP codificadas en el genoma
de C. metallidurans CH34

El hallazgo de dominios HD-GYP codificados en el genoma de C. metallidurans CH34, se
realizé mediante busqueda por similitud respecto a la secuencia aminoacidica del dominio HD-GYP
presente en la fosfosdiesterasa Bd1817. Esta resulto en un alineamiento con un e- value < 0,003 que
correspondi6 al dominio HD-GYP codificado en RMET RS20080. La prediccion de funcionalidad,
basada en la busqueda de los siete motivos aminoacidicos determinantes en esta actividad catalitica
(His 183, Asp 184, His 212, His 237, Glu (His) 238, Asn (Asp) 265, Asn (Arg) 269) establecio la
ausencia de His 183, y Asp 184, ademas de las sustituciones His 212 Pro, His 237 Ser, Glu (His)
238 GIn y Asn (Asp) 265 Glu , sustentando asi la prediccion de RMET RS20080 como un ORF

codificante para un dominio HD-GYP cataliticamente inactivo (Anexo 5 ).

3.1.5 Posibles efectores en la via del c-di-GMP en C. metallidurans CH34

Los analisis descritos permitieron predecir posibles diguanilato ciclasas y fosfodiesterasas

funcionales en C. metallidurans CH34, indicando que este microorganismo contaria con los
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elementos necesarios para la sintesis y la degradacion del c-di-GMP. Como paso siguiente, se

analizo la secuencia gendémica de C. metallidurans CH34 en blisqueda de efectores de esta via.

Entre los primeros ORFs propuestos como codificantes para efectores de esta via, se
incluyé ORFs codificantes para dominios GGDEF y EAL, predichos como cataliticamente inactivos
bajos los criterios de prediccion utilizados. Tal fue el caso de las ORFs RMET RS04365 y
RMET RS29670, que no conservan los aminoacidos de unioén a c-di-GMP, caracteristicos en los
sitios Ip e Is de este tipo de efectores. Sin bien esto sustentd su descarte como posibles efectores,
fueron mantenidas en esta categoria en base a antecedentes dmicos que describen un aumento de 3,2
veces en la expresion de RMET RS04365 en el proteoma C. metallidurans CH34 frente a la
presencia de rocas volcanicas en el medio (Bryce y cols., 2015) y el aumento de abundancia de 2,1

veces del transcrito de RMET RS29670 en presencia de cadmio (Monchy y cols., 2007).

Al llevar el foco sobre los dominios EAL inactivos, hasta el momento hay tres efectores
conocidos que unen c-di-GMP en su dominio EAL: FimX, LapD y Ykul (Romling y cols., 2013).
Dichas proteinas, ademas de los dominios GGDEF y EAL, poseen otros dominios hacia su extremo
amino terminal, involucrados en la transduccion de sefiales via c-di-GMP. El ORF RMET RS19345
codificante para un dominio EAL predicho como inactivo, carece de estas caracteristicas dado que
no posee otros dominios que pudiesen ejercer la transduccion de esta union hacia otros blancos
celulares, abarcando su dominio EAL, 516 aa de los 536 aa que constituyen su secuencia
aminoacidica. En base a lo anterior y en ausencia de antecedentes de su expresion, se descartd a
RMET RS19345 como posible efector de esta via.

Para proseguir en la identificacion de efectores de esta via de sefalizacidon en
C. metallidurans CH34, se efectuaron busquedas por anotaciones y alineamiento local de secuencia
aminoacidicas. El primer efector pesquisado fue PelD, cuyo dominio GGDEF degenerado regula
alostéricamente su participacion en la biosintesis del polisacarido PEL en P. aeruginosa (Lee y

cols., 2007). La busqueda de anotaciones en el genoma identifico una proteina codificada en
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RMET RS2149 anotada como PelD. Junto con confirmar la relacion de homologia (I1=28,9%;
S=45,8%) el alineamiento global entre ambas secuencias aminoacidicas estableci6 la conservacion
de 5 de los 6 aminoacidos que determinan la unidén al dimero de c¢-di-GMP en el dominio
citoplasmatico de este efector (Arg 567, Gli 568, Leu 569, Asp 570, Val 751 y Arg 402)
(Whitney y cols., 2012) solo exhibiéndose la sustitucion Ala 568 (Figura 8). Mas atn el analisis del
contexto génico de RMET RS21490 lo ubico dentro de una organizacion tipo operon pelABCDFG,
caracteristica de esta maquinaria de biosintesis (Figura 9). Sustentando asi la clasificacion de la
proteina codificada en este ORF (PelD), como efector de la via del c-di-GMP en C. metallidurans

CH34.

El segundo efector buscado en C. metallidurans CH34 fue el dominio “PilZ” inicialmente
caracterizado en la glicosiltransferasa BscA, enzima responsable de la sintesis de celulosa en
G. xylinus (Amikam y cols., 2006; Morgan y cols., 2014; Jenal y cols., 2017). La busqueda de
anotaciones de dominios PilZ en el genomas de C. metallidurans CH34 identifico cuatro ORFs
codificantes para dominios PilZ (Tabla 6). Tal como sucede con dominios GGDEF y EAL, es
comun la existencia de variedades de dominios “PilZ” inactivas en la capacidad de unir ¢-di-GMP
(R6émling y cols., 2013). Para analizar la funcionalidad de los dominios PilZ codificados, se analizd
la conservacion de aminoacidos que componen el motivo de interaccion con la molécula de
c-di-GMP (“c-di-GMP switch). Se utilizd6 como referencia en esta prediccion las secuencias del
dominio PilZ activo (Q9HVI1.1) presente en la proteina PA4608 de P. aeruginosa (Guzzo y cols.,
2009), y el dominio PilZ inactivo (3DSG_C) presente en la proteina XC1028 de Xanthomonas
campestris (Habazettl y cols., 2011), ambos dominios con estructura tridimensional resuelta

mediante cristalografia en interaccion con el segundo mensajero (Figura 10).
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PelD_(P._aeruginosa_PAO1)/1-455 1 - - - - e e e e e e e e MSAHKDEFT RASGSVSWVETL SALALGLG F S|P DD QVNAT VIEAPLLEG FVRGLASAA 72
PelD_(C._metallidurans_CH34)/1-487 1 MAKTVETRRQGQGIGLGGRYAR AGGGAAAVI 1 A ITWLVLEQN LLGMG A LPIVIEAL TLVGVGAVL 87
PelD_(P._aeruginosa_PAO1)/1-455 73 LEVAALFAERVQGVEAYAQVPAAEI VGV CAMLVGEERDIWER ERLELANEYRQL DEFTRAHHI D QRVAGNDQS 159
PelD_(C._metallidurans_CH34)/1-487 88 LGG FEDEIGAHSGA - FERRMEF G LVLVAGQEGDVWNT ARARAVNRYLDE AALTKNHYL A NDLLARPTT 173

PelD_(P._aeruginosa_PAO1)/1-455 160 SSIELG QLLRELP- - -GDEA DALAETVEALL YGSLRIAG RVRYDRTPEPQPLATLGEMPALDADDL T RGEEV 243
PelD_(C._metallidurans_CH34)/1-487 174 DTS Q AVALQDAMNGEK S G -AGAQPMEQVYV ACQVEGAA ACDGERYV - VPENAVASIGPAFEIDVNDP H TRAEA 258

PelD_(P._aeruginosa_PAO1)/1-455 244 SVROQELEERGEQRAHSALQVCVPLVDTDGRILALEA Q FVFNERTFSLEAILAGHV LLOSDRILA - - - - -----=---=----- 313
PelD_(C._metallidurans_CH34)/1-487 259 HLRSTGEQQDAQTRYVAV - - -APVLAGSDRLIGVEV R LSLTYENLQM v YY GVEHARAT - - - - - = = = = = = = = = = -~ 325
PelD_(P._aeruginosa_PAO1)/1-455 314 - - - - - - - - - - LQLADIDAQRESQYLKRSLLDARDHGL - - - -PACLYAEERLT D YG- - - - - - o e e e e e e e e EEVQCHELE - - - 363
PelD_(C._metallidurans_CH34)/1-487 ~ 326 - - - - - - - HGIQEMAPAIPYAEALDYARLSRLRHETGIQS - -SVVALVEDEDE DA - - - - - - - - - e o e e e e e FEQVYV 378
X kok ok E3
PelD_(P._aeruginosa_PAO1)/1-455 364 GSIQR G QLRL DEGRRVLEVEL TSAEGSQG QRLRILFAER QARELESLGVRIRQYELDAGNDRQ GHFLFNEGC - - - - 446
PelD_(C._metallidurans_CH34)/1-487 379 RISRRA AWPV AH - HRA T SDAQAVSA VRI EDMLRAQ T - -DFSSAHIGVYTLSVPAEGAEE R -[ELHREQLDG 461
PelD_(P._aeruginosa_PAO1)/1-455 447 - - - - - - - - - - LNDPQQ I------- 455
PelD_(C._metallidurans_CH34)/1-487 462 ASTITAVQADGTRDA S SAGPARAG 487

Figura 8. Alineamiento global de las secuencias aminoacidicas PelD de P. aeruginosa 'y C. metallidurans CH34. Se destacan con asterisco rojo los residuos
determinantes en la union al dimero de c-di-GMP.
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Figura 9. Contexto génico del ORF RMET _RS21490 codificante para el efector PelD presente en el genoma de C. metallidurans CH34. En rojo se destaca

RMET RS21490.
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Tabla 6. Prediccion de la capacidad de union a c-di-GMP en dominios PilZ codificados en el genoma de C. metallidurans CH34.

n. d.: no detectado

PA4608/1-125
Xc1028/1-99
RMET_RS05745/1-124
RMET_RS09140/1-115
RMET_RS08705_/1-96
RMET_RS11325/1-98

PA4608/1-125
Xc1028/1-99
RMET_RS05745/1-124
RMET_RS09140/1-115
RMET_RS08705_/1-96
RMET_RS11325/1-98

RME I

55

RFRLKTASLDAEVIIDGTV
VLSLLDRPQKYQV - -QGTVAWITPVG
---1ISDAAGRVEAGATGAV-WLSELGWVTCRVARTQ-GHLL
CLSRGSRTYHFPAVVTRNI

TP -MKT P

-------- SLAWAR--------------DGLL
LLTLPDSSERLPV- -AGKVVWTTPAG- - - - - - - - AQGNRAA
------------------ RSAAS

OREF codificante Mejor hit de Blast (e-value) Conservacion del "c-di-GMP switch" RxxxR, DxSxxG | Prediccion

RMET RS05745 | flagellar brake protein, Cupriavidus sp. HMR-1 (0) RxxxR, DxSxxG Activo

RMET RS08705 cellulose synthase, Cupriavidus sp. SHE (0) RxxxR, DxSxxG Activo

RMET RS09140 | pilus assembly protein, Cupriavidus sp. SHE (8 ¢%) n.d/AxxG Inactivo

RMET RS11325 cellulose synthase, Cupriavidus sp. SHE (0) RxxxR S/GxxG Activo

* * * * *

1 MSDQHDERRRFHRIAF - - - - - - - - - - DAD-------- SEILQGERRWEVLLHD- - - - - VSLH@ILVGQPQDWNGDPQRPFEA -RLYLGLDML 1
T QGILSLALKDKAALYSAYXPFVKSGEGIFV - - ---------- PTPK-RYXLGDEMFL
1 ------ PVRRAARVPTRLAAYLTEGGDEDGQP SNAGMDDRMS QGMARLGVELSD - - - - - LSTGGBALV------------ QTSSLAPAVEGOKMRL
T PATTGRPNVLSLS IKDQAGLYAAYMPFLARGGIFV - - - - - ------- PSNR - PFRLGEQMF L
1----RKEERFPHRERARLCIY- - - - - GSDGLPRE - - « = - -« == - oo oo - FDGVTQDMSCNGIGL - - = = = = = = = = = = = = s s o mmmmemm oo
1 ------ QVRVSHRIPMRYV - - - - = - - - = - - - - PATLLLPDGRTIACKTEN- -YS - - - - - MGGLGMVL - - - - - - -« -« - - Pipv-rLvE@arfcv

FECQHI
IGVQFP
VGVHLP
IEL-FP

]

LDSISHLRRLVELNLGDE -ELLERELALLVSAHDD
GPEGEAVRNKIETLLAG
DDEFPAFGVAFDAL
DDIGRSLKRAVEEILGKTIESGRPTQTIL
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Figura 10. Alineamiento multiple entre secuencias de dominios PilZ codificados en el genoma de C. metallidurans CH34. Como referencia se utilizaron el
dominio PilZ activo de PA4608 y el dominio PilZ inactivo de XC1028. Se destacan en asterisco los aminoacidos que componen el sitio unién a c-di-GMP
(“c-di-GMP switch™).
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La conservacion exhibida de los motivos (RxxxR y D/NzSxx(G), determinantes en la union
a c-di-GMP, apoya fuertemente esta capacidad en las proteinas codificadas en RMET RS05745 y
RMET RS08705, al verse conservanda la totalidad de los motivos de union al dinucleotido
(Tabla 6). Diferente es el caso de la proteina codificada por RMET RS11325, cuya conservacion se
mostrd parcial en dichos motivos, por lo que su capacidad de unir ¢c-di-GMP seria mas incierta. Sin
embargo la conservacion del su contexto génico dentro del operon responsable de la sintesis de
celulosa respaldaria su funcionalidad como proteina homdloga de BscA. RMET RS09140 exhibid
una baja conservacion de los motivos de union a c-di-GMP, infiriéndose por ello su incapacidad de

unir ¢c-di-GMP y por lo tanto su inactividad como efector de esta via de sefalizacion (Tabla 6).

Dada la proximidad filogenética de C. metallidurans y B. cenocepacia, y pertenencia a la
familia Burkholdericeae, se incorpor6 a la busqueda una proteina homologa del factor
transcripcional Bcam1349 dentro del genoma de C. metallidurans CH34, determinante en la
formacion de biopeliculas en B. cenocepacia (Fazli y cols., 2011). Una blsqueda via alinecamiento
local identifico una secuencia codificada en RMET RS18290 (I= 53 %, e value = 7 e -21). El
alineamiento global entre ambas secuencias aminoacidicas reveld un alto grado de conservacion
(I= 47 %, S= 63,2 %) sustentando asi la clasificacion de la proteina codificada en RMET RS18290

como posible efector de la via del ¢c-di-GMP en C. metallidurans CH34 (Anexo 6).

En resumen, el analisis sobre la conservacion de motivos aminoacidicos determinantes en la
actividad de cada dominio, permitié la identificacion de 36 proteinas (17 GGDEF, 9 EAL, 10
GGDEF-EAL) potencialmente activas en la sintesis y degradacion de este segundo mensajero
(Figura 11). A este grupo se le sumo tres efectores candidatos con dominios PilZ, uno en posesion
de dominios GGDEF/EAL con sitios activos degenerados, una proteina homologa del efector PelD

y otra homologa del factor transcripcional Bcam1349.
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El ORF codificante para un dominio HD-GYP (RMET RS09120) en el genoma de C.
metallidurans CH34, fue descartado de analisis posteriores, dada la ausencia de conservacion en

motivos determinantes para su actividad fosfodiesterasa.

3.2 Efecto de la presencia de cadmio sobre la formacion de biopeliculas y
la via del c-di-GMP en C. metallidurans CH34

3.2.1 Efecto de cadmio sobre el contenido de EPS en biopeliculas cultivadas en su presencia

Para conocer de forma cualitativa la influencia de cadmio sobre el contenido de EPS en las
biopeliculas de C. metallidurans CH34, se sembro suspensiones celulares sobre medios solidos
suplementados con Rojo Congo a diferentes concentraciones del metal. El desarrollo de
“macrobiopeliculas” sobre la superficie de este medio permitié la tincion de las EPS generadas con
Rojo Congo. De esta manera fue posible establecer un efecto inhibitorio, y dosis dependiente, del

cadmio sobre el contenido de EPS de macrobiopeliculas de C. metallidurans CH34 (Figura 12).

3.2.2 Efecto de cadmio en la formacion de biopeliculas en C. metallidurans CH34

Se monté un ensayo para cuantificar la formacion de biopeliculas en etapas tempranas
(O' Toole y Kolter 1998) de C. metallidurans CH34 a diferentes concentraciones de cadmio. Para
descartar un sesgo por muerte celular en la interpretacion de estos resultados, se determind la
concentracion de unidades formadoras de colonias (UFC/mL) en la fraccion plantonica como
medida de viabilidad celular. El resultado obtenido replicé el efecto inhibitorio y dosis dependiente

de cadmio sobre la formacion de biopeliculas descrito en la seccion 3.2.1 (Figura 13).
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Figura 12. Efecto del cadmio sobre el contenido de EPS en macrobiopeliculas de C. metallidurans
CH34. Coloracion proporcional al contenido de EPS presente en cada matriz. Cultivos en medio LB libre de
NaCl suplementados con Rojo Congo. Incubaciones de 5 dias a temperatura ambiente en oscuridad. Imagen
representativa de tres experimentos independientes. Barra: 1 cm.
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Figura 13. Efecto del cadmio sobre la formacion de biopeliculas de C. metallidurans CH34. Las barras
corresponden a datos de absorbancia obtenidos a partir de la resolubilizacion del colorante Cristal Violeta
retenido en la biomasa adherida. Las lineas corresponden a datos de viabilidad celular de la fraccion
planténica de cada cultivo. Resultados de incubaciones estaticas por 15 h a 30 °C. Se muestran los valores
promedio de tres experimentos independientes + dS.
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El cadmio no tuvo efecto significativo en la viabilidad celular de C. metallidurans CH34
dentro del rango de concentraciones evaluado (Figura 13), dando cuenta de la existencia de un
proceso fisiologico de inhibicion en la formacion de biopeliculas en presencia de cadmio en el

medio.

3.2.3. Caracterizacion de macrobiopeliculas generadas por cepas de C. metallidurans carentes
de plasmidios asociados a la resistencia a metales pesados.

Con el objetivo de conocer el efecto de la pérdida de los plasmidios pMOL28 y pMOL30,
se caracterizO las macrobiopeliculas en cepas curadas de C. metallidurans de uno o ambos
plasmidios (Tabla 2). Para ello, suspensiones celulares de cada cepa fueron sembradas en medio
solido suplementado con Rojo Congo. Las macrobiopeliculas de la cepa AE104, curada de
pMOL28 y pMOL30, mostraron un fenotipo carente de EPS y con una mayor proporcion de
espacios vacios en su interior, indicando con ello diferencias cualitativas en la composicion de su

matriz exopolimérica (Figura 14).

3.2.4 Comparacion de la susceptibilidad a cadmio entre células plantonicas y biopeliculas de

C. metallidurans CH34

Los resultados presentados en las secciones 3.2.1 y 3.2.2 mostraron un efecto inhibitorio de

cadmio sobre el estilo de vida sésil, formador de biopeliculas.
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CH34 AE126 AE128 AE104

Figura 14. Fenotipos en agar LB Rojo Congo de C. metallidurans CH34 y cepas derivadas. Las

macrobiopeliculas se documentaron a los 5 dias de crecimiento a 30°C en medio LB agar Rojo Congo.
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Convencionalmente las biopeliculas son consideradas estructuras de resistencia al efecto
toxico de los metales pesados. En vista de los resultados anteriores se compar6 la susceptibilidad a
cadmio entre cé€lulas plantonicas y biopeliculas de C. metallidurans CH34. Estos ensayos se
llevaron a cabo en el sistema “Calgary Biofilm Device” (Ceri y cols., 1999, Harrison y cols., 2010),
disefiado originalmente para la susceptibilidad a compuestos antimicrobianos entre la fraccion
plantonica y sésil de un mismo cultivo (Figura 6). No se observd diferencias significativas de
susceptibilidad a cadmio entre células plantonicas y biopeliculas de C. metallidurans CH34 (Figura

15).

3.3 Efecto de la exposicion a cadmio sobre los niveles de c-di-GMP en células plantonicas y
biopeliculas

Una vez establecida la presencia de componentes de una via de sefalizacion de
¢-di-GMP en C. metallidurans CH34 mediante predicciones in silico y determinados los efectos
fenotipicos de la presencia de cadmio en la formacion de biopeliculas en esta bacteria se procedio a
determinar el efecto de la presencia del cadmio en los niveles intracelulares de c-di-GMP. Para ello
se obtuvieron extractos nucleotidicos de células sometidas al mismo modelo experimental
establecido en 3.2, en los que se determiné la concentracion de c-di-GMP por HPLC-MS.

Se establecid que tanto células plantonicas como biopeliculas de C. metallidurans CH34
expuestas a cadmio 2 mM, disminuyeron de forma significativa los niveles intracelulares de c-di-
GMP, resultado que se correlaciona con el efecto inhibitorio de este metal pesado sobre la

formacion de biopeliculas de esta bacteria descrito en las secciones 3.2.1 y 3.2.2 (Figura 16).
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Figura 15. Comparacion de la susceptibilidad a cadmio entre células planténicas y biopeliculas de
C. metallidurans CH34. A) Se evaluo el nimero de UFC recuperadas desde cada fraccion en cultivos con
20 h de incubacion a diferentes concentraciones de cadmio. Se muestran los valores promedio de tres
experimentos independientes + dS. Valores normalizados respecto a la condicion control. Los datos
experimentales obtenidos fueron sometidos a una regresion no lineal, obteniendo asi dos curvas de caida
exponencial (lineas). B) Parametros de susceptibilidad a cadmio obtenidos de interpolaciones al 0,01 % de
sobrevida, bajo los parametros de la ecuacion de cada curva exponencial obtenida. Se muestran los valores
calculados dentro de un intervalo de confianza del 95 % definido por las variaciones entre los parametros que
describieron cada curva exponencial. La significancia de las diferencias entre los valores de MBC y MBEC
obtenidos fue evaluada mediante test de t de student. ns: no significativa.
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Figura 16. Efecto de la exposicion a cadmio en los niveles celulares de c-di-GMP en células planténicas
y biopeliculas. Se muestran los resultados promedios de tres réplicas biologicas + dS. Los simbolos
representan los grados de significancia de las diferencias evaluadas mediante test de t de student.*: p < 0.5.

ns: sin diferencias significativas.
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3.4 Efecto de la exposicion a cadmio en transcritos involucrados en la via del c-di-GMP

C. metallidurans CH34

Se establecio un sub conjunto de ORFs involucrados en la via del c¢-di-GMP, con rol
potencial en la respuesta a cadmio en C. metallidurans CH34 en base a tres criterios: i) contexto
génico asociado a la resistencia metales o formacion de biopeliculas, ii) presencia de dominios
accesorios vinculados a la deteccion de sefiales ambientales en las secuencias aminoacidicas que
codifican, ii1) homologia con proteinas funcionalmente caracterizadas en E. coli o P. aeruginosa,

modelos de estudio para esta via de sefalizacion.

3.4.1 Analisis del contexto génico en los genes involucrados en la via del c-di-GMP en
C. metallidurans CH34

Dada la escasa disponibilidad de antecedentes sobre proteinas asociadas a esta via de
senalizacion que estén involucradas en la respuesta a metales pesados, se indagd en los contextos
génicos de cada ORF codificante para dominios que fueron predichos como cataliticamente activos
el metabolismo del c-di-GMP. Como resultado de esta busqueda 7 ORFs se ubicaron en contextos
relacionados a la resistencia a metales, a la formacion de biopeliculas y a respuestas quimiotacticas
(Figura 17).

El primero de ellos corresponde al ORF RMET RS30470, que codifica una proteina hibrida
rio abajo de nccCBA, agrupacion genética silente ubicada al interior de la isla genomica “cop-sil-
nre-ncc” del plasmidio pMOL30, del cual existen antecedentes de microarreglos que describen su

aumento en 2,5 veces en presencia de cadmio (Monchy y cols., 2007).
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Figura 17. Conjunto de ORFs asociados al metabolismo del c-di-GMP con contextos génicos destacados en el genoma de C. metallidurans CH34.
Representacion a escala de genes y regiones intergénicas. nccA: resistencia a niquel y cobalto, flgB: rotor flagelar, ubiE: metiltransferasa, sil4: resistencia a plata,
repA: proteina de replicacidn, tnp: trasnposasa, pinE: resolvasa, merR: regulador transcripcional, merP: proteina periplasmica de uniéon a mercurio, merT:
transporte mercurio, merd.: mercurio reductasa, merD: represor transcripcional de resistencia a mercurio, merE: transporte de mercurio urf2: “unknow related
function”, bcsG: sintesis de celulosa, besZ: sintesis de celulosa, , yAjQ: celulosa sintasa, bscE: sintesis de celulosa, ompA: biogénesis de envoltura celular,
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membrana externa, fimC: chaperona de fimbrias. RMET RS30310 sobrelapa con pinE en 94 nucledtidos.

69



El segundo caso lo constituye RMET RS30310, ubicado dentro del operén de resistencia a
mercurio asociado al transposon Tn4378, entre los genes merE y su recombinasa asociada, marco
de lectura con el cual se sobrepone en una region de 94 nt (Figura 17). El tercer caso fue el ORF
RMET RS31035 que replico la ubicacion de RMET RS30310 en el operon de resistencia a
mercurio, en este caso asociado al trasnposén Tn4380 en el plasmidio pMOL28, pero sin
sobreponer su marco de lectura. El cuarto correspondié al ORF RMET RS11355, que codifica una
diguanilato ciclasa rio abajo de una organizacion tipo operon “bsc”, responsable de la sintesis de
celulosa. Por otro lado RMET RS11280, codificante para una proteina hibrida, se ubico6 rio arriba de
este operon. El sexto contexto destacado lo exhibid el gen RMET RS25455, que codifica una
fosfodiesterasa rio abajo de la agrupacion genética fimADC, que es responsable de la sintesis de
fimbrias. El séptimo y ultimo contexto destacado fue el gen RMET RS20545, que codifica una
proteina hibrida rio abajo de una agrupacion genética asociada a la regulacion de quimiotaxis

(Figura 17).

3.4.2 Analisis de los dominios accesorios identificados

La determinacion de la arquitectura de dominios en cada una las proteinas involucradas en
el metabolismo del c-di-GMP en C. metallidurans CH34 permitié identificar la presencia de
distintas familias de dominios accesorios en las secuencias analizadas.

Dominios accesorios especificos se presentaron sélo en ciertos componentes del
metabolismo del c¢-di-GMP. Tal fue el caso de los dominios periplasmicos de transduccion de

sefales
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ambientales “HAMP” y de los dominios sensores de sefiales extracelulares “CACHE”, presentes
exclusivamente en diguanilato ciclasas (Figura 18). Otro caso fueron los dominios “CBS”, sensibles
a cambios de fuerza idnica (Biemans-Oldehinke y cols. 2006), identificados sélo en proteinas
hibridas.

También se presentaron dominios accesorios presentes de forma tnica. Tal fue el caso del
dominio asociado a respuestas quimiotacticas “Tar Tsr”, presente en la diguanilato ciclasa
codificada en RMET RS08460 (Tajimay cols., 2011). Otro fue el dominio “HisK”, caracteristico de
histidina kinasas (Willet y Kirby 2012), identificado en la diguanilato ciclasa codificada en
RMET RS28515. Se decribio también el dominio sensor de ligandos extracelulares “MHYT”
(Galperin y cols. 2001) en la proteina hibrida codificada en el gen RMET RS22980. Por tultimo se
describio un dominio “GAF” en la proteina hibrida codificada en el gen RMET RS11280, descrito
con afinidad por ¢c-di-GMP y como regulador de la actividad fosfodiesterasa (Ho y cols., 2000;
Heikaus y cols., 2009). El dominio de inhibicion “CSS” (Hengge y cols., 2016) se presentd en dos
fosfodiesterasas codificadas en los ORFs RMET RS05485 y RMET RS26980. De la misma forma
el dominio “DUF3030”, de funcién desconocida, se presentd en el extremo carboxilo terminal de
las fosfodiesterasas codificadas en los genes RMET RS30310y RMET RS31035.

Otros dominios accesorios se presentaron de forma transversal entre componentes del
metabolismo del c-di-GMP. Este fue el caso de los dominios sensores de gases “Per-Amnt- Sim”
(PAS) (Henry y Crosson 2011), presente en cinco diguanilato ciclasas y en ocho proteinas hibridas,
conformandose como la familia de dominios accesorios mas representativa en las proteinas
analizadas. Finalmente se identific6 dos dominios receptores de fosforilacion “REC”, en la

diguanilato ciclasa codificada en RMET RS20545 y en la fosfodiesterasa RMET RS20720.
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Figura 18. Arquitectura de dominios de enzimas predichas como cataliticamente activas en el
metabolismo del c-GMP en C. metallidurans CH34.
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3.4.3 Busqueda de homologia entre proteinas asociadas al metabolismo del c-di-GMP en
C. metallidurans CH34, E. coli K12 y P. aeruginosa PAO1

La busqueda de proteinas homologas del metabolismo del c-di-GMP de C. metallidurans
CH34 en E. coli K12 y P. aeruginosa, identifico 9 secuencias de alta identidad entre estos genomas,
de las cuales 7 corresponden a proteinas con funcion conocida (Tabla 7). El primer caso
corresponde a la secuencia aminoacidica codificada por RMET RS09375, ortologa de la diguanilato
ciclasa YedQ, involucrada en la regulacion de la sintesis de celulosa, adherencia y motilidad de E.
coli (Sommerfeldt y cols., 2009; Sanchez - Torres y cols., 2011). El segundo fue la proteina
codificada por RMET RS11270 y la diguanilato ciclasa TpbB, promotora del polisacarido Pel en
biopeliculas de P. aeruginosa PAO1 (Ku y cols., 2015; Liang y cols., 2015). El tercer caso, fue la
homologia exhibida entre la proteina codificada en el ORF RMET RS19900 y la diguanilato ciclasa
YeaP, promotora de la expresion de proteinas del curli de E. coli (Sommerfeldt y cols., 2009). Entre
las proteinas hibridas, el cuarto caso de homologia se evidencid entre la secuencia aminoacidica
asociada a RMET RS22980 y la proteina bifuncional (fosfodiesterasa y diguanilato ciclasa) MucR,
cuyo rol se ha descrito como determinante en la dispersion de biopeliculas de P. aeruginosa (Li y
cols., 2013). El quinto caso lo constituyo la proteina codificada en RMET RS05485 y la
fosfodiesterasa de E. coli YjcC, recientemente caracterizada por su dominio de inhibicion “CSS”
(Hengge y cols., 2016). El sexto se reveld entre la proteina codificada en RMET RS20720 y la
fosfodiesterasa modelo RocR, que regula la expresion de la maquinaria de sintesis de fimbrias y

genes de virulencia en P. aeruginosa PAO1 (Rao y cols., 2008).
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Tabla 7. Analisis de homologia en proteinas asociadas al metabolismo del c-di-GMP en C. metallidurans CH34, con proteinas codificadas
en los genomas de E. coli K12 y P. aeruginosaPAO]1. Se destacan en negrita las secuencias homologas entre los genomas revisados.

Productos génicos de C. metallidurans CH34 Posibles productos génicos homélogos
Secuencia de
Locus Arquitectura de dominios (aa) referencia Organismo Funcion | % Id Arquitectura de dominios (aa)
ORF GGDEF
RMET RS04365 PAS-GGDEF(492) MorA P. aeruginosa PAOl  DGC-PDE 73 BaeS-PAS-GGDEF-EAL (1415)
RMET RS05490 GGDEF (653) NP_251560.1 P. aeruginosa PAO1 Hyp 33 GGDEF (525)
RMET RS08460 Tar_Tsr-PAS-GGDEF (546) NP _249266.1 P. aeruginosa PAO1 Hyp 44  PBP-PAS-PAS-PAS-GGDEF-EAL (1245)
RMET RS09375 GGDEF (586) YedQ E. coli K12 DGC 27 GGDEF (558)
RMET RS10905 GGDEF (416) AID76695.1 P. aeruginosa PAO1 Hyp 43 DNAPollII- SMCN-GGDEF (671)
RMET RS11180 CACHE-HAMP-PAS-GGDEF (654) EHS35231.1 P. aeruginosa PAO1 Hyp 30 CHASE-HAMP-PAS-GGDEF (638)
RMET RS11270 HAMP-GGDEF (426) TpbB P. aeruginosa PAO1 DGC 55 HAMP-GGDEF (435)
RMET RS11355 GGDEF (237) AID76049.1 E. coli K12 DGC 42 REC-REC-GGDEF (542)
RMET RS16170 HAMP-GGDEF (599) NP _251560.1 P. aeruginosa PAO1 Hyp 45 GGDEF (525)
RMET RS17815 CACHE-GGDEF (587) YedQ E. coli K12 DGC 27 GGDEF (558)
RMET RS19450 GGDEF (392) NP _250418.1 P. aeruginosa PAO1 Hyp 37 MHYT- GGDEF (685)
RMET RS19900 GAF-GGDEF (338) YeaP E. coli K12 DGC 41 GAF-GGDEF (341)
RMET RS20545 REC-GGDEF (335) EHS43875.1 P. aeruginosa PAO1 Hyp 72 REC-GGDEF (347)
RMET RS21415 GGDEF (409) AID74892.1 P. aeruginosa PAO1 DGC 44 REC-GGDEF (347)
RMET RS25835 GGDEF (400) WP_077873855.1 E. coli K12 Hyp 35 GGDEF (252)
RMET RS28515 HisK-PAS-GGDEF (530) NP_252391.1 P. aeruginosa PAO1 Hyp 35 REC-REC-GGDEF (347)
RMET RS29325 HAMP-PAS-GGDEF (662) NP _249266.1 P. aeruginosa PAO1 Hyp 30 PBP-PAS-PAS-PAS-GGDEF (1245)
ORF EAL
RMET RS05485 CSS-EAL (530) YJcC E. coli K12 PDE 33 CSS-EAL (516)
RMET RS08465 EAL (385) MucR P. aeruginosa PAO1 PDE 33 MHYT-GGDEF-EAL (685)
RMET RS20720 REC-EAL (404) RocR P. aeruginosa PAO1 PDE 30 REC-EAL (392)
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Continuacion de la Tabla 7 ...

RMET RS21885
RMET RS24820
RMET RS25455
RMET RS26980
RMET RS30310
RMET RS31035

ORF GGDEF-EAL

RMET RS02985
RMET RS11280
RMET RS19120
RMET RS20580
RMET RS22980
RMET _RS24295
RMET RS28625
RMET RS28910
RMET RS29320
RMET RS30470

: Proteinas con funcion determinada experimentalmente, fueron identificadas por su nombre

EAL (353)
EAL (254)
EAL (298)

CSS-EAL (529)

EAL-DUF3030 (333)

EAL-DUF3030 (329)

MASE-PAS-GGDEF-EAL (1121)
PAS-PAS-GAF-GGDEF-EAL (850)
GGDEF-EAL (660)
GGDEF-EAL (441)
MHYT-GGDEF-EAL (709)
EAL-CBS-GGDEF (676)
PAS-GGDEF-EAL (589)
CBS-CBS-GGDEF-EAL (839)
GGDEF-EAL (581)
CBS-GGDEF-EAL (705)

AID75563.1
AID74466.1
MorA
YJcC
MorA
MorA

NP_249872.1
DosP
AID74522.1
AID75563.1
MucR
WP_079279815.1
MucR
NP 249266.1
AID74522.1
AID71820.1

v

P
P
P.
P.
P
P
P
P

. aeruginosa PAO1
. aeruginosa PAOL1
. aeruginosa PAO1

E. coli K12

. aeruginosa PAO1
. aeruginosa PAO1

. aeruginosa PAOL1

E. coli K12

. aeruginosa PAO1
. aeruginosa PAO1

aeruginosa PAO1
aeruginosa PAO1

. aeruginosa PAO1
. aeruginosa PAO1
. aeruginosa PAOL1
. aeruginosa PAO1

PDE
Hyp
PDE
PDE
PDE
PDE

Hyp
PDE
Hyp
Hyp
PDE
Hyp
PDE
PDE
Hyp
Hyp

33
42
36
34
45
45

47
32
33
39
65
34
42
48
41
40

GGDEF-EAL (687)
EAL-CBS-GGDEF (582)
HisK-PAS-GGDEF- EAL (1415)
CSS-EAL (516)
HisK-PAS-GGDEF- EAL (1415)
HisK-PAS-GGDEF- EAL (1415)

PAS-PAS-GGDEF- EAL (1120)
PAS-PAS-GGDEF - EAL (799)
MHY T-GGDEF-EAL (726)
GGDEF-EAL (687)
MHYT-GGDEF-EAL (685)
EAL-CBS-GGDEF (601)
MHYT-GGDEF-EAL (685)

PBP - PAS - GGDEF-EAL (1245)
MHYT-GGDEF-EAL (726)
PBP-PAS-PAS-PAS-GGDEF-EAL (1245)

75




3.4.4 Analisis de identidad y conservacion entre las proteinas codificadas en RMET RS30310
y RMET RS31035

Los resultados de las secciones 3.1.4, 3.1.5 y 3.1.6 revelaron que RMET RS30310 y
RMET RS31035 codifican para proteinas de 333 y 329 aa respectivamente. Se predijo también la
presencia de un dominio EAL en ambas secuencias, compartiendo ademas la misma arquitectura de
dominios, compuesta por un dominio accesorio de funcién desconocida (DUF3030) ubicado en su
extremo carboxilo terminal. Mas aun, ambos ORFs comparten el mismo contexto génico dentro de
los operones mer Tn4378 y Tn4380. La reunién de estas caracteristicas motivaron determinar el
grado de identidad entre las proteinas codificadas por un alineamiento global de sus secuencias.
Como resultado se determino un alto grado de identidad y conservacion entre ambas (I= 91,5 % y
S= 92,1 %), concentrandose las diferencias en los extremos carboxilo terminal (Figura 19). Pese a
estas discrepancias el grado de identidad entre si, permitio clasificarlas como proteinas homologas.

Para ahondar en la caracterizacion de esta proteina en otros genomas, se realizd una
busqueda usando la “herramienta conservacion de arquitecturas” (CDART) (Geer y cols., 2002)
disponible en NCBIL.

Como resultado se determind su presencia en 225 genomas de proteobacterias, bajo el
nombre “Urf2” o "DUF3330 domain-containing protein”, ubicandose sin excepcion en el mismo
contexto dentro operones mer de la familia Tn2//Tn501. La busqueda de antecedentes en la
literatura reveld su temprana descripcion como integrante del operén mer Tn501 (Brown y cols.,
1986), de funcion no descrita (Liebert y cols., 1999), y mencionado a la fecha como un componente
de funcidn elusiva en el operdn de resistencia mercurio (EI Mouali y cols., 2017). Como resultado
de estos analisis se decidié denominar a RMET RS30310 como“urf2.1” y a RMET RS31035 como
“urf2.2”.

Como resumen de los resultados obtenidos en la seccion 3.1 se propuso un sub conjunto de

27 ORFs (21 asociados al metabolismo y 6 a posibles efectores del c-di-GMP), posiblemente
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Figura 19. Alineamiento global entre las secuencias aminoacidicas codificadas en RMET RS30310 (urf2.1) y RMET RS31035 (urf2.2). Entre ambas
secuencias hay una identidad del 91,5 % y una similitud del 92,1 %.
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involucrados en la respuesta a cadmio y la formacion de biopeliculas en C. metallidurans CH34
(Tabla 8).

3.5 Efecto del cadmio en la abundancia de transcritos asociados a la via del
c-di-GMP

En una primera etapa, el grupo de ORFs de interés se compuso en 20 ORFs definidos en
base a analisis de similitud de secuencias por alineamiento local, posesion de dominios
transmembrana y contexto génico (Anexo 7), grupo del que se excluyd 4 ORFs (RMET RS02985,
RMET RS08460, RMET RS11180, RMET RS20720 y RMET RS24820) que posteriormente fueron

incorporados en otros ensayos posteriores.

3.5.1 Analisis semi cuantitativo de un sub conjunto de transcritos asociados a la via del c-di-
GMP en presencia de cadmio por RT-PCR

Para evaluar la expresion efectiva de los ORFs identificadas en presencia de cadmio, se
realiz6 un estudio por RT-PCR de transcripcion reversa en células expuestas a cadmio 2 mM (50 %
del MIC) por 45 min. Los resultados se obtuvieron a partir de RNA obtenido de cultivos en fase
exponencial (10 h), en fase exponencial tardia (13 h) y fase estacionaria (16 h) para evaluar la
influencia de la fase de crecimiento en esta respuesta (Anexo 8). Se compard estos resultados con
biopeliculas crecidas y tratadas en condiciones equivalentes (Anexo 9). Como controles de
expresion basal se utilizaron los genes gyrB, codificante para la sub unidad beta de la DNA girasa y
rpoZ, codificante para la sub unidad omega de la RNA polimerasa II. Como control positivo de
exposicion a cadmio se analizo la intensidad de la banda del amplicon asociado al gen cadA, bomba

de eflujo de cadmio dependiente de ATP.
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GGDEF

Criterio?

RMET _RS08460
RMET RS09375
RMET RS11180
RMET RS11270
RMET RS11355

Dominio Tar Tsr
yedQ
Dominio HAMP
tpbB
Contexto "bsc"

RMET RS19900 yeaP

RMET RS20545 Contexto "che"

RMET RS29325 Dominio HAMP
EAL Criterio
urf2 Contexto "mer"

RMET RS05485
RMET RS20720
RMET RS25455

yjeC
rocR

Contexto "fim"

RMET RS26980 yjcC
GGDEF-EAL Criterio
RMET RS02985 Dominio MASE1

RMET RS11280
RMET RS22980
RMET RS24295
RMET RS28910
RMET RS30470

Contexto "bsc"
mucR
Dominio CBS
Dominio CBS
Dominio CBS

Tabla 8. Subconjunto de ORFs asociados al metabolismo del c-di-GMP candidatos a jugar un
rol en la respuesta a cadmio y la formacion de biopeliculas de C. metallidurans CH34.

Efectores Criterio
RMET RS08705 PilZ
RMET RS05745 PilZz
RMET RS11325 PilZ
RMET RS21490 pelD
RMET RS29670 GGDEF & EAL inactivos
RMET RS18290 bcam1349

a: ORF homélogos de funcion conocida fueron representados por su nombre. Tas_Tsr: Dominio citoplasmatico de
unién a ligandos, asociado a quimoreceptores. HAMP: Dominio de membrana, sensor de sefiales extracelulares. CBS:
Dominio sensible a cambios de fuerza i6nica en citoplasma. PilZ: Dominio de unién a c-di-GMP.
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En estas condiciones se evalu6 las intensidades de banda de amplicones correspondientes a un
grupo de 18 ORFs. Como resultado no fue posible apreciar diferencias cualitativamente
significativas en las respuestas transcriptomicas exhibidas entre los tres tiempos de incubacion

ensayados (Anexo 9).

A la luz de este resultado se decidid enfocar los analisis en cultivos con 13 h de incubacion,
tiempo que permite la generacion de biomasa suficiente para la extraccion de RNA en biopeliculas
y al mismo tiempo la cosecha en paralelo de células plantonicas atin en fase exponencial (tardia),

(Anexo 8).

En este contexto, la mayoria de los ORFs involucrados en la via del c¢-di-GMP en
C. metallidurans CH34 exhibieron una disminucién en su expresion producto del tratamiento en
células plantonicas como en biopeliculas (Tabla 9). Excepcion a ello fue el transcrito codificante
para la PDE de tipo EAL wurf2 (Figura 20), cuya intensidad se observo aumentada producto de la
exposicion a cadmio solo en biopeliculas y no asi en células plantonicas. Cabe destacar que los
partidores disefiados para cuantificar la abundancia de este transcrito no permiten diferenciar entre

los transcritos urf2.1 y urf2.2 por lo que fueron tratados como un Gnico transcrito “urf2”.
y

3.5.2 Analisis cuantitativo de transcritos asociados a la via del c-di-GMP en células
plantdnicas y biopeliculas expuestas a cadmio

Establecidas las condiciones de cultivo y exposicion a cadmio en ambos estilos de vida, se
procedio a replicar las condiciones experimentales descritas en 3.2.1. Se cuantificé los cambios de

abundancia en un nuevo grupo de ORFs redefinido de 22  transcritos
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Tabla 9. Efecto de la exposicion a cadmio en células planténicas y biopeliculas sobre la
abundancia de 18 transcritos asociados a la via del c-di-GMP por RT-PCR.

GGDEF Planténicas Biopeliculas
RMET RS05490
RMET RS11180
RMET RS11270
RMET RS16170
RMET RS20545

RMET_RS29325
GGDEF-EAL
RMET RS11280
RMET RS28910
RMET RS22980
RMET RS30470
EAL
urf2
RMET RS05485
RMET RS20720
Posibles efectores
RMET RS05745
RMET RS08705
RMET RS11325
RMET RS21490
RMET RS29670

cccc<c III elel cceccce
PAPIPIPEPI Ile elel cccece

|: Disminucién, 1: Aumento, —: Sin cambios. n=2.
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urf2 (133 pb):

rpoZ (123 pb): — 30 ciclos

cadA (175 pb):

urf2 (133 pb):

L 33 ciclos

rpoZ ( 123 pb):

cadA (175 pb):

Figura 20. RT-PCR a partir de las muestras obtenidas desde células planténicas y sésiles bajo el diseiio
experimental expuesto. P-: Plantonicas control, P+: Plantonicas expuestas a cadmio 2mM, B-: Biopeliculas

control, B+: Biopeliculas expuestas cadmio 2mM.
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asociados al metabolismo del c-di-GMP (Figura 21A) y 6 a posibles efectores (Figura 21B). Para
disponer de un control positivo de tratamiento se agregd a este grupo el transcrito cadA, que
codifica una bomba de eflujo de cadmio dependiente de ATP (Figura 21C). Dada la localizacion de
los genes urf2.1 y urf2.2 en los operones de resistencia a mercurio Tn4378 y Tn4380 se cuantifico

el transcrito merA4, como parametro de induccion de ambos operones (Figura 21C).

El resultado del analisis sobre transcritos asociados al metabolismo de ¢-di-GMP, mostro el
numero de veces de cambio de magnitud de los transcritos en las biopeliculas tratadas que en sus
contrapartes plantonicas. La mayoria de los cambios observados no fueron considerados como

significativos (Figura 21A).

En células plantonicas, solo tres transcritos asociados al metabolismo del c-di-GMP
exhibieron cambios significativos. El transcrito RMET RS11180 (-5,04 + 1,57) que codifica una
diguanilato ciclasa de membrana con dominios accesorios CACHE, HAMP y PAS (Tabla 7). Los
transcritos urf2 (2,71 = 0,21) asociados a los ORFs RMET RS31035 y RMET RS30310 que

codifican una fosfodiesterasa.

Las biopeliculas exhibieron un nimero mayor transcritos con cambios significativos. Tal
como sucedi6 en la condicion plantonica, el transcrito RMET RS11180 mostré una significativa
disminucion (-3,54 + 0,37). Comparticron esta categoria dos transcritos codificantes para proteinas
hibridas. El primero fue RMET RS28910 (-4,700 = 1,25), que codifica para una proteina que posee
dos dominios CBS. El segundo fue RMET RS02985 (-6,240 + 1,540) que codifica para una proteina

integral de membrana con un dominio MASE1 (Nikolskaya y cols., 2003). En mayor magnitud
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Figura 21. Efecto de la exposicion a cadmio en transcritos involucrados en la via del c-di-GMP y en la resistencia a metales pesados. A: Genes asociados
al metabolismo del c-di-GMP. B: Genes asociados a efectores de la via. C: Genes asociados a la resistencia a metales pesados. Determinaciones de “veces de
cambio” realizadas mediante cuantificacion relativa respecto a la condicion control. Se muestran los valores promedio de tres réplicas biologicas + dS.
Exposiciones realizadas durante 45 min. Los simbolos seflalan los transcritos con cambios de abundancia significativos, fuera del rango [+1, -1],
evaluados mediante test de t de student de una muestra. *: p < 0,05; **: p <0,01.
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destaco el significativo incremento del transcrito urf2 (36,140 + 6,07) (Figura 21A).

El efecto del cadmio en la transcripcion de posibles efectores de esta via de sefializacion fue
de una disminucion generalizada en ambos estilos de vida. Este efecto se vio incrementado en las
biopeliculas, que exhibieron una significativa disminucion del transcrito RMET RS05745
(-6,48 £ 1,35), que codifica para una proteina homologa de YgcR, responsable del freno del motor
flagelar en E. coli (Paul y cols., 2010). Se observo la disminucion del transcrito RMET RS11325
(-5,57 £ 1,48), que codifica una proteina homologa del efector BscA, regulador de la sintesis de
celulosa en E. coli (Morgan y cols., 2014).

Al analizar los transcritos asociados a la resistencia a metales se observo el incremento
equivalente de cadA tanto en células plantonicas (8,30 + 1,70) como en biopeliculas (10,5 £ 1,1).
Distinto fue el caso del trasncrito mer4, que pese a incrementar su abundancia en ambos estilos de
vida, mostré una magnitud significativamente mayor en las biopeliculas tratadas (121,41 + 35,70)

respecto a sus contrapartes plantdnicas (14,10 + 5,0).

3.5.3 Evaluacion de la actividad fodiesterasa codificada por el gen urf2 mediante

complementacion en P. aeruginosa PAO1ArocR

En vista de los resultados obtenidos en la seccion 3.3, que dan cuenta de una disminucion
de los niveles de c-di-GMP en las biopeliculas expuestas a cadmio, acompafiada de un significativo
incremento en la abundancia del transcrito urf2 (3.5.1 y 3.5.2) se procedié a evaluar de forma

experimental su funcionalidad.

Con el objetivo de obtener evidencias experimentales de la actividad fosfodiesterasa de la
proteina codificada por el gen urf2, se evalud su capacidad de complementacion en la cepa de
P. aeruginosa PAO1 ArocR, mutante nula para la fosfodiesterasa RocR. Se ha sefialado a RocR

como responsable de la inhibicion transcripcional del sistema de sintesis de fimbrias tipo Cup B/C,
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involucradas en la adherencia a superficies en P. aeruginosa PAO1 (Rao y cols., 2008). Asi la
disponibilidad de la cepa P. aeruginosa PAO1 ArocR (Kuchma y cols., 2004), ofrecio la posibilidad
de realizar ensayos de complementacion heterdloga para evaluar la restitucion de fenotipos y de
niveles de c-di-GMP intracelular. Se evalu6 la funcionalidad de la proteina codificada por el gen
urf2 via complementacion con el ORF wurf2.2, evaluando restitucion del fenotipo de adherencia
exacerbada, como también la restitucion de los niveles intracelulares de c¢-di-GMP.Esta
complementacion logré disminuir de forma significativa la adherencia en etapas tempranas (Figura
22A). También esta complementacion disminuyd los niveles intracelulares de c-di-GMP (Figura
22B). La reunion de ambos resultados entrega los primeros indicios experimentales que soportan la
funcionalidad de la proteina codificada por el gen urf2.2 como fosfodiesterasa, codificada en este

caso al interior del operon mer Tn4380 en el genoma de C. metallidurans CH34.

3.5.4 Efecto de la sobrexpresion del gen urf2.2 en la formacion de biopeliculas y la
susceptibilidad a cadmio en C. metallidurans CH34.

3.5.4.1 Desarrollo de un sistema de sobrexpresion de genes en C. metallidurans.

Para llevar a cabo esta actividad se desarroll6 un sistema de sobrexpresion en esta bacteria.
En base a los antecedentes que sefialan a C. metallidurans como aceptora de plasmidios de amplio
espectro de hospedero (grupo IncP-1) (Diels y cols., 1993; Janssen y cols., 2010; Rojas y cols.,
2011), se implemento6 una estrategia de sobrexpresion via conjugacion biparental. Como vector de
expresion se selecciond el plasmidio pJBTc19 (Pérez Mendoza y cols., 2014), dada su pertenencia a

la familia IncP-1, y la inclusion de un “cassette” de resistencia a tetraciclina en su secuencia (Blatny
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Figura 22. Efectos de la complementacion de la cepa P. aeruginosa PAO1 ArocR con el ORF urf2.2.
A: Biomasa adherida en microplacas cuantificada por tincion con Cristal Violeta. B: Niveles celulares de
c-di-GMP en cultivos en matraz. Cuantificaciones realizadas tras 6 h de incubacion a 30°C en agitacion a 150
rpm. Se muestran los valores promedios de tres experimentos independientes = dS. Los simbolos representan
grados de significancia de las diferencias evaluadas mediante test de t de student.*: p <0.5. **: p <0.01.
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y cols., 1997), ofreciendo asi la posibilidad de seleccionar transformantes de C. metallidurans con
este vector. Se adjuntd a la donacidn de este vector, la construccion pjBTc19:pleD*, portadora del
inserto pleD* (Paul y cols., 2004; Pérez-Mendoza y cols., 2014), que codifica para una version
constitutivamente activa de la diguanilato ciclasa PleD de C. crescentus obtenida mediante
mutaciones puntuales. La disposicion de la construccion pjBTcl9:pleD* ofreciod la posibilidad de
evaluar los efectos de un aumento constitutivo de los niveles de c-di-GMP en la susceptibilidad a
cadmio.

Para prevenir una posible incompatibilidad de pJBTc19 con plasmidios nativos, en primera
instancia se optd por transformar la cepa C. metallidurans AE104, carente de pMOL28 y pMOL30.
Como se esperaba, la cepa AE104 pjBTcl9:pleD* exhibi6 un aumento de EPS en sus
macrobiopeliculas, revelado por un evidente incremento en la retencion del colorante Rojo Congo
(Figura 23A). Este resultado se condice con el fenotipo autoagregante exhibido por su cultivo en
medio liquido (Figura 23B).

Para conocer los efectos de esta transformacion en la formacion de biopeliculas, se
cuantificé la biomasa adherida mediante tincién y cuantificacion por absorbancia del colorante
Cristal Violeta. En paralelo se cuantifico el nimero de unidades formadoras de colonias por unidad
de superficie. Ambas determinaciones fueron sobre biopeliculas formadas en el sistema CBD
(Figura 6). La cepa AE104 pjBTc19:pleD* exhibié un incremento en la cantidad de biomasa
adherida (Figura 24A); pese a ello este incremento no se tradujo en una mayor cantidad de células

adheridas (Figura 24B).
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Figura 23. Efecto de la expresion heterdloga de la diguanilato ciclasa PleD* en la presencia de
sustancias exopoliméricas de la cepa C. metallidurans AE104. A) Macrobiopeliculas tras 4 dias de
crecimiento en agar Rojo Congo. B) Cultivos de 16 h en medio caldo nutritivo. pJBTc19: Vector vacio.
pjBTc19:pleD*: Vector con el inserto pleD*.
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Figura 24. Efecto de la expresion heterdloga de la diguanilato ciclasa PleD* en la formacion de
biopeliculas de la cepa de C. metallidurans AE104. Los resultados corresponden a valores promedios de
tres experimentos independientes + dS. A) Cuantificacion espectrofotométrica del colorante Cristal violeta
retenido en biomasa adherida. B) Unidades formadoras de colonia adheridas por unidad de superficie. Grados
de significancia segun test de t de student delas diferencias evaluadas. ns: no significativa, *: p < 0.05.
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3.5.4.2 Efecto de la sobrexpresion de genes del metabolismo del c-di-GMP en biopeliculas de
C. metallidurans CH34.

Establecido un protocolo de sobrexpresion de genes, se procedio a la transformacion de
C. metallidurans CH34, con los vectores pJBTc19 y pjBTc19:pleD*. El resultado obtenido replico
los fenotipos exhibidos por las cepas derivadas del genotipo AE104, un aumento en la presencia de
EPS en macrobiopeliculas y en una mayor formacion de biopeliculas (Figura 25).

Asimismo, C. metallidurans CH34 fue transformada con el constructo pjBTc19:urf2.2 para
evaluar los efectos de la sobrexpresion de Mrp, tanto en la formacion de biopeliculas, como en la
susceptibilidad a cadmio. A diferencia de lo observado con el inserto pleD*, la transformacion con

piBTc19:urf2.2 no generd cambios en la formacion de biopeliculas (Figura 26).

3.5.4.3 Efecto de la sobrexpresion de genes del metabolismo del ¢-di-GMP, en la resistencia cadmio
de C. metallidurans CH34

Se evaluod el efecto de la sobrexpresion de genes del metabolismo del c-di-GMP en la
concentracion minima inhibitoria (MIC) de biopeliculas de C. metallidurans CH34 a cadmio via
cultivo de las cepas derivadas de C. metallidurans CH34 plBTcl9, pjBTclOurf2.2 y
piBTc19:pleD* en medios s6lidos suplementados con Rojo Congo a diferentes concentraciones del
metal pesado. La presencia de Rojo Congo en el medio permitio visualizar el contenido de EPS en
las macrobiopeliculas, bajo las mismas condiciones ensayadas en la seccion 3.2.2 (Figura 25). Se
establecidé asi una disminucién significativa de la MIC de cadmio para la cepa
CH34 pjBTc19:pleD*, la que ademas de incrementar su contenido de EPS, no replico el fenotipo de

disminucion de EPS dosis dependiente de cadmio descrito en la cepa parental (Figura 12 ).
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Figura 25. Fenotipos de cepas transformadas de C. metallidurans CH34. A) Macrobiopeliculas tras 4 dias
de crecimiento en agar Rojo Congo. B) Cultivos de 16 h en medio minimo LPTMS. pJBTc19: Vector vacio.
piBTc19:pleD*: Vector con el inserto pleD*.
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Figura 26. Formacion de biopeliculas en cepas trasformadas de C. metallidurans CH34 transformadas.
A) Cuantificacion biomasa adherida mediante tincion Cristal Violeta. B) Unidades formadoras de colonias
adheridas por unidad de superficie. Los resultados corresponden a valores promedios de tres experimentos
independientes + dS. Grados de significancia seglin test de t de student delas diferencias evaluadas. ns: no
significativa, *: p <0.05.
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La sobrexpresion de Mrp no tuvo efecto en el contenido de EPS, ni en la MIC de este estilo de vida

en C. metallidurans CH34 (Figura 27).

3.5.4.4 Efecto de la sobrexpresion de genes del metabolismo del ¢-di-GMP en la susceptibilidad
cadmio de C. metallidurans CH34

Para determinar el efecto de la sobrexpresion de genes del metabolismo del c-di-GMP en la
susceptibilidad cadmio de C. metallidurans CH34, se replicé las condiciones utilizadas en la
determinacion de la susceptibilidad a cadmio de la cepa parental (Anexo 10). Asi, se establecio un
significativo incremento de susceptibilidad en la cepa CH34 pjBTc19:pleD*, tanto en la fraccion

planténica como en biopeliculas (Figura 28).

3.5.4.5 Efecto de la sobrexpresion de genes del metabolismo del c-di-GMP, en los niveles
intracelulares de este segundo mensajero en presencia de cadmio

Con el objetivo de conectar los efectos de la sobrexpresion de genes del metabolismo del
¢-di-GMP con alteraciones a la disminucion de los niveles de este segundo mensajero, se cuantificd
los niveles de c-di-GMP en células plantonicas y biopeliculas expuestas a cadmio bajo las mismas

condiciones descritas para la cepa parental.
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Figura 27. Efectos de la sobrexpresion de genes del metabolismo del c-di-GMP en la presencia de EPS y
su resistencia a cadmio en macrobiopeliculas de C. metallidurans CH34. Coloracion proporcional al
contenido de EPS presente en cada matriz. Cultivos en medio LB libre de NaCl suplementados con Rojo
Congo. Incubaciones de 5 dias a temperatura ambiente en oscuridad. Imagen representativa de tres
experimentos independientes.

94



%%

ns -

. " ® CH34 pJB3Tc19

8- ns B CH34 pJB3Tc19:urf2.2
A CH34 pJB3Tc19:pleD*
S -
: 6 %
T 4 {' ‘I_
@)
2-
= o
0 T T
MBC MBEC
(Planktonic) (Biofilm)

Figura 28. Efectos de la sobrexpresion de genes del metabolismo del c-di-GMP en la susceptibilidad a
cadmio en células planténicas y biopeliculas de C. metallidurans CH34. Se muestran los valores promedio
calculados dentro de un IC 95 % definido por las variaciones entre pardmetros descritos por curvas
exponenciales de perdida de viabilidad celular, obtenidas desde regresiones no lineales. La significancia de
las diferencias fueron evaluadas mediante test de t de student. *: p < 0.05, ns: no significativa.
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Figura 29. Efecto de la sobrexpresion de genes del metabolismo del c-di-GMP, en niveles intracelulares
de este segundo mensajero en presencia de cadmio. Se muestran los valores promedios obtenidos a partir
de tres experimentos independientes = dS. La significancia de las diferencias fueron evaluadas mediante test
de t de student. *: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p < 0,001, ns: no significativa

96



No se observaron diferencias significativas producto de la sobrexpresion del gen urf2.2 en
C. metallidurans CH34. Si bien las biopeliculas de esta cepa exhiben una disminucion de los
niveles de ¢c-di-GMP de mayor magnitud la cepa CH34 pJBTc19, el hecho de que la cepa control no
haya replicado la disminucion de c-di-GMP descrita en la cepa CH34 parental (Figura 16) no

permite atribuir esta disminucion a la sobrexpresion del gen urf2.2.

Respecto a la cepa CH34 pjBTcl9:pleD*, esta mostrd niveles de c-di-GMP

significativamente elevados en todas las condiciones, aun en presencia de cadmio (Figura 29).
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4. DISCUSION

4.1 Relaciones entre componentes de la via del c-di-GMP en C. metallidurans CH34 y sus
fenotipos caracteristicos.

Este trabajo identifico 36 ORFs que codifican dominios GGDEF o EAL que se predicen
con actividad catalitica en la sintesis o degradacion de c-di-GMP. Estos datos se corresponden con
la descripcion realizada por el grupo de biologia computacional de NCBI, la que ha abordado la
presencia de este tipo de dominios en 1116 genomas bacterianos
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Complete_Genomes/c-di-GMP.html) (Romling y cols. 2013). Este
trabajo profundiz6 en la prediccion de funcionalidad catalitica de estos dominios. De las 12
proteinas hibridas GGDEF-EAL codificadas en este genoma, este trabajo descarté la funcionalidad
de 3 proteinas codificadas por las secuencias codificantes RMET RS23955, RMET RS24490 y
RMET RS29670. RMET RS23955 se encuentra anotado como ‘“pseudogen”, por lo que no
codificaria para una proteina funcional. RMET RS24490 y RMET RS29670 no reunen las
caracteristicas estructurales minimas para predecir una actividad catalitica en sus dominios GGDEF
y EAL (Tabla 5).

Dentro del conjunto de las 36 ORFs analizados, destaca la presencia de 6 ORF (16,7 %)
compuestos exclusivamente por un dominio GGDEF. Esto contrasta con el 0,03 % de este tipo de
arquitecturas en la base de datos Pfam (El Mouali y cols., 2017). Estos resultados muestran la
posesion de un numero excepcional de diguanilato ciclasas, que se encuentran desprovistas de
dominio accesorio alguno o en su defecto de dominios accesorios aun no descritos. Siendo
C. metallidurans CH34 una bacteria adaptada a nichos particulares, y esta via de sefializacion un
topico aun poco estudiado en cepas ambientales, es posible la existencia de dominios sensores

particulares aun no caracterizados.
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Entre los dominios accesorios identificados fue posible distinguir dos categorias, aquellos
asociados a funciones sensoras y dominios asociados a transduccion de sefiales. Dentro del conjunto
de dominios sensores, definidos como dominios sensibles a la unidén de ligandos o alteraciones
fisicoquimicas en el espacio extracelular (Galperin y cols., 2004), se detectaron dos dominios
CACHE (Upadhyay y cols., 2016) ubicados en la region amino terminal de proteinas codificadas en
dos ORFs con dominio GGDEF (RMET RS11180 y RMET RS17815). Pese a que la especificidad
de unioén de este tipo de dominios se ha restringido a nutrientes y hormonas, el espectro de sefiales
afines a dominios CACHE atin permanece abierto (Upadhyay y cols., 2016). Se sumo a este grupo
el dominio de membrana asociado a la deteccion de gases “MHYT”, presente exclusivamente en la
proteina hibrida codificada en RMET RS22980, homologa de la fosfosdiesterasa MucR (Tabla 7),
esencial en la dispersion de biopeliculas inducida en P. aeruginosa (Liy cols., 2013).

Otro dominio sensor descrito fue el “CBS”, cuyo rol en bacterias ha sido vinculado
experimentalmente a la regulacion del transportador tipo ABC OpuA, el cual supedita su actividad a
la interaccion con el extremo carboxilo terminal de dos dominios CBS organizados en tandem,
interaccion solo generada en condiciones de alta osmolaridad citoplasmatica (Biemans-Oldehinke y
cols., 2006). Este fue el caso de la proteina hibrida codificada en el gen RMET RS28910, ubicado
en un contexto génico codificante para un transportador de fosfato tipo ABC (RMET RS28925) (no
mostrado) sugiriendo una eventual interaccion entre ambas proteinas. La proteina codificada en el
gen RMET RS30470, que esta ubicado dentro de la isla genomica de resistencia a metales pesados
“cop-sil-nre-ncc”, exhibio un dominio CBS. No se ha descrito un rol de este tipo de dominios en la
respuesta a metales pesados. Un caso aparte lo constituyéd la arquitectura de la proteina hibrida
codificada en el gen RMET RS24295, en la que el dominio CBS esté localizado entre los dominios
GGDEF y EAL. A pesar de su significativa identidad con la proteina WP_079279815.1 de
P. aeruginosa, no se puede realizar inferencias sobre su rol.

El ultimo de los dominios clasificados en esta categoria fue el dominio sensor “CSS”,
sensible alteraciones del estado redox del citoplasma y presente en dos fosfodiesterasas homologas,
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codificadas en los genes RMET RS05485 y RMET RS26980, que su vez mostraron alta identidad
con la fosfodiesterasa YjcC de E. coli, que también se ha descrito en Klebsiella pnemoniae y que
juega un rol en la sobrevida en condiciones de estrés oxidativo (Huang y cols., 2013).

En 8 proteinas ligadas al metabolismo del c-di-GMP en C. metallidurans CH34 se describio
la presencia de dominios PAS, que estan clasificados en la interfase entre funciones sensoras y de
transduccion de sefales. Se le ha atribuido a este dominio roles en la deteccion de gases, via grupos
hemo en su estructura (Lechauve y cols., 2010), pero también se le han asociado funciones en la
transduccion de sefiales, a través de interacciones proteina - proteina (Henry y Crosson 2011;
Romling y cols., 2013; Sarenko y cols., 2017). Se podria postular un rol para este tipo de
arquitecturas a partir de definiciones recientes acerca del nicho y estilo de vida nativo de
C. metallidurans CH34 (Nies, 2016). Esta bacteria es quimiolitoautotrofa facultativa, hidrogeno
oxidante y nativa de suelos enriquecidos en metales pesados, por lo que se han postulado que los
complejos minerales rocosos presentes en este ambiente son su habitat natural. C. metallidurans
CH34 habita en forma de biopeliculas sobre estas superficies (Nies, 2016), donde es posible
distinguir dos subpoblaciones, definidas por su ubicacion dentro de estas estructuras, dando lugar a
la co-existencia de dos perfiles metabolicos distintos. Una subpoblacion ubicada en la superficie del
complejo mineral, complejo que al disolverse genera hidrégeno molecular junto a iones metalicos
solubles, ambos productos con los que C. metallidurans habria co-evolucionado (Nies, 2016). Una
segunda subpoblacion representada por células que no tienen contacto directo con el mineral,
ubicada en regiones de las biopeliculas expuestas al medio y por lo tanto expuestas a una mayor
concentracion de oxigeno y compuestos organicos, lo que favorece un metabolismo heterétrofo y
plantonico. En este contexto seria posible postular un rol de las arquitecturas PAS-
GGDEF/GGDEF-EAL, en la transicion entre ambos estado metabdlicos, uno quimiolitotrofo
formador de biopeliculas y otro heterétrofo y plantonico.

Pasando a la categoria de dominios involucrados en transduccion de sefiales, se encontro la

presencia de dominios periplasmaticos “HAMP”, asociados a la transduccion de sefiales
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ambientales (Matamouros y cols. 2015). Este dominio mostrd distribucion exclusiva en proteinas
con dominio GGDEF (RMET RS08460, RMET RSI11180 y RMET RSI11270). Entre estas se
identifico a la proteina codificada en RMET RS11270 como homdloga se la diguanilatociclasa
TpbB de P. aeruginosa, cuya actividad se encuentra controlada por la fosfatasa TpbA via
desfosforilacion de dos residuos periplasmicos de tirosina (Xu y cols., 2015). La disposicion de este
RMET RSI11270 en contexto con RMET RS11280, codificante para una proteina hibrida, y ambos
en contexto a RMET RSI11325, codificante para una proteina homodloga de BscA, sugiere la
conformacion de un modulo de regulacion entorno al dominio PilZ presente en RMET RS11325 via
antagonismo entre RMET RS11270y RMET RS11280.

El segundo dominio vinculado a la transduccion de sefiales presente en este conjunto de
proteinas corresponde al dominio “REC”, receptor de fosforilacion localizado hacia el extremo
amino terminal del dominio GGDEF codificado en RMET RS20545. Dicha arquitectura replica la
descrita para la diguanilato ciclasa WspR, enzima homologa de P. aeruginosa y determinante en el
crecimiento sobre superficies (De y cols., 2009; Huangyutitham y cols., 2013). El gen
RMET RS20545 se localizo rio abajo de la agrupacion genética RMET RS20570-RMET RS20565-
RMET RS20560, asociada a la maquinaria de regulacion de quimiotaxis cheWRR, lo que permite

suponer su participacion en esta respuesta.

4.2 Asociaciones entre fenotipos de C. metallidurans CH34 asociados a la formacion de
biopeliculas y las respuestas descritas en la via del c-di-GMP frente a cadmio

Los resultados descritos en esta tesis evidenciaron un efecto inhibidor de cadmio en la
formacion de biopeliculas de C. metallidurans CH34. Esto mostro ser dosis dependiente tanto en la
inhibicion de la adherencia como en la pérdida de EPS en biopeliculas de esta bacteria.

Ambos fenotipos se corresponden con los datos obtenidos de células expuestas a este metal

pesado, que mostraron una significativa disminucion en los niveles de ¢-di-GMP tanto en el estado
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planténico (p = 0,0048) como en biopeliculas (p = 0,0004). Consistente con lo anterior, la
exposicion a cadmio mostr6 inducir un significativo aumento de la abundancia del transcrito urf2
tanto en el estado plantonico (p = 0,0052) como en biopeliculas (p = 0,0098). Segin la evidencia
experimental obtenida en este trabajo via ensayos de complementacion en la mutante PAO1ArocR
con la construccion pjBTcl9:urf2.2, la proteina codificada por el gen urf2 corresponderia a una
fosfodiesterasa funcional. El incremento de la formacion de biopelicula y la susceptibilidad a
cadmio, como consecuencia de la expresion heterologa y constitutiva de la diguanilato ciclasa
PleD* es coherente (Figura 29).

Se han descrito distintos efectos de los metales pesados sobre la formacion de biopeliculas,
que varian segun la bacteria, el tiempo de exposicion, la edad de la comunidad microbiana y el
metal pesado en cuestion (Harrison y cols., 2007; Koechler y cols., 2015). Se ha descrito un efecto
inhibidor de cadmio sobre la formacion de biopeliculas via represion transcripcional de sistemas de
“quorum sensing” en B. multivorans (Vega y cols., 2014) y Chromobacterium violaceum (Thornhill
y cols., 2017). Sin embargo, otros estudios describen un efecto promotor de cadmio sobre el estilo
de vida sésil en Rhizobium alami (Schue y cols., 2011) y Staphylococcus epidermis (Wu y cols.,
2015).

Se ha descrito un efecto promotor del cadmio sobre la motilidad de C. metallidurans CH34
(Shamim y cols., 2014). Si bien esto se condice con la definicién de C. metallidurans CH34 como
una cepa con estrategias particulares de adaptacion a metales pesados en el medio, previo a este
trabajo, no existian antecedentes en la literatura que abordaran los mecanismos moleculares
subyacentes a esta respuesta. La disminucion de los niveles de c-di-GMP por presencia de cadmio
en el medio constituye la primera evidencia que involucra una via de transduccion de sefiales en la
respuesta a cadmio en C. metallidurans CH34 y como esta via influye en el estilo de vida de la
bacteria.

Esta disminucion en los niveles de c¢-di-GMP, junto a la inhibicién de la formacion de

biopeliculas, tras un exposicion aguda a cadmio 2 mM (50 % del MIC) podria ser parte de un
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fenomeno de “dispersion de biopeliculas inducida”, respuesta descrita en condiciones de hambruna
(Gjermansen y cols., 2006), exposicién a succinato, mercurio y arsénico en especies del género
Pseudomonas (Morgan y cols., 2006). Apoyan esta hipdtesis antecedentes que describen roles
determinantes de fosfodiesterasas especificas en su manifestacion como es el caso de el caso de
DipA en P. aeruginosa (Roy y cols., 2012) o YhjH en P. putida (Gjermansen y cols., 2010).

La evaluaciéon de una posible “dispersion de biopeliculas inducida”, mediada por la
fosfodiesterasa MrP, establece la necesidad de disponer de una cepa doble mutante nula en CH34
Aurf2.14urf2.2, ademas de disponer de sistemas de cultivo de biopeliculas en condiciones
hidrodinamicas de flujo.

Este trabajo ademds permitié establecer una disminucion significativa de los niveles de
c-di-GMP en C. metallidurans CH34 tras la exposicion a cadmio 2 mM por 45 min tanto en células
plantonicas como biopeliculas (Figura 16). Pese a presentarse esta respuesta en ambos estilos de
vida, los cambios transcriptomicos aqui descritos sefialan diferencias entre los posibles
componentes del metabolismo del c-di-GMP que la generan. En general, células plantonicas
expuestas cadmio no mostraron cambios transcriptomicos de mayor magnitud, salvo la excepcion
del transcrito RMET RS11180 (-5,02 £ 1,60), codificante para una diguanilato ciclasa de membrana
poseedora de un dominio HAMP (Matamouros y cols., 2015), vinculado a la deteccion de senales
ambientales en bacterias (Figura 18). Al contrastar dicha respuesta con la caida en los niveles de
c-di-GMP descrita, seria posible sefialar a la inhibicion transcripcional de RMET RS11180,
diguanilato ciclasa de membrana, como responsable de la caida en los niveles de este segundo
mensajero en presencia de cadmio en células plantonicas. Cabe mencionar en este punto los
antecedentes que describen un incremento de 2,3 veces del transcrito urf2 en datos de microarreglos
obtenidos desde células plantonicas expuestas a cadmio 0,6 mM durante 30 min (Monsieur y cols.,
2011). Se corresponden estos cambios con la magnitud de veces de cambio descrito para el
transcrito urf2 en este trabajo (2,710 + 0,210), resultado que permite suponer la participacion de

Mrp en la caida de los niveles intracelulares de c-di-GMP en esta condicion.
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La respuesta transcriptomica en las biopeliculas expuestas a cadmio fue de mayor magnitud
respecto a las células plantonicas. Las biopeliculas exhibieron un nimero mayor de transcritos con
cambios significativos de abundancia producto de este tratamiento. Tales fueron los casos de la
diguanilato ciclasa antes mencionada codificada en RMET RSI11180 (-3,540 + 0,370) y los
transcritos RMET RS02985 (-6,240 £+ 1,54) y RMET RS28910 (-4,70 £ 1,25) ambos codificantes
para proteinas hibridas predichas como bifuncionales segin los criterios utilizados. Cabe destacar
también la significativa caida en la abundancia del transcrito RMET RS05745, que codifica una
proteina homologa del motor flagelar YcgR, efector de la via del ¢c-di-GMP en E. coli (Koushik y
cols., 2010), entregando antecedentes que apoyan la existencia de un fenémeno de promocion de
motilidad en presencia de cadmio en C. metallidurans CH34. Sobre todos los cambios destaco el ya
mencionado significativo incremento del transcrito urf2 (36, 1 £ 6,1). Estos resultados permiten
postular la existencia de una respuesta de degradacion de c-di-GMP en las biopeliculas expuestas a
cadmio, en la cual la fosfodiesterasa Mrp tendria un rol importante, sin poder descartarse un rol de
las proteinas hibridas codificadas por los genes RMET RS02985y RMET RS28910.

Por otro lado, pese al significativo mayor incremento de abundancia del transcrito urf2 en
las biopeliculas tratadas respecto a sus contrapartes plantonicas (p = 0,0007), esta diferencia
contrastd con una menor magnitud de la disminucion en los niveles de c-di-GMP. Esto sugiere la
participacion de otras enzimas del metabolismo de c-di-GMP o de mecanismos post
transcripcionales en la promocion de una eventual degradacion de c-di-GMP. Si bien la disminucioén
de los niveles de este segundo mensajero, es coherente con una inhibicién de la formacion de
biopeliculas por cadmio, la disminucion de este segundo mensajero en las células platonicas,
permite sugerir un rol de esta via de sefializacién en respuestas al cadmio que excederian a la
inhibicion de la formacion de biopeliculas. Antecedentes al respecto se pueden obtener del rol de
fosfodiestetarasas particulares en la respuesta frente a estrés oxidativo. La fosfodiesterasa CdgR
tiene un rol fundamental en la sobrevida frente a ROS asociadas a fagolisosomas en Salmonella

enterica serovar Typhimurium (Hisert y cols., 2005). El segundo antecedente corresponde a YgfF,
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fosfodiesterasa de E. coli K12 y miembro de un regulén fir sefialado como esencial en la sobrevida
a peroxido de hidrogeno (Lacey y cols., 2010). La fosfodiesterasa YjcC en K. pneumoniae CG43
posee un rol determinante en la respuesta a estrés oxidativo (Huang y cols., 2013). Es interesante la
homologia de YjcC con la fosfodiesterasa codificada por el gen RMET RS05485, transcrito
incrementado en las células plantonicas de C. metallidurans CH34 expuestas a cadmio aunque no
de forma significativa (p = 0,0727).

Los cambios transcriptomicos observados tras la exposicion a cadmio 2 mM, no
necesariamente reflejarian los perfiles protedmicos presentes durante el tratamiento. No se puede
descartar un rol de enzimas involucradas en el metabolismo del c-di-GMP expresadas de forma
previa al tratamiento, que no tendrian necesidad de responder a nivel transcriptomico para ejercer

influencia en los niveles de este segundo mensajero.

4.3 Relaciones entre estilo de vida y susceptibilidad a cadmio en C. metallidurans CH34

Las biopeliculas de C. metallidurans CH34 mostraron ser igualmente susceptibles a cadmio
que sus contrapartes plantonicas (Figura 15), lo que es contrario a lo anticipado en otros estudios
(Teitzel y Parsek 2002; Harrison y cols. 2007; Prabhakaran y cols. 2017). Sin embargo, estos
resultados estan de acuerdo con las susceptibilidades a cadmio descritas en E. coli IM109, S. aureus
ATCC 29213 y P. aeruginosa ATCC 27853, en las que no se describe influencia del estilo de vida
(Harrison y cols., 2004). Un resultado similar se ha descrito en la susceptibilidad de E. coli JM109 a
especies oxianionicas como trioxido de teluro (Harrison y cols., 2005). Antecedentes mas recientes
describen la menor susceptibilidad de biopeliculas de P. aeruginosa ATCC 27853 y E. coli IM109
a plata, respecto a sus contrapartes plantonicas (Gugala y cols., 2017). Los estudios antes
mencionados, comparten con este trabajo, la obtencion de parametros de susceptibilidad en el
sistema “Calgary Biofilm Device”, determinaciones realizadas por el “Biofilm Research Group” de

la Universidad de Calgary, que es grupo de investigacion en el que se realizaron las
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determinaciones de esta tesis. Estos estudios describen a la formacion de biopeliculas no como un
mecanismo de resistencia a metales pesados per se, sino mas bien un “mecanismo de tolerancia
tiempo dependiente”, dado que incrementos en la capacidad de sobrevida de estas estructuras a
tiempos cortos de exposicion (2 h), desparecen tras periodos mas extensos (24 h) (Harrison y cols.,
2004). En base a lo anterior no es posible descartar este fenomeno en C. metallidurans CH34.

La naturaleza eminentemente intracelular de la biosorcion de cadmio en C. metallidurans
CH34 contradice al modelo de complejamiento superficial de los metales pesados por grupos
funcionales extracelulares, como mecanismo universal de interacciéon de las bacterias con estos
elementos (Desaunay y Martins 2014). Este estudio descartaria a la matriz expolimérica de esta
bacteria como una barrera para ingreso de cadmio al citoplasma, en las condiciones experimentales

utilizadas en el sistema “Calgary Biofilm Device”.

La cepa CH34 pjBTc19:pleD* exhibio un significativo aumento de susceptibilidad a
cadmio (Figura 28), tanto en células plantonicas como en biopeliculas, pese a un significativo
aumento en su capacidad de formacion de biopeliculas y niveles cualitativamente mayores de EPS
en estas estructuras (Figuras 26 y 27). La disminucion de los niveles de ¢c-di-GMP en presencia de
cadmio en C. metallidurans CH34 y la mantencion constitutiva de niveles elevados de c-di-GMP en
la cepa CH34 pjBTcl9:pleD*, dan sustento a la existencia de una respuesta adaptiva via
disminucion de los niveles de ¢-di-GMP (Figura 29). Una explicacion alternativa a este fenotipo es
la alta demanda energética requerida para la sintesis de los distintos componentes de la matriz
exopolimérica (Hobley y cols., 2015), que iria en directo perjuicio de los mecanismos de
detoxificacion citoplasmaticos de cadmio dependientes de ATP, como la bomba P-ATPasa CadA.
De esta manera la sintesis constitutiva de c-di-GMP C. metallidurans, estaria reclutando la
maquinaria transcripcional hacia construccion de matriz extracelular en lugar de activar

mecanismos de resistencia a cadmio.
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4.4 Evaluacion de Urf2 como determinante en la respuesta y sobrevida a cadmio en
C. metallidurans CH34

Existen dos genes urf2 codificados en el genoma de C. metallidurans CH34. Por un lado el
gen wurf2.] (RMET RS30310) codifica una proteina de 333 aa mientras que el gen wurf2.2
(RMET RS31035) codifica una proteina de 329 aa (Tabla 7, Figural8). En ambas proteinas existe
un dominio EAL, entre las posiciones 13 y 250 que conserva la totalidad de los aminoacidos claves
para la actividad fosfodiesterasa (Tabla 1). Pese a la descripcién temprana de este gen como
componente del operdon de resistencia mercurio Tn50! (Brown y cols., 1986), a la fecha ha
permanecido como un componente de rol desconocido dentro de esta la maquinaria. Es interesante
destacar que el gen urf2 corresponde al primer ORF codificante de un dominio EAL descrito en la
literatura (Brown y cols., 1986; Galperin y cols., 2010), un afio después de la descripcion de c-di-
GMP como un activador de la sintesis de celulosa en G. xylinus (Ross y cols., 1985), y mucho antes
de su descripcion como segundo mensajero universal en el dominio Bacteria (Romling y cols.,

2005).

Si bien esta proteina ha sido recientemente sefialada como representativa de una sub clase
filogenética denominada “proteinas de dominio EAL solitario” (El Mouali y cols., 2017), analisis
bioinformaticos realizados en este estudio cuestionan la ausencia de dominios accesorios en su
arquitectura. La base de datos de NCBI describe en Mrpl y en Mrp2 un dominio de funcion
desconocida “DUF3330” en su region carboxilo terminal, entre los residuos 261 y 329 (o 333), no
descrita en otros componentes representativos de esta sub clase de fosfodiesterasas, como las

fosfodiesterasas ToxR de P. aeruginosa y BvgR de Bordetella pertussis (Anexo 11).

Se determind la funcionalidad de la proteina codificada por el gen wurf2.2 como
fosfosdiesterasa en base a los ensayos de complementacion heterdloga en P. aeruginosa
PAO1ArocR que mostraron la capacidad de restituir la adherencia a superficies y los niveles de c-

di-GMP a valores equivalentes a la cepa silvestre. Sin embargo, llama la atencioén en este punto la
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discrepancia a lo descrito para la cepa PAO1 ArocR en la literatura, donde se le asocia una
capacidad de formacién de biopeliculas equivalente a la silvestre (Kulasekara y cols., 2005). En
contraste a los antecedentes obtenidos en cultivos estaticos, los resultados de adherencia aqui
presentados corresponden a datos obtenidos en condiciones de agitacion (150 rpm), que constituyen
fuerzas de arrastre (“shear forces™), que al oponerse a la adherencia a superficies, promueven la
compactacion y menor viscosidad de la matriz exopolimérica (Goeres y cols., 2005), cuyo resultado
es la conformacion de biopeliculas mas resistentes a la erosion (Koechler y cols., 2015). En este
contexto, estos resultados respaldan la definicion de las biopeliculas como arquitecturas, cuya
estructuracion responde a las condiciones particulares en que estas se formen (Harrison y cols.,
2005; Yadav y cols., 2013). Otro factor que explica el fenotipo de adherencia de PAO1ArocR
pJBTc19, es la ctapa de la formacion de la biopelicula a la cual la biomasa adherida fue
cuantificada, que segin los datos publicados corresponde a 20 h de incubacion. Esto corresponderia
a una etapa muy posterior a los datos de adherencia a las 6 h de nuestro trabajo, que involucran
procesos de estructuracion y division celular, procesos no abordados por las condiciones
experimentales desarrolladas en este estudio. El papel de RocR en la formacion de la biopeliculas es
sustentado por su rol inhibitorio sobre la expresion de las adhesinas “CupB/C”, componentes

determinantes en etapas tempranas de adhesion (Vallet y cols., 2001).

De esta manera, los efectos de la complementacion en P. aeruginosa PAO1ArocR con el
constructo pJBTc19:urf2.2 sustentaron el la denominacion de la proteina codificada por el gen urf2

(“unkwown related function 2”’) como Mrp por “metal regulated phosphodiesterase”.

Pese a que los resultados obtenidos de la complementacion de la mutante de P. aeruginosa
PAOI1 ArocR apoyan a Mrp como una fosfodiesterasa cataliticamente funcional, no se encontro

efecto fenotipicos significativos asociados a su sobreexpresion en su contexto nativo. La cepa CH34
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piBTcl19:urf2.2 no exhibié alteraciones en la presencia de EPS en macrobiopeliculas, en la
formacion de biopeliculas, como tampoco en sus niveles celulares c-di-GMP en condiciones
control. Pese a ello, se encontré algunas diferencias. Una fue el incremento de la disminucion en de
c-di-GMP tras la exposicion a cadmio, incrementada también en las biopeliculas de la cepa CH34
piBTcl19:urf2.2 respecto a la cepa CH34 pjBTcl19. La ausencia de analisis fenotipicos bajo el
modelo de exposicion a cadmio (Figura 4), no permitio establecer de forma concluyente el rol de

esta proteina en esta condicion.

En vista de los antecedentes que describen distintas fases temporales en la respuesta a
metales pesados (Monchy y cols., 2007; Monsieur y cols., 2011), cabe la posibilidad de la
contribucién de Mrp en la resistencia a cadmio en etapas tempranas de la exposicion, que no estaria
siendo detectada dado el tiempo de exposicion de 20 h utilizado para obtener los parametros de
susceptibilidad. En este sentido, sera establecer criterios de viabilidad en el mismo modelo
experimental donde fue descrito el aumento del transcrito urf2 y la disminucion en los niveles de

c-di-GMP (Figura 4).

Los resultados de transcriptomica obtenidos en este estudio dieron cuenta de la induccion
de los operones mer Tn4380 y Tn4378 en presencia de cadmio. Estos resultados se correlacionan
con antecedentes que describen una superposicion de respuestas a metales pesados, bajo el concepto
de “respuesta multiple”, respuesta transiente de resistencia multimetalica, a la que suceden
respuestas mas especificas tras tiempos mas prolongados de exposicion (Nies y cols., 2006;
Monchy y cols., 2007). Si bien el incremento de un transcrito, no es sinénimo de su contribucion a
una respuesta adaptativa, existen antecedentes que describen un aumento de 1,6 veces en la MIC a
cadmio de C. metallidurans CH34 producto de la sobreexpresion de maquinaria de resistencia a
mercurio, en la cepa transconjugante C. metallidurans MSR33 (Rojas y cols., 2011a), portadora de
un plasmidio ambiental que contiene el operon de resistencia a mercurio Tn50580 (Rojas 2011b).

Estos antecedentes apoyan la efectiva contribucion del operén mer, en la resistencia a cadmio, que
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podria ser ejercida mediante el secuestro del cadmio en el citoplasma por los distintos grupos
sulthidrilos descritos en las proteinas que componen esta maquinaria (Boyd y cols., 2012).

Las respuestas transcriptomicas descritas dan cuenta de una respuesta de mayor magnitud
del operon mer en biopeliculas que en células plantonicas sometidas al mismo tratamiento. Una
posible explicacion para este resultado, serian las diferencias en la relacion de atomos de cadmio
por célula, a la que fueron expuestos ambos estilos de vida. Si bien ambos cultivos comenzaron con
el mismo numero bacterias, su cantidad al tiempo final al que fueron expuestas no fue determinada.
Pese a ello, la respuesta de magnitud equivalente en el caso del gen cadA, descarta este argumento
(Figura 21C). Seria posible postular entonces, una mayor actividad del factor transcripcional MerR

en biopeliculas que en sus contrapartes plantonicas en presencia de cadmio.
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S. CONCLUSIONES Y PROYECCIONES

1. Cadmio ejerce un efecto inhibidor del estilo de vida formador de biopeliculas en

C. metallidurans CH34 mediada por la disminucion en los niveles de ¢c-di-GMP.

2. La exposicion a cadmio aumento significativamente la transcripcion de los genes en los operones

mer Tn4378 y Tn4380 de C. metallidurans CH34 incluyendo los transcritos del gen merA, y del gen

urf2.2.

3. La complementacion heterdloga de P. aeruginosa PAO1 ArocR con la construccion
piBTc19:urf2.2 indicod que el gen urf2.2 de C. metallidurans CH34 codifica una fosfodiesterasa tipo

EAL, la cual denominamos Mrp (Metal response phosphodiesterase).

4. La expresion heterdloga de una diguanilato ciclasa constitutivamente activa en C. metallidurans
CH34 increment6 de forma sostenida los niveles de c-di-GMP en presencia de cadmio y la

susceptibilidad a este metal pesado.

5. Para establecer la existencia de una respuesta de degradacion de c-di-GMP en presencia de

cadmio en esta bacteria, es necesario realizar ensayos de actividad fosfodiesterasa en células

expuestas a este metal pesado.

6. La realizacion de ensayos de susceptibilidad a cadmio en cepas de C. metallidurans CH34

Aurf2.14urf2.2 permitiran dilucidar el efectivo rol de la fosfodiesterasa Mrp en esta respuesta.
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7. ANEXO

Anexo 1. Eficiencias de amplificacion en amplicones cuantificados mediante -RT-PCR

Amplicén T° ann*  Eficiencia r’

merA 60 107,327 0,992

cadA 62 83,09 0,992

rpoZ 60 101 0,9995

B 64 83,16 0,998
RMET RS08460 60 91,3 0,994
RMET RS09375 60 89,5 0,997
RMET RS11180 60 107,1 0,992
RMET RS11270 60 109,1 0,993
RMET RS11355 60 92,3 0,998
RMET RS19900 62 104,1 0,995
RMET RS21415 60 87,2 0,998
RMET RS29325 60 92,6 0,991

urf2 60 97,0 0,980
RMET RS05485 60 103,6 0,995
RMET RS08465 60 103,0 0,999
RMET RS20720 60 99,7 0,996
RMET RS25455 60 94,4 0,998
RMET RS26980 60 91,7 0,996
RMET RS02985 60 102,4 0,997
RMET RS11280 60 104,048 0,992
RMET RS22980 60 111,67 0,986
RMET RS24295 60 85,7 0,987
RMET RS28910 62 102,98 0,997
RMET RS30470 60 111,402 0,992
RMET RS05745 60 90,348 0,991
RMET RS08705 60 107,851 0,978
RMET RS11325 60 98,732 0,999
RMET RS21490 64 90,2 0,995
RMET RS29670 60 92,267 0,996
RMET RS18290 60 87,153 0,997

*: Las temperaturas corresponden a la temperatura de hibridacion de cada par de partidores. (n=2)
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Anexo 2. Confirmaciéon de la transformacion de C. metallidurans CH34 con las construcciones
piBTc19:pleD* (A) y pjBTc19:urf2.2 (B). Electroforesis del producto de extraccion plasmidial a partir de
cultivos de colonias de C. metallidurans CH34 recuperadas del protocolo de conjugacion biparental. 1:
Producto sin digerir, 2: Producto de digestion doble EcoRI/HindIIl.
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| 10 . 20 % 30 . 40 . K50 *, % _ 6 70 80 *, k9% * 100 | 110 . 120 . 130 . 140 . 150 . 160 . 170 Lk 180k

PleD/1-156 QB GLHNRR YMTGQLDSLVKRATLG - - - ---GDPVSALLIB 1 DF[ERx 1 NBTF@fo1 8B« v REFA”.R’I.ASN---VRA!D;LPC Y@@ vV IMPDTA - LADALR IMER IRMHVSGSPFTVAHGRE - - - - - - - MLNVTISIGVSATAGEG-DTP - EALLKREBEGVHMoMRA s@RN - -
WapR/1-159 GETGLSNRRHFDEYLELEWRRAMRD - -QTQLSLLMIBVDFEKT YNBs FGHVEGDEANRKVAAT IREAS - -SRPSDLPARYGGEEHALVEPNTS - PGGARLVAEKLRMAVAALKI PHIAPTE - - - - - - - GSSLTISIGLSTMTPQQ-GTDCRQVIVA TAKHNGRNQ -
RMET_RS02985/1-156 ABTGLPNRAWFEKRLREACEQARLL - ~GHRTALCF I JLDREK 1 VNDT AGHCAGHVLERELGYVIRHH- - - VRPDDLLARLGGDEHALLLKDCS - I DHAEQVCQKVINAIRERRFPWEGRV - - - - - - - - - YDVGASIGIAAIDADAP - - PVSEEMSR ABKAAGRNRV
RMET_RS04365/1-149 VETKL YNRAYYEDELARLGRKGPWP - --VSVIAVBLNGLKAVNBOQFGHGDEDGLERRT GEVIKKA - - - VGEQAC I ART GGD) VLLPGRD-ERGAATVVEQIEEVVVLNNQFYPGAR - - - = - - - - - - - LSFSIGSATCMQGDR - - - LTDAVKT DAKRAYYEA -
RMET_RS05490/1-156 ABTGLANRR YFENAAQKAVMHARKQ - -GSALSTLALDLDLEKR VNDT YGHAAGDR VEQVVARQFEGA - - - LRSTDLGAR 1 GGEEHTAILFDTA-LGQAQVIAERIRAATQNTPITLESGE - - - - - - - - AITQTVSIGIAAYREDES - -DLAAAQER s AKAABRNR -
RMET_RS08460_/1-155 BMEMGL PNRFLLDERLSQALARARRM- -PQPVALMFLBLDGEKAVNDT L GHGVEBE L lLlGRD’LQNA---VRDquv 1 @GDERA I VLEGI ADQDHL PMLARSLLRMIRSARQIGEHQVEVT - - - - - - - - SSIGISVYPTDALTP----GEHLKK HAKR NGKDA -
RMET_RS09375/1-160 ABTGLANRRVFASRFADAYAWCKRD - -AVPVSLIMLDIDREKK 1 NBR ASGBVYV RTLADALRAN---VRNVD,LrlA LGGEEHAVLLPRTG- I ADAANLAEKLRLALQALVCEPVDSD- - -DTAS - - IRETASFGVAQIAPDEP -GNLDSLLMYV| ARKAGGRNK -
RMET_RS10905/1-154 DEFDVLSRGAFWEELELACKQAERS - -RKPLTVAFMBLDHEKA I NBLYGHLAGDS VRHFAGLLRKV - - -AAPDSVIGRLGGEEEAI VMPATG - LETGRAISVRLSALVRATPCPSEPDP - - - - - - - - - TAYTVSIGMAEWQLGE - - - NADAVMRR S DAKQMER NC -
RMET_RS11180/1-156 HETGL L NRKGFDRRLQEAMARADSAD -HGAALLLVBLDDEKAVNDS yEHP vEDR LEVAFAERLRTC - - - VRSGDA VAR 1 @EDERA 1 IEHITTPSIVERI GHAVVHAALRPETI -DGQTLV - - - - - - - STCSVGSATHQSGQSAS - - - VSELF IR DAKR HEKAC -
RMET_RS11270/1-156 SERGLLNRAAFTEALDLAVRTAAARN -QYAAVLYLBSDDEKG 1 NBR yGHAAGBHAV VAchkchc.-.Lnscg‘svg LGEDEFAVLVNALRAPEDAVR IAEHI LNAMATPVCLADGTTIF - - - - - - - APLSIGLAVYP - LHARN- - -GTALLHS GAKRQSGAT -
RMET_RS11280/1-159 ARTGLPNRQLLLSRADDAVARANAHG -TPLALLFINLNNEKRVNDVOQEGHGAGDR FIE1 EVASRLQFATAEHARDAT VGRL SGDEBAVLEPGHG - HAE’ALAI\ADELLRALDPPITVAHGLSPS ....... PSASIGISMLTEQTRDR - - - - ETLLHH VCQMRKRSGPDV
RMET_RS11355/1-147 TETGALNR- - - - - - - - GAVIDRATAALA -RGSLALTVIBIDHEKRLNBDFGHPVEBAVICGVTACLKDTV - -RMEG-VIG EEEAALLPDFT - 1DAAAT LADQMRQATAGHRFPAPVNR - - - - - - - - EVTASFG.- - -VSWSPQGRPFEH- - AYGR

RMET_RS16170/1-157 ABTQELLNRRALEARACDLCASPAAD - -KPYVALVMFDIDHEKR I NDT YGH1 AGBRABE I VGAVCREV - - - LGTGDLAARF GGEEBAVVSLVST - PGEALKLQ\EQLKEKLRURVTLESARP rrrrrrrr FGMTVSLGVAIGRREDVGQDLSAEIRQ

RMET_RS17815/1-165 PETQLANRRRFSEQFKKETARRQRD - -GTPLAMLMLDIDYEKR VNBK As@BcVEMAMADLMRKH - - - LRE1DFPARLGGE AVLI.PGAS—SDEAVAA“ERLRLAVEAAFVEAAPDAPQPDTGDGRlRFTVSlGVAEAGTDGC QTLDAMLAY,|

RMET_RS19120/35-190 SV SEDLPDRTAFARWLDQS I AHARLA - -ETGCAVLLIHIADYREVDEVFEVRADBDILAQDAGALAQAA---LEPHDFLARLARDEFAVGVPNLVHHSRAHDLGSRVLGSLAEFVAARGLQMQIG- - - - - - - - VNIGIAIYPRDAATS - - - - EGEMOQA

RMET_Rs19450/30-18¢ s MBGLLERGSLLAEIRATMECNATSP -LRSALLYLBLDGHERR 1 NBvuiicc@e LBoovADRMRAT - - -vPEGTHVSR I @EDEEY 1 LEN - LHESDDVQVLAQRLLRDIAVP YLLANGETVA - - - - - - - - - IGVSIGITHISPNGQ- - SADAVLNYV|

RMET_RS19900/1-158 ABTGLPNRRALHGELGRLLARATRD - -ESHVVVGIIBLDDEKR 1 NBs YGHV vEBQF sEcskascl.-.vnanMLlA VEEDEFALVAPCPASATQAHS LADQLQKRALAATRGVYTLADVTI - - - - - DYAGVSAGVVAVRPVSV----EQALEL

RMET_RS20545/1-159 GET s LSNRR YFDE YLGAEWKRAQRE - -QTQLALLMIBVDARKGYNDT Y@HVAGDEVEHRR VAAVIRENC - -ARPADLPAR/FGEEEESMILPATS - PGGARLLAEKVRRATETLRIPHACSPT - - - - - - - GGFVTVSIGGAVIVPGG-DADFSREIEA

RMET_RS20580/1-154 PETGVVARQSFLNRLETRLHSEATP - -RFSLLLVGIDDERAF HGHMEGDA 1 HLQVARRERDA - - -APRDAVVGRV/GGDEFAVLLTSI SDPTLVRHVSAATLSMLSAPHELN-GRRHH - - = - - - - - - VLASLGACVMPTGGD- -TTSDVLAA

RMET_RS21415/1-157 ABTGLLNRGALDMLATSMI ARWQRN - rGEALSCLVlIVD\( LVNDTHGHHAGBNVIEHR E1IATALDNSR - -RASD - 1 ARRYGGE ClLCPHTD—EHQATALENRILRKVRA!ELPGAGGH rrrrrrrrr ASVSIGVAELRGGPSSREGLWRSEFAT

RMET_RS22980/1-155 KEMHLPNRVLLEDRFTLATQAAARH - -HGRFAVLFVBLDGEKGVNDT YGHQVEBGLEVE IANRLRAS - - -VSSEDT 1 ARVEGDEEVLLVH- VDEPEDAGVVAGKL IDVLREPANVAGHMVHVS - - - - - - - - GSIGIATYPVDGQDQ- - - - DALMTN

RMET_RS24490/1-129 -HPLAIVIVRLDREQFACETIBSRRTRLLRAEVKSRIAGVG- - - VMPAVMHWLSPADLGIACLLPATAEEMAELSQSIATALRLPYSVDGFELFLS - - - - - - - CSIGTAIDSPESATER- - - -NLQQAFBAMLQINRRGEGGI A
RMET_RS25835/1-162 H ACF RHLHTTLLI’QVLEKARA- -RRWLTLMVCI[DH RV.NH QG.AV MHVAMLEQDR T - -HEPRDS vVl Y@EeBf L L vMP QoMD - FESAAS LAEDMRAAVAGSEVPGPDGKSM- - - - - - RATVSIGVLSVDFSASDTEVTESALTAARDML LMeRR AGRNS -
RMET_RS28515/1-157 Gll’ KYFQKESHAAVTKAYEK- -GTEIGLLILBVDLEKQF PR RQVATALTCV - - -LDGTQF CARLGGEERAVVEPDST - SEETRT IARRMVAAVRELGI PHHGTP - - - - - - - VQPFVTISVGAVCAVPDAP - -RLEPLLHRADSAMYRAKR AGRNR -
RMET_RS28900/1-96 = = = = = = = = = = = = = = = @ = e s s e e e e e e e e e e s - FARIVRRV - - -VGARGIAGRLGGEEBAVLLPRTT - GEEM I HIAEEIRATLERARFETLPDS - - - - - - - - - PRVTASFGVAVWQPPE - - -SLDALMSRABGL LMTAKR S GRNR -
RMET_RS28625/1-154 P GVG AYIGKRIEEYTSGRRAG - -QPFAVALMBLBGERN VB s L@ e F @A LBxEVGTREQDT - - - VRTRQS VAR/L GEDEE Y LMLDDME S EADAIRILERVIHVCRQPFLL -GGCQVR - - - - - - - ITTSIGLAFSN-GSAQS - - - ESQWLRRADL ERKA L GKNR -
RMET_RS26910/1-155 P TLFSERLKQAIIRARRA - -SRRVGVLFLDLDREKMINBTMEHGTGBDAYR VI AMRLKHA - - - VRESDTVAR/LGGDERT I VVEEIEDIRHVAHIAQVLLDVVGQPIDAAGRSVEVT - - - - - - - - PSIGISIYPDDGTDQ- - - - QQELMQABDRAMYEAKQEGKNT -
RMET_RS29320/1-155 A SELHERCEVLLAEARRR - -GSGVALLLLBLDHEKHINETLGHP VEBDLERT IADRIRGA - - - VRPRDVVARMGGDERAVALGDLRFDGEAELVAAKI LARVSEDLPLAGEHVRVT - - - - - - - - PSLGMAIFPQDGNSL - - - - TDLMK S ABAAMYAAKHGGRAQ -
RMET_RS29325/1-155 H L‘Q NAFESQLRDAMML SRAEQ -QLMALLYLBMDREKAYV n-x ATGBLLEQAFALRERRC - - - VRESDHVAR I GGDEEAVILEDIGTPATAQRIAGATLESVGRHFYF -DGILAD - - - - - - - VDVSIGVTLYK-GTPIS---EETLMRQABVLLMRAKALGRGR -
RMET_RS30470/1-156 s RLFQDRLGHATERSANKG -TEFSLLFLBLNREKDYV SFGDRLIEEVVGERFKRL - - - VKEADFVGRI GGDEET F I LHDTADPAQVES ITARRIFDELAKPIVLN-GTQSY - -------- VSASIGVSRFPADGT - -TAEALIMNABAAMNMRAKEDG GAL
RMET_RS29670/27-173 pv st HAFRDRLDRLFLSESDRD -QFHAVLAVQLS - - - - - - AvQ APLDBS1CALARDRETTS - - - 1RDS SEESGREFVLARNVSEPIDVAI ITARRIAACYEAPLTPGGETLRLR - - - - - - - - ARTGIALFPVDAETS - - - - DALVASMKKAAATANAEHP - -
RMET_RS13360/1-155 GUVNRIPEFERRLETATLRARQE - -GCTHTLMYLBLDR AABBELBCQIADLMRQQ- - - LRRSDT L ARLGEDEEAVLEEHCL - PSDGERVAESLRQATAAFRFICRGHV - - - = - - - - - FSVAVSVGLIRLDERTS - - NTEDALGAABVACHRARR ABRNR -
RMET_RS24295/1-114 L RATTEVRMEAARYANPLTFLPGNILLNQHVDRLIAAGSAFHACYVBLNQ YWK@DEMEKGAAATEAQAC - -DPARDFLGHV@GDDELVLYQGDD - - - - - - - WEVRIRDATAR --

Anexo 3. Alineamiento multiple de 30 dominios GGDEF encontrados por homologia en el genoma de C. metallidurans CH34. Los dominios
“GGDEF” encontrados fueron identificados en la plataforma de prediccion “PROSITE” y luego extraidos para efectuar el alineamiento entre si.
Como referencia se utilizo el dominio GGDEF de la diguanilatociclasa WspR de P. aeruginosa. Como control positivo de la estrategia de
prediccion se incluyd la diguanilatociclasa funcional PleD de Caulobacter crescentus. Circulo amarillo: Sitio de inhibiciéon secundario, Circulo
rojo: Sitio de inhibicion primario, Estrella azul: Sitio Activo.
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. * . 0 X 0 5 @ . 5 . %0 X WA 1m0 . e . 5 150 . 17 .
TBDI265721.245 lVElASIRlV GEAHVEWEDPERGLY XS A - -TElls vaL soREEE acBr B ARod0cR ARDDLT L EEN: e xBe EcrriykaviHocl o B v < v xToE VR CHOARAR RKIPAHPSETQIVITILAL kc
VieA_606_/21.238 QFDFRS AMV v VRYEHPTHGML S BA V| HEKLFLTVLEKS - -VSLASIG----ADLQLSVNISQRNLQHS - 1CDPIFPASKLTL] HEVYNGTPTSLANLARLRMY| HDLATNYKHQQLTNMCLLLAQS LHC
RMET_Rs0293521244 VRIE 1QPHQTEHARHVEVEVEMVDEQGT L 1 MBGA| MGHVDRWY I RNVLHQF - - ERLARVP -DLVVS INLSANSLGEPFLLPFLLPAERLLLEITETALIHNMTAASRLLKEMRHA RNLADNVVDREIVSSINDIGHR
RMET_RSO0548521.240 1IRIADNECVGVEARTRWT LHGQ -5 1SBEV) NL1QSLTDVVLEKT IAQLKML - - - VANPTFYVS INVSSEDLRSVRFLNQLIAPRQIRIBATERS - FMNTEETRGV I AAFRAAI nTlEquAssvavullAMluBM i 1
RMET_RSO0846513-223 uu RT cun ARLLDDED - viLHas! - - EHLLELYVLGLDQALQEQRWLDHG- - - -KAIGFAINVPPDGLDDPRYYDATRAPQLETLEILESEGLSDTNEALTQFNRFRTL

RMET_RS11280/21-243 Qll! s NLWAV, ARWPHPHRGD 1 ART YV, 3 ~SGLIVALGYWAVREACAQQRWRR - -RGAAVPAISY, LlrLSlRI’)FALPDVV|PAGE TIEI EEsVFLDHTSEAEAT IAABRKL

RMET_R$1912021245 F@BKFDVKTRQVVGABAMCRWRHPTLGAVSBVE -SGQIDKLDDWYVISRVCGQVSWQDAGLP - - VVPVAINMVSGTRFASRNFPRYLIPPSAITLEITETAAMKDIAKSLETLAELQS L]

RaET RSz RDDELSIATLVELE S CRII AT ALMRMEHDCOW RHHRIRKLTNRMLDLLVADAQALPRDLARAMYFSVNLSAEDLAACAIAQCGVDGVMVEATEGVLLEASRYIPNIERLRK-L

RMET_RS2058021-243 Qv D) :'l - -SSVAADVGMWLLHTACAQAAWSLTFPD- A?RVAIILI‘AAQLSESKLLIEVLPPDRHEI ITET1ALQQGDEVSGQLQAERRD

RMET_RS21885/21-240 1VG - -ETHLELYSKGLEQALRQRTWVRQG- - - -VTLGLSVMNLPPEALGDDRYYEATCPPGTLT LELLESGEVPEGS IATAMR -KFKAL)

RMET RS24520115.236 1Gs ERLAARTAIAAFMOALFGKLFLNYSADSLRDIEDTREDVRNFLORVDMPSDR 1 VLELEEHQAFLGPLES LTKAVFS IRAR

RMET_RS25455121-242 WLSELTIVMIWHAAAAVRWEKG - - -GLALPIST AEWRCLETGKLHVALISMRS HVEVSEQTEVNDLMTARDATRAERAE

RMET_RS2072022:243 - -LDAADVIFLTAIDRCLAALLLAKA---GVAVPISVNASAQTLCRPGLVERLVPRARLT LELTEETTVRDPFALGIALNR

RMET_RS22980121.243 t ATVPIGTWVLNEACRQLLWHDMGHA - - HWSMAVMLSALQF CHAGMVESVVEPRRLTLE I THTTAMRDVETTLAIMIQLDE

RMET_RS24490721-240 MREVGHWLVQQLLQLIESKHV AkvorTLuAMs r@ELADDA 1TMLT SEoRHC VY

RMET_RS26950121-240 v - 1QQITDQVLDIILSELTLL - rervveifvevEDLKSRRILSVLIARQQIR I ]A DTIGQEAASSTVAPHI I AMAQS
RMET_RS28625121-242 1 - K- -NGLIKHLGAWALRCACAQLAWDA - - LGIHVGHMS V] AvqurlchrstchDR LLE ADMVDS PHARTIVSAVLSLARE
RMET_RS2591021.243 - SALVVPIGAWVLREACRQGAWLRSGFE - - FGRMSV) ummsnnunvmqnu oLELY LTAVIERERDGAILRATVAMARA
RMET_RS2932021.243 - -CGLVSELGEWVLGKACQDISVRQ--ELGCDIDVAVMISPLOLRQASFPAAVLPAASLT I BV DDLAVPGHDRAVAAAIVALGRQ
RMET_RS29670121.240 21 5ALADECIRSLLADLACOAL F - - APRLL SEVERDSETR PGF LNTLTRWA -

Romet_6140121
Romet_6177_21:241
Rmet_6186_/21-241

o
GvsiL RS QAP FMAGRDDAFAFVTAATAVAAN
KV 1 GVIGAIGDWVLRESCRYVKLEALAI - FSPLQLSWHRQEPVLVDCRRFKIBL N. IRAF I HDMQGSHSDRQI VQAMI SMAHM|
G1v wrricuirflco MPE 1 GAWVLGEACROMDWRMLAWR - vgrsava-rorvawviraryieifuEfsvar-corairraLo QS EVAGLANDRRDOT I VHT VI OL,

HG.
G1V! RHPTLGLLP MPETGAWVLGEACRQMDWRMLAWR - - PERLAVNVSASQVG-PDFDGWVLPAEYLE I HLEESVAF-GDPATFPALDA QS EVAGLANDRRDQT I VHT VI QL

HG,

Anexo 4. Alineamiento multiple mediante de 21 dominios EAL encontrados por homologia en el genoma de C. metallidurans CH34. Los dominios
presentes en los ORF encontrados fueron extraidos desde cada uno mediante la plataforma de identificacion de dominios “PROSITE”. Como referencia se utilizo
el dominio EAL de la fosfodiesterasa TBD 1265 de T. denitrificans. Como control positivo de la estrategia de prediccion se incluyd la fosfofodiesteterasa
funcional VieA de Vibrio cholerae. Estrella azul: Sitio Activo

*k Kk
TBD_1265/131-270 131 AQALSAVMNIENTDKT I SHHGVTVSTES 1 ALAQKLGITDPKKT - - - - - - - - OLLTEGALLHDYGHH - - - - - - = = = = - - HSPLNENQP 197
RMET_RS09120/30-344 30 RSRFLVSSDEQIEQILAANVODVWIDILKGRNLPMQSTPEVADSEVDAQPESGFEDELEHARELIKSGRAVIGSI[FNDVRMGHALET 116
RMET._RS20080/590-943 59 AF IRLLADANDAKS PHT GGHCARVP EUTKMLARAACEVT QGP YQSFQLSEQQOWEELHVAAWLHDCGKVTTPEFVIDKATKLETLYDR 676

TBD_1265/131-270 198 LDSMSPEI ILWKKHPIEG KVQDKKHFDQTVIN- - -« - - - - = =« oo oo oo - Q TINGTG PKGLREKDMDP AVLVSSA 264
RMET_RS09120/30-344 117 NGALLLV STSLSRHSQALLAM RLKAKDDYTYLHSYSICALMIAVGRTLKLPD LGLAGLVHDIGKL PES LMKA 203
RMET_RS20080/590-943 677 IHEVRMRFEVIKRDAETQCLOSIAAGEPLPIAQARRDAEIVRLDNDFAFVAACNQGGESMS QEDMDRLRQIAARTWTRT DDRL 763
* *

TBD_1265/131-270 B Y § 0 I 270
RMET_RS09120/30-344 204 SPAEYEQMRRHP S!GYRILNEARLYTNI I’LDVCVHHHERVGKGYPFGLFESEI SV!AKIAAICDT YDS!TSPRPNHLAWSPARAME 290
RMET_RS20080/590-943 764 HEEFARKCRSPAHALPTQERLLADRDDHRI ERGARDVMP PDNPWGFKRKVPRYLYDHGETIHNLTIGRGTLSEEERYKVEDHIVQTQI 850
270 7 ¥ v/

RMET_RS09120/30-344 291 YIAVRVDTLFDH IFKAFTRTVGIYPLGTVLILRSGRLAVVCGQNANEPLRPRV --------------------------------- 344
RMET_RS20080/590-943 851 MLSRLPFPKHLRINVPEIAGGHHEKMDGTGYPRGLTRNQMSPLARMMAIADI FEALTAADRP YKKAKTLSESIGIMARLKAQQHIDGE 937

TBD_1265/131-270 = e - - - -
RMET_RS09120/30-344 - = - - - -
RMET_RS20080/590-943 938 LEFDLFL 943

Anexo 5. Alineamiento global de los dominios HD-GYP de B. bacteriovorus (Bd1817) y de C. metallidurans CH34 (RMET _RS09120). En azul se destacan
los motivos aminoacidicos determinantes en la actividad fosfodiesterasa de este dominio.
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Bcam1349/1-260 1 MLHLHSSYSANAIEA EDSIRTIAPHL IK - DRVGEPMRHLH A VQH 70
RMET_RS518290/1-242 1MITHRSDLHVNHLEN RHEWEAL SRHEF LR ELETDSGQRIVHVY SVVISILLSEL T 71
Bcam1349/1-260 71 VAV R A% LGTLV VAAS I1G VIS C AEFERSPQTYRLLENTC TMA SRSAL 141
RMET_RS18290/1-242 72 FIAIA N L IPVVT D TMP SPGF IPARVMLRISELGQLBPALQRVTELYYV VLT AQTHAA 142
Bcam1349/1-260 142 VSE S H IDGD TV T NEQE A RQR R D 212
RMET_RS18290/1-242 143 LNK C I MS TN VI v KEEDL HHS H C 213
Bcam1349/1-260 213 HHA DLE I RADXYR GTRGNTR TVRPRMPEGRCGEP AHGA 260
RMET_RS18290/1-242 214 KHS KEIVKREYDRERE - - - - - - - LA----------- DVHA - 242

Anexo 6. Alineamiento global entre las secuencias aminoacidicas de Bcam1349 (B. cenocepacia) y la proteina codificada en
RMET RS18290 en el genoma de C. metallidurans CH34. Secuencias con [ =47,1% y S = 63.2 %.
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Anexo 7. Conjunto de ORF seleccionados para ensayos semi cuantitativos de transcriptémica
mediante RT-PCR

GGDEF (8 de 17) Criterio?
RMET RS05490 Codireccional a RMET RS05485
RMET RS11180 Posee dominio HAMP
RMET RS11270 tpbB
RMET RS20545 Codireccional a operon che
RMET RS29325 Divergente a RMET RS29320
GGDEF-EAL (4 de 9) Criterio
RMET RS28910 Posee dominios CBS
RMET RS22980 mucR
RMET RS30470 Dentro de cop-sil-nre-ncc
RMET RS24295 Posee dominios CBS
PDE (5 de 9) Criterio
RMET RS05485 yjeC
RMET RS20720 rocR
RMET RS25455 En contexto con fimADC
RMET RS30310 urf2.1
RMET RS31035 urf2.2
Efectores (6 de 6) Criterio
RMET RS08705 PilZ
RMET RS05745 PilZ
RMET RS11325 PilZ
RMET RS21490 pelD
RMET RS29670 GGDEF & EAL degenerados
RMET RS18290 bcami349

a:ORF homologos de funcidn conocida fueron representados por su nombre.
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Anexo 8. Cinética de crecimiento de C. metallidurans CH34 en medio LPTMS. Los cultivos fueron
realizados a partir de una densidad celular inicial delE7 células /mL. Esta curva fue realizada en cultivos de
10 mL a partir de un inéculo equivalente al utilizado en el cultivo de biopeliculas (1E8 células totales). Las
flechas indican los tiempos de incubacion representativos de cada fase de crecimiento, designados para los
experimentos de RT-PCR. Incubaciones realizadas a 30°C y 150 rpm.
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Anexo 9 Analisis semicuantitativo de 18 transcritos involucrados en la via del c-di-GMP mediante
RT-PCR. Se realizé la amplificacion de cada ORF a partir de cDNA sintetizado desde 500 ng de RNA
total de cada una de las muestras obtenidas. Como control de expresion referencial se utilizaron los
genes gyrB y rpoZ. Como control positivo del tratamiento se utilizo el gen cadA.
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Anexo 10. Curvas de viabilidad celular tras 20 horas de exposicion a cadmio en células plantonicas y
biopeliculas de cepas derivadas de C. metallidurans CH34. Los porcentajes fueron calculados segun a la
concentracion de unidades formadoras de colonias respecto a la condicion control. Cada punto corresponde al
promedio de tres réplicas bioldgicas. Cada curvas representan el producto de regresion no lineal con 1000
iteraciones
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Anexo 11. Arquitectura de dominios de proteinas compuestas por dominios “EAL solitarios” segiin la
literatura. Se muestran las arquitecturas descritas por la herramienta de analisis de conservacion de

arquitecturas CDART.
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