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Resumen

Los polifosfatos (pol¡P) son biopolímeros lineales que se han encontrado en todos

los seres vivos y están formados por residuos de ortofosfato unidos por enlaces

fosfoanhídrido. Los poliPs se sintetizan a partir de ATP por la polifosfato kinasa (PPK1)

y se degradan por la acción de la exopolifosfatasa (PPX) a fosfato inorgánico (P¡). Los

genes ppkl y ppx en E. coli se encuentran formando un operón.

En muchos microorganismos se ha visto que la presencia de poliP en la célula

aporta a la resistencia de metales pesados, sin embargo el mecanismo no ha sido

dilucidado. Dos hipótesis son las más apoyadas. La primera la planteó Keasling en

1997, y propone que el P¡ liberado por la hidrólis¡s del pol¡P se asocia a un átomo

(catión) del metal y ambos son expulsados del citoplasma por un transportador de

fosfato inorgánico (Pit).

La segunda hipótesis plantea que los poliPs aportarían energía a los mecanismos

de transporte act¡vo que sacan el metal de la élula. CopA es la única proteína

conocida en E. coli que está involucrada en la resistencia a Cu y que utiliza ATP para

su función. Por ello esta proteína fue cons¡derada en este estudio para evaluar la

posibilidad que el poliP participe en la res¡stencia al Cu generando ATP o como un

análogo del ATP para el funcionamiento de esta proteína.

En este trabajo se realizaron mutaciones por escisión de los genes pitA, pitB, copA,

y del operón ppkl-ppx en E. coli. Sobre la cepa Appkl-ppx (ApoliP) se realizaron

mutaciones adicionales de los genes ya mencionados de manera de estudiar las dos

propuestas menc¡onadas arriba. Para analizar el efecto de los poliPs en la resistencia

al Cu en las d¡ferentes cepas, se clonó el operón ppkl-ppx en un plásm¡do altamente

regulado, y las cepas carentes del operón ppkl-ppx se transformaron con este

plásmido.
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A todas las cepas se les mid¡ó la conceniración mínima inhibitoria del Cu. Las cepas

LcopA y ApoliPAcopA fueron las que presentaron una mayor disminuc¡ón de la

resistencia al Cu. La cepa ApoliPApitAA,pitB también presentó una reducc¡ón

importante en la resistencia al Cu. Al transformar todas las cepas que contienen la

mutac¡ón ApoliP con un plásmido que expresa el operón ppkl -ppx se encontró que

sólo la cepa LpoliPL,pitAA,pitB no aumentó su resistencia al Gu.

Estos resultados sug¡eren que el mecanismo de acción de los poliPs requiere de al

menos uno de los transportadores Pit. Los resultados de esta tesis apoyan el modelo

planteado por Keasling como el mecanismo por el cual los poliPs actúan en E. coli para

la res¡stencia del Cu.
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Abstract

Polyphosphates (polyP) are linear b¡opolymers found in all living organisms. They

are made of orthophosphate residues connected by phosphoanhydride bonds. ln

Escherichia coli polyP is mainly synthesized from ATP by polyphosphate kinase (PPKI)

and ls degraded to inorgan¡c phosphate (Pi) by exopolyphosphatase (PPX). Both ppkl

and ppx genes constitute an operon in E. coli.

ln many microorganisms the presence of polyP in the cell contributes to the

resistance to heavy metals, but the actual mechan¡sm has not been elucidated. So far

two hypotheses have been proposed. The f¡rst one (Keasling model) suggests that the

P¡ released by hydrolysis of polyP ¡s associated to a cation of metal and the PFmetal

complex ¡s expelled from the cytoplasm by an ¡norgan¡c phosphate transporter (Pit).

The second hypothesis suggests that polyP could provide energy for the act¡ve

transport mechanisms tak¡ng the metal out of the cell. CopA ¡s the only known protein ¡n

E coli involved in Cu resistance that uses ATP for its function. Therefore, this protein

was included in this study to assess the possibility that polyP may part¡c¡pate in Cu

resistance by generating ATP, or as an ATP analogue for the proper functioning of

CopA.

Excision mutants of E coli genes pitA, pitB, copA, and ppkl-ppx operon were made

in th¡s wok. Ihe A,ppkl-ppx strain (ApolyP) was used to obtain aditional mutations in the

genes ment¡oned above in order to study the two proposals already described. To

analyze the effect of polyP in the Cu resistance of these strains, ppkl-ppx operon was

cloned in a highly regulated plasmid. The strains lacking ppkl-ppx operon were

transformed to complement them with this plasm¡d as well. The minimum ¡nh¡bitory

concentration of Cu was measured in all strains. AcopA and ApolyPAcopA strains were

those showing a higher decrease in Cu res¡stance. ApolyPApifAApifB strain also

presented a significant reduction in Cu resistance. These strains were transformed with



a plasm¡d expressing lhe ppkl-ppx operon and only the LpolyPLpitALpitB mutant did

not increase its res¡stance to Cu when the plasmid was expressed.

These results suggest that the mechanism of action of polyp requires at least one of

the Pit transporters. Moreover, the results of this study support the model suggested by

Keasl¡ng and the mechanism by which polyP participates ¡n E- coll resistance to Cu.
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l. lntroducción

1.1. El Fosfato y su transporte en E. coli

El fósforo es parte ¡ntegral del metabolismo celular bacter¡ano y es indispensable

para la biosíntesis del DNA, el RNA, las proteínas y los fosfolípidos. Por ello resulta

necesario mantener un nivel estable de fosfato ¡norgán¡co (Pi) o de los nutrientes que

contienen fósforo en la célula. Es por esto que los microorganismos deben ser capaces

de captar el Pi y los nutrientes que contienen fósforo desde el amb¡ente donde se

encuentren. El transporte del fosfato está bien documentado en varios

microorganismos, especialmente en la enterobacteria Escherich¡a col¡. Este

microorganismo es una bacteria modelo debido a su rápido crec¡miento, y facilidad de

manipulación genética. Su genoma se encuentra secuenciado, anotado y disponible,

además ha s¡do ampl¡amente estudiado, lo que lo ha convertido en uno de los modelos

biológicos que más datos ha generado a n¡vel global (genómica, proteómica y

bioinformática).

Debido a la necesidad de mantener los niveles estables de fosfato en la célula es

que existe una compleja regulación de los sistemas que permiten su captación, la que

es llevada a cabo por el regulón pho. Este regulón se encuentra en numerosos

organ¡smos, y consiste en un conjunto de genes, que cambian su expresión frente a la

carencia del fosfato (Wanner, 1993). Esta activación ocurre mediante el sistema de dos

componentes cod¡ficado pot phoR-phoB, que es una forma común de expresión de los

genes regulados por el fosfato, tanto en bacterias Gram negativas como Gram

positivas (van Veen, 1997). La proteína PhoR es una quinasa que fosforila el regulador

transcripcional PhoB, que se une a la caja pho (secuencia consenso que se ubica en el

promotor de los genes regulados por el regulón) (Harris y col., 2001). Las células

responden a la carenc¡a de fosfato activando el regulón pho, que activa la expresión y



secreción de la fosfatasa alcalina al per¡plasma, que libera los res¡duos de ortofosfatos

desde organofosfatos (Sharfstein y col., '1996), además de regular otros genes de

captación del Pi.

Para la captación del fosfato desde el medio extracelular existen proteínas, que

reconocen distintas formas de esta molécula. En E. coli existen 4 sistemas de

transporte de fosfato. Los sistemas Pst (del inglés phosphate specific transport) y Pit

(del inglés inorganic phosphate transport) son específ¡cos para el Pi y responsables del

movimiento neto del Pi. Los otros dos sistemas, GlpT y UhpT, median el ¡ntercambio

an¡ónico, en el cual el P¡ es aceptado como análogo del glicerol-3-fosfato o glucosa-6-

fosfato, respect¡vamente. Pit, GlpT y UhpT son transportadores qu¡miosmóticos, y

parecen consist¡r en una única proteína de membrana, a diferencia del Pst (van Veen y

col., 1994). A continuación se explica brevemente en qué consiste cada sistema.

1.,l.1, El sistema Pst.

El sistema Pst es el que tiene mayor afinidad al sustrato, y transporta los iones

HPO¿ 2 y HzPO¿- (van Veen, 1997). Está compuesto por una proteína periplasmática de

unión al sustrato (PstS) y 3 proteínas unidas a la membrana (PstA, PstB y PstC).

Pertenece a la famitia de los transportadores ABC debido a que ocupa la energía del

ATP (Rosenberg y col., 1979) (F¡gura 1). Junto a los genes que forman parte del

sistema Pst se encuentra phou, gen que codifica una proteína accesor¡a que no

participa en el transporte del fosfato, s¡no que participaría en la regulación del regulón

pho (Hoffer y Tommassen, 2001). Los genes del sistema Pst junto con phoU se

encuentran formando un operón, cuya expresión está fuertemente regulada por el

PhoB-PhoR. En E. colila expresión de este sistema se induce cuando la concentración

de Pi externa es menor que el rango milimolar (Harris y col., 2001).
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Citoplasma

Hi IteHPO4

Periplasme

Exterior

F¡gura 1. Esquema de los transportado!€s de fosfato de E corr: Los fansportadores p¡t transportan en
la misma direcc¡ón un fosfato metálico (MeHPO¡) y un protón; Pst utiliza una molécula de ATp para
¡ngresar una molécula de fosfato inorgánico (Pi); clpT ¡ngresa glicerol-3-fosfato (Gty-3-p) y saca p¡; UhpT
¡ngresa glucosa-6-fosfáo (clc-6-P) y saca Pi.

L1.2. Los s¡stemas UhpT y GlpT.

Los transportadores GlpT de glicerol-3-fosfato (Hayashi y cot., '1964) y UhpT de

glucosa-o-fosfato (Winkler 1966) ingresan éstos organofosfatos a la élula a la vez que

sacan Pi hac¡a el periplasma (Figura 1). La producción de los transportadores GIpT y

UhpT no está regulada por la concentrac¡ón del Pi, s¡no que es inducida por la

presenc¡a de glucosa-o-fosfato (o 2-deoxiglucosa-6-fosfato) y glicerol-3-fosfato,

respectivamente. La expresión de UhpT depende del operón uhpABC, donde UhpA y

UhpB forman parte de un sistema de dos componentes (van Veen, 1997); mientras que

la expresión de GlpT depende del regulón g/p, que basalmente se encuentra reprimido

por GlpR (Larson y col., 1987). Aunque estos dos sistemas son capaces de transportar

el Pi, en ausenc¡a de los transportadores Pit y Pst no son capaces de permitir el

crecimiento en un medio donde la única fuente de fosfato está como pi (Harris y col.,

2001).

H* MeHPOI
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1.1.3. Los sistemas Pit.

lnicialmente se llamó s¡stema Pit a la proteína PitA, sin embargo en el genoma de E

coll se encuentra otro gen (pitB) capaz de llevar a cabo un transporte de Pi de igual

manera. Se caracterizaron como transportadores de baja afinidad, cuya constantes (K,

de Pi es 25 UM) son 100 veces menores que la K,de Pst (van Veen, 1997). El gen pifB

es un parálogo de p¡tA y en E coll tienen un 75 o/o de identidad nucleotídica (Harris y

col., 2001) y un 8l % de identidad en la secuenc¡a aminoacídica (Hoffer y col., 2001).

El mecanismo de transporte de las dos proteínas es equ¡valente y de hecho la Km

aparente para el transporte del P¡ es similar (Hoffer y col., 200'l), aunque la dinámica

de expresión es diferente. Cada sistema Pit es capaz de funcionar independientemente

del otro (Harris y col., 2001).

El gen pifA fue descrito inic¡almente por W¡llsky y colaboradores (1973) y se expresa

constitut¡vamente- Por otro lado, pitB fue caracterizado más tardíamente deb¡do a que

está regulado negativamente por el regulón pho, el cual se encuentra siempre activo en

la cepa E coti K'lQ (cepa ut¡l¡zada para el estudio del transporte de fosfato) (Harris y

co|.,2001). Ambos transportan de manera simultánea un fosfato metálico (MeHPO¿) y

un protón, utilizando la fuerza protón motriz (van Veen y col., 1994) (Figura 1). S¡n

embargo se ha visto que pueden invertirse y sacar el fosfato metálico hacia afuera de

la célula en ciertas condiciones (van Veen, '1997). La captac¡ón del Pi se inhibe

fuertemente cuando el pH ¡nterno de la célula es bajo, por lo tanto es importante

mantener act¡vos otros mecanismos de alcalinización del citoplasma (van Veen y col.,

r994).
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1.2. El polifosfato (poliP)

Una forma de almacenar Pi dentro de la célula es mediante el polifosfato inorgánico

(poliP). El poliP es un polímero lineal formado por centenas de residuos de ortofosfato

que se encuentran un¡dos mediante los enlaces fosfoanhídrido y que en E. col¡ llegan

a 750 un¡dades de Pi (Kornberg, 1995). Este polímero se ha encontrado en todos los

tipos celulares, desde arqueas hasta eucariontes superiores (Kornberg y col., 't999).

Entre las funciones que se le han adjudicado a este polímero en los

microorganismos estud¡ados están: l) fuente de energia para la síntes¡s del ATP; 2)

sustituto del ATP en la fosforilación de la glucosa y algunas proteínas; 3) reserva de Pi;

4) quelante de los cationes divalentes; 5) amort¡guador intracelular frente al álcal¡; 6)

regulador del desarrollo celular, y finalmente 7) regulador de los ajustes celulares ante

condiciones de carencia y estrés (Kornberg, 1995; Kornberg y col., 1999). Numerosas

enzimas son capaces de utilizar directamente los pol¡P, lo que contribuye a su

participación en los diversos procesos celulares. Entre ellas están: la polifosfato

despolimerasa, la NAD quinasa depend¡ente de poliP, la polifosfato fructoquinasa, la

polifosfato monoquinasa y la polifosfato glucoquinasa (Nesmeyanova, 2000)

Adicionalmente, se ha visto que ex¡ste una conexión entre el transporte de P¡ y el

metabolismo del poliP. La tasa de captación del Pi por PitA se reduce en el mutante

ppkl-ppx, y además el iriple mutante pitA pst ppkl no es viable (Rao y col., 2009).

El poliP alcanza altos nivetes en algunos organismos, espec¡almente en las

levaduras, organismo donde alcanza hasta un 10-20 % del peso seco celular (Kornberg

y col., 1999). En E. coti los niveles de poliP no llegan a ser tan altos con respecto a

otras bacter¡as, sin embargo son sumamente fluctuantes (Kuroda y Ohtake, 2000).

El metabolismo del poliP en las células es dinámico, y su nivel celular está

determinado principalmente por la acción de dos enzimas: la polifosfato qu¡nasa

(PPKI) y la exopolifosfatasa (PPX). Los genes de estas dos enzimas, se han estudiado



por su influencia en el metabol¡smo de los poliP, y en E. coli se encuentran formando

un operón (Akiyama y col., 1993).

La enzima PPKI cataliza la polimerización del poliP, mediante la transferencia del

fosfato terminal del ATP al poliP. Esta reacción es reversible, dando lugar a la síntesis

de ATP desde ADP y poliP, lo que sólo ocurre ante un exceso de ADP (Ahn y

Kornberg, 1990). En algunas bacterias existe una segunda polifosfato quinasa (PPK2)'

la que en condiciones normales cumple funciones esenc¡almente distintas. Esta enzima

se encontró en mutantes nulos del gen ppkl en Pseudomonas aeurug,nosa, y es la

responsable del20 % del poliP que se encuentra en dichos mutantes que no poseen la

PPK'I (Zhang y col., 2OO2). La cinética de la PPK2 favorece 75 veces la reacción de

síntesis del GTP a partir de los poliP; y para la síntesis de los poliP puede ut¡l¡zar tanto

ATP como GTP, a diferencia de la PPK l que sólo ut¡liza ATP en la dirección de

síntesis (Zhang y col., 2002). En eucariontes sólo se ha enconirado un ortólogo de las

polifosfato quinasas bacterianas, la DdPPKI de Dictyostelium discoideum (Rao y col.'

2009), que comparte un 30 % de identidad y 51 o/o de similaridad con la PPKí de E

colr. Aún se desconoce qué enzima sintetiza el poliP en los otros organismos

eucariontes.

Por otro lado, la PPX hidroliza los extremos de las cadenas de poliP, liberando P¡

(Kornberg y col., 1999). También es posible encontrar otra proteína con actividad

exopolifosfatasa: la guanosina pentafosfatasa fosfohidrolasa (GPP) (Reizer y col',

1993), que es la enzima encargada de hidrolizar el pppGpp a ppcpp (Keasling y col ,

1993). La GPP, a diferencia de la PPX, es procesiva sólo hasta que las cadenas de

poliP alcancen un largo de 40 residuos (Keasling y col., 1993). De estas dos, la más

importante respecto de la influencia que ejerce sobre los niveles de pol¡P es la PPX

(Akiyama y col., 1993).



Los niveles del poliP pueden ser man¡pulados genéticamente a través de mutantes y

recombinantes en las enzimas involucradas en el metabolismo de dicho polímero

(Kornberg y col., lg99; Chavez y col., 2009). Los mutantes que carecen del gen ppkl

en E coli retienen sólo un 2 o/o de la actividad PPK1 , comparados con la cepa silvestre.

Por el contrario, la sobreexpresión del gen ppk1, mediante un plásmido de alto número

de copias resulta en un aumento de los niveles de los poliP de hasta 100 veces

(Kornberg y col., 1999). Adic¡onalmente es posible disminuir los niveles de los poliPs

en la célula mediante la sobreexpresión de la PPX. Esta estrateg¡a es especialmente

útil cuando la bacteria posee más de un gen que expresa una PPK en su genoma

(como es el caso de Pseudomonas aerug¡nosa), o cuando el gen que expresa la

proteína con la actividad pol¡fosfatoqu¡nasa no se conoce, por lo tanto no es posible

construir mutantes (Chávez y col., 2009).

Los niveles de los poliP fluctúan enormemente según el estado celular, el medio de

cultivo utilizado y la fase del crecim¡ento (Kornberg y col., 1999). Esto generalmente se

condice con los cambios en la activ¡dad de las respectivas enzimas que lo producen y

lo consumen. Por ejemplo, en E. coli los niveles más altos de actividad PPK1 se

alcanzan cuando las células están en el inicio de la fase estacionaria, momento en el

cual la actividad PPX es menor (Kornberg y col., 1999). Adicionalmente a las

var¡aciones mencionadas arriba, existe una variación intrínseca del nivel estacionario

del poliP (concentración estable de poliP dentro de Ia célula) que en E coll llega ser de

un20 o/o en idénticas condiciones de crecimiento (Van Dien y col., 1997).

Estud¡os han demostrado que la presencia de los poliP en la célula ayuda a resistir

las altas concentrac¡ones de los metales pesados (Keasling y Hupf, 1996; Alvarez y

Jerez, 2O04; Remonsellez y col., 2006; Navarro y col., 2009). Adic¡onalmente en mi

Seminario de Título, se comprobó que la cepa de Pseudomonas sp. 84 con niveles
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def¡c¡entes de los poliPs es más sensible al Cd, al Fe y al Cu que la cepa con fenot¡po

silvestre.

1.3. Mecanismos de resistenc¡a al cobre de E. coli

Muchos metales pesados son considerados esenciales, pero en altas

concentrac¡ones son muy tóx¡cos para la célula. Es por esto que existen mecanismos

celulares compuestos de familias de proteínas que controlan su actividad y ayudan a

confinarlos a sus funciones vitales. Entre ellas, hay transportadores integrales de

membrana, sensores metalorreguladores y proteínas chaperonas citoplasmáticas

difusibles que protegen y guían el metal a su blanco (Finney y O'Halloran, 2003). La

toxicidad de los metales como Cu, Cd, Cr, Hg, Va, y Fe se debe a que producen

espec¡es reactivas de oxígeno (ROS), lo que lleva a un daño en el DNA, la

peroxidación de los lípidos, la disminución de sulfhidrilos, entre otros efectos (Valko y

col., 2005). Esto desencadena un estado de estrés oxidativo en la célula que puede

llevar a la muerte celular. Por ello, el control celular de los metales, así como tener

mecanismos apropiados para evitar grandes daños, es muy importante. La

destoxificación de los metales pesados y la regulación de los cat¡ones intracelulares se

llevan a cabo por diferentes mecanismos celulares como la exclusión, la precipitación,

la reducción y el transporte activo (Keasling, 1997), los cuales son principalmente

mecanismos activos (Keasl¡ng y Hupf, "1996), es decir, que requieren energía para su

activ¡dad.

La bacteria E. coli eslá equipada con múltiples sistemas para asegurar un manejo

seguro de los metales en variadas condic¡ones ambientales. En particular, cuenta con

determinantes de resistencia al Cu (genes cuyos próductós participan en la capacidad

de tolerar cobre), que son los sistemas Cue y Cus (Rensing y Grass, 2003).
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El sistema Cue (del inglés Cu efflux) se compone de 3 proteínas: CueR, CopA y

CueO (Rensing y Grass, 2003). La primera es una proteína metaloreguladora de

respuesta al cobre que regula positivamente a los genes copA y cueo (Outten y col.,

2001). CopA es una ATPasa t¡po P que transporta el Cu desde el citoplasma hacia el

periplasma, y que se ubica en la membrana interna (Rensing y col., 1999) (Figura 2).

CueO es una multicobre oxidasa, proteína que acopla la ox¡dación de un electrón del

sustrato a la completa reducción de un oxígeno molecular a agua, cuya función celular

es oxidar en el periplasma el Cu. a Cu'2, su forma menos tóxica (Grass y Rens¡ng,

200'1b) (Figura 2). La proteína CopA es el componente central de la homeostasis del

cobre en E coli (Outten y col., 2001; Grass y Rensing, 2001a), por lo que es un blanco

interesante para obtener cepas más sensibles al metal, así como para analizar el

requerimiento energético de la resistencia al Cu.

Por otro lado, el sistema Cus (del inglés Cu sensing) está formado por 4 proteínas:

CusA, una proteína de membrana interna de la familia de proteínas RND que

transportan un Ht en sent¡do contrar¡o al sustrato (Cu); CusB, una proteína

periplásmica que une a CusA con CusC; CusC, componente de la membrana externa

de la bacteria; y CusF, una chaperona de Cu que se ub¡ca en el periplasma de esta

bacteria (Rensing y Grass, 2003) (Figura 2). Las proteínas CusCBA se asoc¡an

formando una estructura que atraviesa desde el citoplasma hasta la membrana

externa, permitiendo la salida del Cu desde el citoplasma hac¡a el espacio extracelular.

Adicionalmente la proteína CusF aporta átomos de Cu al sistema desde el periplasma,

para que sean retirados de la célula (Loftin y co|.,2005). Este sistema está regulado

por un sistema de dos componentes codif¡cado por cusR y cusS, que activan la

expresión del operón cusCFBA en tespuesta a ¡os altos niveles de Cu (Outten y col.,

2001). Este sistema ocupa la fuerza protón motr¡z como fuente de energía (Outten y

col., 2001 ).
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Figura 2. Esquema de los deteminantes de res¡stencia al Cu. La proteína CueO oxida el Cu*1 a Cu*2
acoplado con la reducción del oxígeno molecular a agua. CopA transporta el cobre desde el citoplasma
hac¡a el periplasma con gasto de una molécula de ATP. El complejo CusCBA transporta el cobré desde el
citoplasma al espacio efracelular acoplado con el ingreso un protón desde el periplasma. La proteína
CusF entrega átomos de cobre al complejo CusCBA, para ser ret¡rados hac¡a el espacio extracelular.

El sistema Cue tiene una expresión basal más alta que el Cus, lo que sug¡ere que

sería el sistema primario a concentraciones moderadas de Cu (Outten y col., 2001).

Debido a que el sistema Cus se activa a concentrac¡ones más bajas de Cu en

anaerobiosis, se ha propuesto que sería el sistema principal en esta condiclón (Outten

y col., 2001). Adicionalmente, el s¡stema Cus es sólo importante en condiciones

aeróbicas cuando el sistema Cue no puede ser activado, o se encuentra sobrepasado

(Outten y col., 200'l). El factor que gat¡lla el aumento de la expresión del sistema Cus

sería el aumento c¡toplasmát¡co de Cu*, que sería sensado por CusS (Outten y col.,

2001). Teniendo en cuenta estos antecedentes es que un buen candidato a mutar para

obtener una cepa sens¡ble al Cu en cond¡ciones aeróbicas es el gen copA.

1.4. El Modelo de Keasling y su aplicabil¡dad al Cobre

Si bien se han encontrado algunos metales pesados asociados a los gránulos de

poliP en c¡ertos microorganismos, existe vasta evidencia de que el poliP es consumido

durante el proceso de destoxificación. Un ejemplo de ello es la bacteria Kebsiella

10



aerogenes que puede acumular grandes cantidades de poliP, los que desaparecen

luego de exponerla al Cd (Aiking y col., 1984). En esta misma dirección, la

cianobacteria Anacystis nrdulans es más resistente al Cd cuando tiene mayores n¡veles

de poliP (Keyhani y col., 1996). Estas observaciones, más otras evidencias

experimentales llevaron a Keasling en 1997 a proponer un modelo que intenta explicar

el mecanismo por el cual participaría el poliP en la resistencia al Cd. Este modelo se

planteó para Cd, debido a que se contaba con ev¡dencias experimentales con ese

metal, pero en principio podría apl¡carse a otros metales pesados. En este modelo el

poliP es hidrolizado en presencia de metales, liberando Pi que se uniría al metal

formando un compleio metal-fosfato que sale de la célula mediante un transportador Pit

(Keasling, '1997). Las ev¡dencias del modelo de Keasling se presentan y se explican a

continuación:

1) La concentración intracetular de los cationes regula la actividad PPX. La

actividad PPX in vitro es dependiente de la concentrac¡ón de cationes como K

y Ca.2 (Keasling y col., 1993), por lo que se propuso que su act¡v¡dad en la

célula también podría ser modulada por otros cationes.

2) El fosfato liberado del poliP sale de la célula. Cuando E coli se enfrenta

a una carencia de fosfato en el medio los niveles de poliP disminuyen, debido a

un aumento en la actividad PPX (Sharfstein y col., 1996). Esta hidrólisis del

poliP produce la regulación negativa de la respuesta a la carencia de fosfato por

el regulón pho, que es posible medirlo por la actividad de la fosfatasa alcalina

(Sharfstein y col., 1996).

3) El fosfato es capaz de salir de la célula por un transportador Pit y lo hace

acompañado por los cationes, que podrían ser metales pesados. Los

transportadores de Pi, PitA y PitB, captan el fosfato metálico (MeHPOa)' y junto
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con ello en la misma d¡rección se transporta un protón. M¡entras ocure la

captación del MeHPOa la energía electroquímica del grad¡ente de protones se

convierte en energía del gradiente químico del MeHPOa, mientras que durante

la salida del MeHPO4 la energía del gradiente quím¡co se convierte nuevamente

en energía electroquímica del gradiente de protones (van Veen y col., 1994).

Este mecanismo permitió que E coli soportara mejor Ia anaerobiosis, ya que la

sal¡da de MePO¿ con un protón mantiene el gradiente protón motr¡z y permite

que se genere ATP (van Veen y col., 1 994).

4) Se requiere de la hidról¡s¡s del poliP a Pi para que actúe proteg¡endo a la

célula de la toxicidad causada por el Cd. La capacidad de hidrol¡zar el políP es

más importante que la de acumular grandes cantidades del polímero (Keasling

y Hupf, 1996). Al someter distintas cepas de E col¡ carentes de los genes del

metabolismo del poliP al Cd y sobreexpresar los genes ppkl o ppkl -ppx se

determ¡nó que la cepa que tiene más pol¡Ps no es la más resistente al metal,

s¡no que lo es la cepa que tiene la capacidad de metabolizar (s¡ntet¡zar e

hidrolizar) los poliPs (Keasling y Hupf, 1996).

Si bien este modelo se desarrolló en base a la ev¡dencia experimental

principalmente con el Cd, también existe evidencia que hace pensar que este mismo

fenómeno podría ocurrir con otros metales como el Cu.

El grupo de Hashemi y colaboradores logró aislar una cepa del alga Anabaena

variabilis res¡stente al Cu, que forma más gránulos de poliP que la s¡lvestre, y la

res¡stenc¡a al Cu de esta cepa aumenta si se crece en medios con alto fosfato

(Hashemi y col., 1994). Se determinó la localización del Cu en la célula, y no se

encontró Cu en los gránulos de poliP, lo que descartó que la acción de los poliP fuera

simplemente por la quelación del metal (Hashemi y col., 1994).
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Adicionalmente, nuestro grupo determinó que los gránulos de polip de la bacteria

Acidithiobacillus ferroox¡dans se reducen cuando al medio se le agrega Cu (Alvarez y

Jetez, 2004). Además, en presencia del Cu aumentó la actividad PPX, y con ello el

eflujo de Pi (Alvarez y Jerez,2004). Resultados equivalentes se encontraron en el

arqueón Sulfolobus metallicus, que al igual que A. ferroox¡dans, es capaz de resist¡r

altas concentraciones de Cu (Remonsellez y col., 2006). En estos microorgan¡smos no

se ha encontrado un transportador tipo Pit, aunque existe un gen que codificaría una

proteína similar al transportador Pho84 de S. cerevrsrae (Alvarez y Jercz, 2004), que

podría suplir la actividad de los transportadores Pit.

1.5. La propuesta

Tal como ya se mencionó, se ha v¡sto que la presencia de los pol¡P ayuda a la

resistencia al Cu. Sin embargo, el mecanismo por el cual el poliP participa en esta

res¡stenc¡a no ha s¡do dilucidado. Ex¡sten 2 propuestas que han sido más aceptadas:

que el pol¡P puede ser una fuente energét¡ca (específicamente para la formación de

ATP) para los determinantes de resistencia específicos del Cu (como lo es CopA), o

que podría ser una fuente de fosfato que permita la quelación del metal, y una posterior

salida de la célula (Figura 3). En esta tesis se abordó esta ¡nterrogante, ut¡lizando la

bacteria modelo E coli. Pa¡a esto se realizaron varias mutaciones y clonamientos de

distintos genes para estudiar s¡ las 2 propuestas son fact¡bles en esta bacteria. Si el

poliP t¡ene una función energética sobre los determinantes de resistenc¡a canón¡cos de

la bacteria, un aumento en el metabol¡smo de los poliPs en una cepa que carece de

CopA no debería aumentar la resistencia al metal. Por otro lado, si el mecanismo de

acción es por la formación de MeHPO¿ y la posterior salida de la célula por un

transportador Pit, en mutantes carentes de Pit deberíamos esperar que un aumento de

los pol¡P no ¡ncremente la resistencia al Cu.
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Figura 3. Modelo con las dos propuestas de participac¡ón del metabolismo de los polips en la
resistenc¡a al Cu en E cori. En el esquema se muestran las proteínas a estudiar, con sus respectivas
funciones. En flechas negras se ¡ndican los posibles vínculos entre el metabolismo de los poliPs y la
resistenc¡a al Cu.
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1.6. Hipótes¡s

La alteración del metabolismo de los poliP combinada con las mutaciones en los

genes pr'f y en otros determinantes de resistencia al cobre en E coli aportará a dilucidar

la función que tienen los poliP en la resistencia a este metal.

1.7. Objetivo general

Estudiar el mecan¡smo por el cual los poliPs aportan a la resistencia al Cu en E. coli.

1.8. Objetivos específicos

1. Generar mutantes por escisión eñ E. coli para los genes plfA, plfB, copA, los

genes ppk y ppx.

2. Caracte¡ización genotípica y fenotipica de los mutantes obten¡dos.

3. Generar dobles y triples mutantes para estudiar la relac¡ón entre el poliP y las

proteínas del s¡stema Pit, o del transportador CopA, en la res¡stencia a los

metales pesados.
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2. lllateriales y Métodos

2.1. Materiales

2.1.1. Cepas Bacterianas

Se construyeron un total de I cepas mutantes y 9 cepas recombinantes de E. coli

derivadas de la *pa.l'12, que se prcseñtan en la Tabla 't .

Tabla l: Cepas müianbs y recombinanbs de E. coti

Cepa Característ¡cas Referenc¡a

p¡r-'116 endA recAl

F- mcrA L(mn4rsdRMS-mcrBC) e8o/acZAM15 lnvitrogen

LlacXT  nupc recAl aGO139 A(ara-leu\7697 gau

gaK psL(StrR) erdAl I-
ATTCO29425 ATTC

Derjvada de la K12 que carece delgen p,ill Este estudio

Derivada de la K12 que carec€ del gen pÍ8 Este estud¡o

Derivada de la Kl2 que care@ del opetón ppk-ppx Este estudio

Derivada de la K12 que carece del gen copA Este estud¡o

Derivada de la Kl2 que carece del gen pi¿4 y del Este estudio

operón ppk-ppx

Derivada de la K12 que caÉae del gen p¡tB y del Este estudio

ort.ún ppk-ppx

Derivada de la K12 que carece del gen copA y del Este estudio

opetón ppk-Wx

Derivada de la Kl2 q@ carece de los genes pi¿A, Este estud¡o

pitB y del operín Wk-ppx

Cepa K'l2 con el p¡ásmido pBADpoliP

Capa 
^p,úA 

con el plásm¡do pBADpol¡P

Cepa Apl,B con el plásmido pBADpoliP

Cepa ApoliP con el plásm¡do pBADpoliP

Cepa 
^copA 

con el plásmido pBADpoliP

Cepa ApoliPAp¡tA con el plásmido pBADpol¡P

Cepa 
^poliP^pll8 

con el plásm¡do pBADpo¡¡P

Cepa ApoliPAcopA con el plásmido pBADpoliP

Cepa 
^poliP^p,.¿A 

p/tB con el plásm¡do pBADpoliP

TOP' O

K12

Ap¡tA

apra
ApoliP

AcopA

ApoliPAprfA

ApoliPApr-A

ApoliPAcopA

Apol¡PAprAApífB

Kl2,/pBADpol¡P

ApitA/pBADpol¡P

ApitB/pBADpoliP

ApotiP/pBADpol¡P

AcopA/pBADpol¡P

ApoliPApífA/pBAOpoliP

ApoliPApfB/pBADpoliP

Apol¡PAcopA/pBADpoliP

Apol¡ PAprfAApirB/pBADpoli P

Este estudio

Éste estud¡o

Este estudio

Este estud¡o

Este estudio

Este estud¡o

Este estudio

Este estud¡o

Este esiudio
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2.1.2. Plásmidos

A continuación se presentan los plásmidos utilizados en esta tesis, los que se

resumen en la Tabla 2.

Tablá 2: Plásm¡dio6 util¡zados en E cori

Plásm¡do Característ¡cas

onR6Ky, b/4ApR), cat, rgnB(fet)

oríR5Ky. b¡a(ApR), kan, runB(f et)

araBpgam-bet-exo, bla(ApR:). epAl 01 (ts), or¡R1 01

F¿Fi, 
^ 

ct857*, ApR, repAlOt(tsJ, kan

Este estudio

Datsenko y Wa¡¡er, 2000

Datsenko y Wanner, 2000

Datsenko y Wanner, 2000

Cherepanov y Wackernagel, 1995

pBAD-TOPO: Plásmido de expresión regulada, que se induce por arabinosa y se

reprime por glucosa. Este plásmido pertenece al kit pBAD-TOpO TA@ de lnv¡trogen@,

el cual tiene unida una topoisomerasa en los extremos del plásmido (que se encuentra

abierto), de manera que permite clonar rápidamente fragmentos de pcR amplificados

por la enzima Taq, que cuentan con una aden¡na en el extremo. El producto génico que

se exprese en este plásmido contendrá una cola de 6 histidinas en el c-terminal de la

proteína. Tiene 4,1 kb de tamaño y como marcador de selección contiene el gen que

otorga resístencia a la ampicilina.

pBADpoliP: Derivado del pBAD-TOPO con ta inserción del operón ppkppx de E.

coÍ. Debido a que el gen ppx está río abajo del ppk1, es la ppX la que queda

fusionada con la cola de histidinas.

pKD3: plásmido de bajo número de copias de 2,8 kb que se utiliza como molde para

las reacciones de PcR para la recombinación génica por la técnica de Datsenko y

Wanner (2000). Contiene el gen de la BJactamasa que le otorga resistencia a la

ampic¡lina y el gen de la cloramfenicol acetil transferasa, que le da resistencia al
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cloramfen¡col. La zona que se amplif¡ca por PCR cont¡ene los sitios FRT que flanquean

el gen de la cloramfenicol acetil transferasa.

pKD4: plásmido de 3,267 kb que al igual que el pKD3 se utiliza como molde en las

reacciones de PCR para la técnica de Datsenko y Wanner (2000). Es prácticamente

igual al pKD3, con la diferencia que entre los sitios FRT tiene el gen de la neom¡c¡na

fosfotransferasa del Tns, que le otorga resistencia a la kanamicina.

pKD46: plásmido de 6,33 kb derivado del pKD20 (Datsenko y Wanner, 2000) que en

presencia de arabinosa expresa la recomb¡nasa Red del fago,\, que permite la

recomb¡nación homóloga entre el producto de PCR y el DNA genómico. Contiene el

gen de Ia B-lactamasa y es sensible a la temperatura: se replica cuando Ia bacter¡a se

crece a 30'C y se p¡erde de ésta cuando se incuba a 37'C.

pCP20: plásmido de 9,4 kb de bajo número de copias que es sensible a la

temperatura (Cherepanov y Wackernagel, 1995). En presencia de altas temperaturas

(sobre 40"C) la bacteria que lo contiene expresa la recombinasa sit¡o especff¡ca FLP,

que recomb¡na los sitios FRT, de manera de escindir el gen que otorga la resistencia al

ant¡biót¡co.

2.1.3. Medios de cultivo

Rutinariamente se utilizó el medio Luria-Bertani (LB) que contiene 10 g/l de tr¡ptona,

5 g/l de extracto de levadura, y 5 g/l de NaCl. Rutinariamente se preparó el medio con

la triptona y el extracto de levadura (Difco) y el NaCl (Merck). Para obtener las

mutaciones por la técn¡ca de Datsenko y Wanner (2000) el med¡o LB se preparó con

todos los reactivos marca Merck. Para algunas cepas, el medio se suplementó con los

antib¡óticos ampicilina (100 pg/ml) (LBA), kanam¡c¡na (50 ug/ml) (LBK), o cloramfenicol
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(50 pg/ml) (LBC). Las placas de medio LB sólido se prepararon sobre ptacas petri con

medio LB y agar al I ,5 o/o, y se suplementaron con antibióticos cuando fue necesario.

2.2. Métodos

2.2.1. Métodos de biología molecular

2.2.'1.1 . Extacción de DNA plasmidial

Para la extracción del DNA plasmidial de las cepas de E. coli BW23474lpKD3 y

BW23474lpKD4 que portan el plásmido pKD3 y pKD4 respectivamente, se ocupó el kit

"Wizard @Plus Midiprep" de Promega@. Este kit se basa en una lis¡s celular segu¡da de

una neutralización y la retenc¡ón del DNA plasmidial por una columna con res¡na,

lavados y poster¡or solubilización en agua bidestilada. Para la extracc¡ón del DNA se

utilizaron cultivos de l0 ml crecidos en med¡o LBK o LBC. El DNA plasm¡dial se guardó

a -20 "C y se d¡luyó para posteriores reacciones de amplificación por PCR.

Para la extracción del DNA plasmidial desde las células TOP10 con el plásmido

pBAD-TOPO y pBAD-poliP se ocupó el kit "HiYield Plasmid Mini kit" de RBC

Bioscience@. El protocolo consiste en una lisis celular seguida de una neutralización, la

unión a la resina de la mini columna, dos lavados y f¡nalmente la elución del plásmido

con agua bidestilada.

2.2.1.2. Extracción del DNA genómico

Para la extracción del DNA cromosómico de E. coli K12 se utilizó el kit "Wizard

genomic DNA purification" de Promega @, siguiendo las ¡nstrucc¡ones para las

bacterias Gram Negativas. Brevemente el protocolo consiste en una lisis celular
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seguida por una digestión enzimática del RNA, precip¡tación del DNA genóm¡co con

isopropanol y una posterior solubilización en agua bidestilada. El DNA se conservó en

frío y se diluyó para realizar las amplif¡caciones por PCR.

2.2.1.3. Chequeo del DNA plasmidial

Para analizar que los plásmidos obtenidos por la extracción plasm¡d¡al corresponden

a los esperados se procedió a digerirlos con enzimas de restricción y comparar el perfil

obtenido con el pefil de restricción que se espera por el análisis in sitico. para ello los

plásmidos pKD3 y pKD4 se sometieron a digestión con las enzimas Hindlll y psfl (New

England Biolabs@), siguiendo las instrucciones del fabricante. Los plásmidos pKD46 y

pCP20 se digirieron con la enzima EcoRl (Fermentas@), de acuerdo a las instrucciones

del fabricante.

2.2.1-4. Elecl¡oforesis del DNA en geles de agarosa

Para visualizar rutinariamente el DNA se utilizaron geles de agarosa. Estos geles se

prepararon en amortiguador TAE 0,5 X (Tris-acetato 20 mM pH 8, EDTA 0,5 mM) con

agarosa al 1 % (lnvitrogen@). Las electrofores¡s se corrieron por 25 m¡n a '100 V en la

cámara de electroforesis "Gel XL Ultra V-2" (Labnet). Como marcador de estándar de

peso molecular se utilizo "Hyperladderru l" (B¡oline@) o "1 Kb DNA Ladder"

(lnvitrogen@). La tinción se realizó por 15 min en una solución de TAE 0,5 X con

bromuro de etidio a una concentrac¡ón de 0,5 pg/ml. La v¡sualización de las bandas se

realizó mediante un transiluminador con luz U.V. (Syngene).

2,2.1,5. Electroforesis del DNA en geles de pol¡acr¡lamida

En ocasiones se neces¡tó determinar las diferenc¡as de tamaño entre bandas de

ampl¡ficados de PCR mediante la electrofores¡s en geles de acr¡lamida, debido a que
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las diferenc¡as eran cercanas a los 100 pb en fragmentos de aprox¡madamente 1500

pb. Para ello se prepararon geles de 20 cm a una concentración de acrilamida del 5 %.

Como marcador de peso molecular se ocupó el marcador de 100 bp lnvitrogen@. Se

aplicaron los productos de PCR directamente, gracias a que el Green Buffer de la Go

Taq (Promega@) es también buffer de carga. Se corrió el gel en amortiguador TAE I X,

a 250 V por 2 h. La tinción se realizó con nitrato de plata de la siguiente forma. Se

incubó el gel por 5 min en etanol al 10 o/o, y luego por 5 m¡n en ácido nítrico al I %. Se

real¡zaron 3 lavados con agua dest¡lada, y luego se agregaron 250 ml de nitrato de

plata y se incubó en la oscuridad por 20 m¡n. Luego se lavó con agua dest¡lada por 1

min, y se reveló con una solución de carbonato de sodio 0,28 M con formaldehido 0,5

o/0. La reacción de tinción se detuvo al ¡ncubar el gel con ácido acético al l0%durante

5 min y luego el gel se mantuvo en agua destilada.

2.2.1.6, Purificac¡ón del DNA desde geles de agarosa

Se utilizó el kit'E.Z.N.A.@ Gel Extraction Kit" de Omega Biotek de acuerdo a las

instrucciones del proveedor. El método se basa en la escisión de un irozo del gel de

agarosa que lleva el DNA a pur¡ficar, y su solubilización en un amortiguador a alta

temperatura. Luego la solución se aplica en una mini columna que t¡ene una resina a la

que se une el DNA, se lava y luego se eluye el DNA con agua bidestilada precalenfada.

2,2,1.7. Precipitación y diálisis del DNA

Para prec¡p¡tar el DNA se le agregó 0,1 volumen de acetato de sodio 3 M y 2,5

votúmenes de etanol absoluto fr¡o. Se incubó a'20 "C por t h, y luego se centrifugó 20

min a 12.000 x g a 4'C. Luego se lavó con 2 volúmenes de etanol al 70% yse

centrifugó por 1o min a .12.000 x g a 4 'c. Posteriormente se descartó el sobrenadante

y se dejó secar el pellet a temperatura ambiente. Luego el pellet de DNA se
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resuspendió en agua bidestilada. Para la precip¡tación se usaron 100 Ul de producto de

PCR, y el pellet obtenido se resuspendió luego en 20 ¡rl de agua.

Para dializar las muestras de DNA se ocuparon filhos de membranas de

nitrocelulosa Mill¡pore@ de 0,025 pm. Esta membrana se colocó flotando sobre agua

bidestilada con la superficie brillante hacia arriba, y en ella se aplicó una gota de la

muestra. Las muestras se dializaron por 1 ,5 h.

2,2.1.8. Partidores y reacciones de PGR

Ampl¡ficac¡ón por PCR de los plásmidos pKD3 y pKD4. Paru amplificar el cassette

de resistencia a kanamicina o a cloramfenicol presentes en los plásmidos pKD4 y

pKD3 respectivamente se ocupó la enzima Go Taq Flexi de Promega@. Los partidores

usados son los que se presentan en la Tabla 3, que contienen 20 b homólogas a la

zona flanqueante de los extremos FRT (rojo) y además incorporan 40 b a cada extremo

del amplificado que es homólogo a los extremos del gen a escindir (azul). La

amplificación se realizó en volúmenes de 50 pl, que contenían: Green Buffer 1X, MgClz

1,5 mM, dNTPs 0,2 mM, DMSO 5 o/o, Go taq 1 U, partidores 0,5 ¡lM cada uno y como

secuencia molde se ocupó 3 pl de una dilución 1/'10 de la pur¡ficación plasm¡d¡al. El

programa de PCR que se utilizó es el sigu¡ente: 2 min a 95'C, luego 35 ciclos de 30

seg a 95 "C seguido de 30 seg a 55 "C y 1,5 min a 72'C, finalizando con 10 min a72

'c.

para verif¡car la recombinación homóloga y la escinción de los genes se realizaron

PCR de colonias con la enzima Go Taq Flexi (Promega@). Para esto las colonias

obten¡das se sembraron en una nueva placa y se incubaron a 37'C durante 16 h. En

40 ul de agua bidestilada estéril se homogenizó la masa celular del clon a anal¡zar

hasta que quede una solución apenas opalescente. Para el PCR de colonia se

ocuparon reacciones de 15 ¡ll, que contenía: Green Buffer 1X, MgCl, 1,5 mM' dNTPs
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0,2 mM, 0,38 U de Go Taq Flex¡, 0,5 pM de cada part¡dor, y 1 pl de la suspensión de la

colonia. Los partidores usados se muestran en la Tabla 4.

Tabla 3. Partidores de 60 nucleótidos

Partidor Secuencia

ppk-ppx H1+Pl 5 3'

ppk-ppx H2+P2

pitA Hl+Pl
pitAH2+P2 5 3'

pitB Hl+Pl
pitB H2+P2

copA Hl+Pl

cop( H2+P2

Tabla 4. Partidores de 20 nucleótidos

Partidor Secuencia

ppk-ppx sense "'nrccc-cecce¡eeccrarecercc"
ppk{px reveasé t acccccc¿trrcrccrctacrtt.'
p¡tA sense " erccrAcerrrcrtrccrecccrcc"
pitA .everse ' cacceacrcc¿¡GcAcecccacr¿c,
pitB sense u arccrA¡errrarrrGTTGGCCTTG3
pitB reverse 5 ¡atceectcc¡¡tccra,TccAcTAc3
copA s6nse 5 aterc¿ceA¡clatceecctceccc"'
copA reverse u cttccccrtactclc.r¡cccraa,¡3'
ppx sense tatcACTacetca¡¡TCACTCGAACAACC3'

pBAD reverse t cctttAAtcTcTetcacc.

Para amplificar el operón ppkl-ppx de E. coli se ocupó la mezcla de enzimas

Elongas@ Enzyme Mix de lnvitrogen@, que cont¡ene una mezcla de las enzimas Taq y

Pfu" Los partidores utilizados fueron ppk-ppx sentido y ppk-ppx reverso (Tabla 4). La

reacc¡ón se realizó en 50 pl y conteniendo 0,2 mM de dNTps, 1,6 mM MgCl2, 0,2 pM

de cada partidor, 100 ng de DNA genómico de E. coti K12, y 1pl de la mezcla

enz¡mática. El programa de PCR que se usó es el s¡guiente: 3 min a 94 .C, 35 ciclos de
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30 seg a 94 "C seguido de 30 seg a 55.C y la elongación de 4 min a 6g "C, para

f¡nalizar 10 min a 70 'C.

Para determinar la orientación en que se ¡nsertó el operón ppk-ppx en el plásmido

pBAD-TOPO se real¡zó un PCR de colonia. Los part¡dores que se usaron son pBAD

reverso y ppx sentido y se muestran en la Tabla 4.

2.2.1.9. Secuenciación del DNA

Para verificar las mutac¡ones realizadas, los fragmentos ampl¡ficados por pCR a

partir del DNA genóm¡co de los mutantes fueron secuenciados. para ello se realizaron

las purificaciones de los productos de PCR se enviaron a la empresa Macrogen lnc

(Korea).

2.2.1.1O. Clonación en pBAD-TOPO

El operón ppk-ppx se amplificó por PCR y se clonó en el vector pBAD-TOpO

(lnvitrogen@) siguiendo las instrucciones del proveedor. La ligación se real¡zó

mezclando O,2 ¡tl (25 ng aproximadamente) de producto de pCR con '1 UI de solución

salina, 4,3 pl de agua y 5 ng de vector. La mezcla se incubó por media hora a

temperatura ambiente. La ligación se transformó como se describe posteriormente

(2.2.1.11). Para chequear ta presencia del plásmido con el operón insertado

correctamente en las colonias transformantes se real¡zó una extracción de ácidos

nucleicos totales. Los clones que contenían el plásmido del tamaño esperado se

sometieron a un PCR en colonia, para determinar la orientac¡ón del fragmento de pCR.

Para ello se usaron los part¡dores pBAD reverso y ppx sent¡do (Tabla 4). Los clones

que tenían el fragmento correctamente or¡entado se seleccionaron para hacer los

análisis de expresión de las proteínas, lo que se determinó por Western Blot. Se
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encontraron dos clones que expresaban el operón en el plásm¡do, y se seleccionó uno

de ellos para continuar los experimentos.

2.2.'1.1'1. Transformación de E cori

Se realizaron las transformaciones de los productos de ligación, de los vectores, y

de los productos de PCR. Para el primer caso se usaron las células

quimiocompetentes "One Shot@ TOPl0 Chemically Competent" (lnvitrogen@),

proporcionadas por el kit del vector pBAD-TOPO. El protocolo de transformac¡ón

consiste en incubar 50 pl de células y 3 pl de ligación en h¡elo por 30 min, luego I min

a 42 "C y para finat¡zar con 2 m¡n en hielo. Para la recuperación se agregó 1 ml de

medio LB y se incubó a 37 "C con agitación por t h. Luego se plaquearon alícuotas de

100 y 200 pl en placas de Petri con agar LBA.

La transformación de los vectores y productos de PCR se real¡zó mediante

electroporación. Para ello Se prepararon células electrocompetentes de la forma que se

presenta a continuación. Un cultivo en fase exponencial (DOooo 0,6-0'8) se cosechó por

centrlfugac¡ón a 13.OOO x g durante 1 min. Se descartó el sobrenadante y se realizaron

5 lavados de las células con agua bidesiilada estéril, las que se centrifugaron de la

misma manera. Luego el pellet celular se resuspend¡ó en agua bidestilada estéril,

concentrando las células 100 veces. En una cubeta de electroporación de I mm se

añadió 1 pl de DNA plasmidial ó 15 pl del DNA producto de PCR precipitado y

dializado, y 50 ¡rl de las células electrocompetentes, y se electroporó con el programa

predeterminado para transformar E. coli en cubetas de 1 mm (Electroporador Bio-Rad).

Luego se agregó 1 ml de medio LB y se dejó recuperar las células por I h cuando se

transformaron con plásmidos, y 2 h cuando se transformaron con productos de PCR.

La ¡ncubac¡ón se realizó a 30 ó 37 "C según el caso. Para el caso de los plásmidos, se

plaqueó 1OO pl en placas de Petri con agar y med¡o LBA; para el caso de los productos
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de PCR el cultivo se centrifugó a 12.0OO x g y las células se resuspend¡eron en 100 pl

que se plaquearon en placas de Petri con agar y medio LBK o LBC, según el caso.

2.2.'1.12. Determinación de los transformantes

Se realizó un aislamiento de los ácidos nucleicos tofales para determ¡nar si las

colon¡as obtenidas luego de la transformación con un plásmido efectivamente portan el

vector, o para determ¡nar si el vector incorporó el gen de interés luego de una ligación.

Para ello los clones se crec¡eron formando parches de 1 cm2 en una placa de Petri con

medio LBA sólido y se ¡ncubaron por 16 h. Se tomó la m¡tad de cada parche y se

disolvió en 40 pl de una solución de sacarosa 0,18 M, Tris-HCl 3,2 mM y azul de

bromofenol 2,5 mg/ml, a pH 7. Luego se agregó 15 ¡:l de fenol cloroformo básico (fenol

saturado básico 50 %, cloroformo 48 %, alcohol iso-amílico 2o/o rn ca W¡nkler Ltda.) a

cada tubo y se agitó por vortex durante 15 seg. Posieriormente se centrifugó por 3 min

a 12.OOO x g y se aplicaron 15 ¡.rl de la fase acuosa superior directamente en un gel de

agarosa al 1 % y se corrió la electroforesis. La presencia de una banda entre el DNA

genómico y el RNA 23S indica la presencia de un plásmido en el clon analizado. Para

identificar los clones que incorporaron el inserto luego de una ligación se comparan los

tamaños de las bandas que corresponden a los plásmidos, los plásmidos más pesados

son los que incorporaron el inserto.

2.2,1.13. Mutación por recomb¡nac¡ón homóloga con productos de PCR

Se ocupó esta técnica para generar los mutantes en E- coli, como fue publicado por

Datsenko y Wanner (2000). Brevemente esta técnica se basa en la escisión de uno o

más genes mediante procesos de recombinación homóloga y recombinación sitio

específica (Figura 4). Para ello se amplificaron por PCR el cassette del antibiótico del

plásmido pKD3 o pKD4 con los partidores de 60 pb (Tabla 3), que poseen extremos
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idénticos alazona flanqueante del gen a escindir. Para esto, 100 pl de la reacción de

PCR se precipitaron, dializaron y se electroporaron en una cepa portadora del

plásmido pKD46 (que se creció en presencia de arabinosa para expresar la

recombinasa Red). Para determinar si ocurrió la recombinación homóloga Se realizó

una reacción de PCR a las colonias utilizando los partidores de 20 pb. Los clones

positivos se crecieron a 42 'C para curar el plásmido pKD46' Posteriormente el

mutante se transformó con el plásmido pCP20, los clones portadores del plásmido se

incubaron a 42 "C para activar la recombinasa FLP y para curar el plásmido. Para

determinar si ocunió la recomb¡nación sitio específica se real¡zó una nueva reacc¡ón de

PCR de colonia con los partidores de 20 pb.

2.2.2. Técnicas de Microscopía

2.2.2.1 . Microscopía electrónica de transm¡sión

Las cepas de E. cot¡s¡lvestre y ApoliP se crecieron en medio LB por16 h. 5 Ul del

cultivo se aplicaron sobre una grilla de cobre, por 1 min, luego el exceso del líquido se

retiró con un papel filtro. Las células se observaron sin tinción en el m¡croscop¡o

electrónico de transmisión Phil¡ps Tecnai 12 Bio Twin de la Unidad de Microscopía de

la Pontlfica Universidad Católica de Chile
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Prcducto de PCR

Amplin€do dé Plásido pKD,r

DNA Geném¡co E cori Kl2

Mutación

^----\ 
Mutante ppk-ppx KanR

.. .. .M ltarltg- ppt-ppx Káns

Figura 4. Esquema de la mutac¡ón por recombinación homóloga utilizando productos de pcR. En el
ejemplo se muestra la mutación del opeón ppkl-ppx.

2.2.3. Métodos de análisis de las proteínas

2.2.3.1. Preparación de las muest¡as para los anális¡s de westem btot

Ensayo de inducción: En 5 ml de med¡o LBA se inocularon 100 ¡rl de un cultivo fresco

de noché y se incubó a 37 'C con agitación hasta una DOsoo de O,S. Se tomó 1,S ml del

cultivo y las células se cosecharon por centrifugac¡ón a i3.000 x g por 1,5 min. Luego

de descartar el sobrenadante, se determinó el peso húmedo del sedimento celular. Al

cultivo restante se le agregó arabinosa O,2o/o f se incubó por 2 h a 37 .C con ag¡tación.

Se centrifugó I ml del cultivo a 13.000 x g, y luego de descartar el sobrenadante se

determinó el peso húmedo del pellet de células. Las células se guardaron a -2O "C

hasta que se realizó la electroforesis de poliacrilamida.
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Las muestras de proteínas totales se prepararon lisando las células con la siguiente

proporción: 3 mg de células (peso húmedo) se mezclaron con 20 ¡.tl de agua y 10 ¡ll de

la solución amortiguadora 3X (Tris-HCl 0,1 87 pH 6,8, SDS 6 %, glicerol 30 %, B-

mercaptoetanol 15 o/o ! azul de bromofenol 0,06 %). Las muestras se calentaron a 95

'C por 5 min, se centrifugaron brevemente y se aplicaron 5 Ul del sobrenadante en

cada pocillo del gel.

Ensayo de determinación de la MIC: Luego de la medición de la DO6e¡ en el ensayo

de determinación de la MlC, los tubos sin Cu y con 1 mM de Cu (con glucosa o con

arabinosa) se centrifugaron a 13.000 x g por I ,5 min. Se descartó el sobrenadante y se

determinó el peso húmedo del pellet celular. Las muestras de proteínas totales se

obtuvieron lisando las células de la manera mencionada arriba.

2.2.3.2. Electroforesis de las proteínas en geles de poliacrilamida SDS

Las muestras de las proteínas totales se apl¡caron en un gel de poliacrilamida en

condiciones desnaturantes en presencia de SDS según lo descrito por Laemmli (1970).

El gel concentrador se preparó al 5 % de acr¡lamida, mientras que el gel separador al

l0 %. El marcador de peso molecular que se utilizó es el Benchmarker (lnvitrogen@) y

se aplicaron 1,5 pl de éste. La electroforesis se corrió a 80 V hasta que el colorante

llegó al gel separador y luego a 150 V hasta que el colorante alcanzó la parte inferior

de los geles. Los geles se tiñeron con azul de Coomassie como se presenta en el

2.2.3.3.

2.2.3.3. Tinc¡ón de los geles de poliacrilamida

Para la tinción, los geles se incubaron en una solución de fijación (etanol 50 % y

ácido fosfórico 2 o/o) por 30 min. Luego se incubó el gel por t h en la solución "blue

silvef (Coomassie@ Brillant blue G 250" (Merck) 0,12 o/o, ácido fosfórico 10 %, sulfato
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de amonio 10 o/o y metanol 20 %). Luego se destiñeron con 3 lavados con agua

bidestilada.

2.2.3.4. Delección de las proteínas por Western blot

Se prepararon dos geles de poliacrilamida en condiciones desnaturantes, como se

explicó arriba. En ambos geles se aplicaron las mismas muestras, e igual cantidad de

proteínas por muestra. Un gel se tiñó con azul de Coomassie (ver arriba) como control

de corrida electroforética y como control de la cantidad de proteína aplicada. El otro gel

se electrotransfirió a una membrana de n¡trocelulosa lmmobilonru de 0,45 ¡.rm

(M¡llipore), en amortiguador CAPS (CAPS I 0 mM, meianol '10 %, pH 1 1). La

transferencia se realizó en hielo, durante dos ciclos de 24 min con un máximo de 0'8 A.

Luego de la electrotransferencia se tiñó el gel de poliacrilamida de la misma forma

mencionada arriba, para verificar la eficacia de ésta.

La membrana con las proteínas transferidas se lavó con agua bidestilada y se secó

a temperatura amb¡ente. Posteriormente se incubó por 2 h en solución de bloqueo que

contiene Tris-HCl 20 mM pH 7,6 y NaCl 137 mM (TBS), Tween 20 al 0'1% y BSA al 'l

%. se incubó por toda la noche con el anticuerpo anti-His6 obtenido a partir de ratón

(Calbiochem), en proporción l/5.OOO. Poster¡ormente se lavó 4 veces con la solución

de lavado (TBS y Tween 20 al O,1 %) por 10 min. Se incubó por 2 h en TBS con los

anticuerpos monoclonales anti-ratón coniugados con perox¡dasa (Amersham@) en una

dilución 1/5.000. Se lavó dos veces la membrana con solución de lavado, y luego 2

veces con TBS por 10 min. se dejó secar a temperatura amb¡ente. El revelado se

realizó en una solución con TBS, metanol al 20 o/o, 0,5 mg/ml de 4-Cloro-1-naftol

(Biorad@) y H2O2 al0,15 % (Merck@). La reacción se detuvo al lavar la membrana con

abundante agua.
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2.2.4. Técnicas de M¡crob¡ología

2,2.4,1. Cu¡vas de crecimiento

En matraces de 125 ml se mezclaron 25 ml de medio LB con 50 ¡.tl de un cult¡vo de

noche y se incubaron a 37'C con agitación (150 rpm). Cada 45 min se midió la DOooo

en el espectrofotómetro Genesys 6 (Thermo Spectronic). Cuando la medición fue de

más de una un¡dad se realizaron diluciones. Las cepas se crecieron en triplicado.

2.2.4.2. Delerminación de la Concentración Mínima lnhibitoria (MlC)

Los experimentos se realizaron en tubos de poliestireno de 5 ml (BD FalconrM). Para

las cepas mutantes se mezclaron 1 ml de medio LB con 1 ¡ll de un cult¡vo fresco de

noche. Para ¡as cepas con el plásmido pBADpoliP el medio ocupado fue LBA

suplementado con arabinosa (¡nductor) 0,2 o/o o glucosa (represor) 0,2 o/o. A los tubos

se les agregó CuSOa 0,1 M. Los tubos se incubaron por 16 h a 37 "C con agitación, y

se les determinó la DOooo €n el espectrofotómetro Genesys 6 (Thermo Spectronic). La

MIC se definió como la concentración mínima de Cu que produce una inhibición del 50

% del crec¡miento, respecto del cultivo sin Cu. Los resuliados presentados tienen al

menos triplicados.
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3. Resultados

Los antecedentes confirman que el poliP es una molécula que participa en la

resistencia a algunos metales pesados, sin embargo cómo es que realiza esta función

no ha sido dilucidado. Se han planteado dos hipótesis, por un lado, que genera ATP,

por otro lado, que libera P¡ para formar un fosfato metál¡co. Para poder determinar s¡

alguna de éstas es el mecanismo por el cual el poliP participa en la resistencia al Cu en

E- coll se construyeron distintas cepas mutantes y se realizaron experimentos de

res¡stenc¡a al Cu.

3.1. Generación de cepas mutantes

Para realizar las mutaciones se utilizó la técn¡ca de reemplazo génico por

recombinación homóloga que describieron Datsenko y Wanner (2000). En esta técnica

el gen o los genes a escindir se reemplazan por un DNA producto de PCR que

contiene el gen que otorga la resistencia a kanamicina o cloramfenicol, flanqueado por

unos sitios que luego permiten la recomb¡nación sit¡o específica, de tal modo que en el

genoma sólo queda una cicatriz después de el¡m¡nado el gen. Esta técnica no había

sido utilizada por nuestro grupo, por lo tanto lo primero fue montar la técnica en el

laboratorio.

Para ello, lo primero fue obtener los plásmidos necesarios para las reacciones de

PCR y para las recomb¡naciones. Las cepas BW23474lpKD3 y 8W23474/pKD4 fueron

gent¡lmente donadas por el laboratorio de Microbiología (Departamento de Bioquímica

y Biología Molecular, Facultad de Ciencias Químicas y Farmacéuticas, Universidad de

Ch¡le). Se realizaron las purificaciones plasm¡d¡ales y se comprobaron med¡ante la

electrofores¡s en geles de agarosa. Adicionalmente se analizaron los patrones de

digest¡ón de los plásm¡dos con las enzimas Hindlll y Psfl (Figura 5). EI perfil de

restricción de los plásmidos fue el esperado, por lo tanto se ocuparon estas
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pur¡ficaciones para real¡zar las reacciones de PCR para la recombinación homóloga del

gen a mutar.

Por otro lado, los plásmidos pKD46 y pCP20 también fueron gentilmente donados

por el laboratorio de M¡crob¡ología (Departamento de Bioquímica y Biología Molecular,

Facultad de Ciencias Químicas y Farmaéuticas, Universidad de Chile). Las

purificaciones se visualizaron en geles de agarosa y se realizaron anál¡s¡s de

restricción con la enzima EcoRl, donde también se obtuvieron los perflles de restricción

esperados (Figura 5).

AB
12 3 4 5 6

c

t
§I

F¡gura 5 Obtención de los plásm¡dos pKD3, pKD4, pKD46 y pCp2O. Getes de agarosa at j o/o paru
visualizar las purif¡caciones plasmidiales y los perf¡les de restricción. Purificac¡ón plasm¡dial de pKD3 y
pKD4, y e¡ chequeo respect¡vo con la d¡gestión enzimática. (A) en los carr¡les del .l-3 el plásmido pKD3 y
del 4-6 el pKD4; en los carriles I y 4 e¡ plásmido s¡n cortar, en los carriles 2 y 5 la d¡gest¡ón con Hindlll, I
en los carriles 3 y 6 la d¡gestión con Psfl. Purifcac¡ón plasmidial de pKD46 (B), en el carril I la digestióÁ
del p¡ásm¡do con EcoRl, y en el carril 2 el ptásmido s¡n cortar. Et ptásmido pcp2o (c) se obtuvo lcairit t¡ y
se chequedó con una digestión enzimát¡ca con EcoRl (can¡l 2). En rojo se muestra el valor en pares dé
bases de 3 bandas del marcador de peso molecular.

Las reacciones de PCR con los partidores de 60 nucleótidos presentados en la

Tabla 3 se real¡zaron utilizando como molde de ADN los plásmidos pKD3 y pKD4. Los
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amplificados que tuvieron como molde el plásm¡do pKD3 fueron de 1 100 pb

aprox¡madamente, mientras que los que ut¡l¡zaron el pKD4 fueron de 1500 pb

aproximadamente (Figura 6). Todos los caniles presentaron una segunda banda más

tenue que la banda deseada y del doble de su tamaño, que no corresponde al

plásmido utilizado como molde, y que aparece siempre en todas las condiciones donde

ocurre la ampl¡ficac¡ón. Los productos de PCR se precipitaron, dial¡zaron y utilizaron

para transformar la cepa a mutar. Dicha cepa se encontraba previamente transformada

con el plásmido pKD46, y con la expresión del la recombinasa Red inducida por el

crecimiento en presencia de arabinosa.

12345678

Figura 6. PCR con los plásmidos pKD3 y pKtN como molde. En un gel de agarosa al 1 % se apl¡caron
3 Ul del DNA proveniente de las reacclones de PCR realizadas para ampl¡f¡car los cássettes de resistencia
al cloramfenicol (carriles impares) y kanamicina (carriles pares), con los partidores presentados en la Tabla
3. El gel se tiñó con bromuro de et¡dio y las bandas se visualizaron con luz UV.

Con esta técnica se generaron las cepas ApitA, ApitB y LcopA. Además la doble

mutante del operón ppkl-ppx, que en adelante se llamará ApoliP. Además sobre ésta

última se realizaron nuevas mutaciones, para generar las cepas: 
^pol¡PApir4,

ApoliPAprtB, ApoliPAcopA, y ApoliPAprúAApñB. Todas las cepas mutantes con las que

se trabajó no contaban con resistencia a antibiótico, y era posible chequearlas
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realizando una reacción de PCR. En la Figura 7 se muestran los amplificados de las

cicatrices de las cepas con dos o más mutaciones.

123456749

l5ül pb +

4¡,0 pb _______.} ,x*..,.,. **** *

Figura 7. PCR de cicatrices genómicas luego de esc¡ndir los genés. Se realizó un PCR de colon¡a
sobre las cepas mutantes util¡zando los partidores de la Tabla 4. Carriles '1,3,5 y 7 corresponden a la
cicatriz dejada por el operón ppkl-ppx presente en los dobles mulantes ApoliPApi¿A, ApoliPAp,tB,

^pol¡PAcopÁ, 
y LpoliPLpitAApitB, respectivamente. Los carriles 2 y 8 corresponden a la cicatriz del gen

pi¿A de los mutantes 
^poliPApitA 

y ApoliPAp¡tALp¡tB, respectivamente. Los carriles 4 y 9 corresponden a
la cicatriz dejada del gen plfB en ¡os mutantes ApoliP^p,f8 y ApoliP^pifÁ^p,fA. Por últ¡mo el carr¡l 6
contiene la amplificación de la c¡catriz del gen copA del doble mutante Apol¡P^copA.

La diferenc¡a entre el tamaño del amplificado del gen prfA con el ampl¡ficado del

mutante con la resistencia al cloramfen¡col era muy pequeño (110 pb). Esto también

ocurrió para el gen pr'fB (50 pb)- En estos casos y para comprobar la el¡minación del

gen se real¡zaron geles de poliacrilamida ál 5 o/o. Se analizaron 6 clones que

posiblemente tenían la mutación para cada gen. Como se muestra en la Figura 8, los

clones 'l y 6 de AprtB y los clones '1, 2 y 3 de ApitA evidenciaron un cambio en el

tamaño del producto de PCR, y por lo tanto cont¡enen la mutación. Se escogió el clon I

de cada gen para seguir el procedimiento.
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Figura 8, Electrofores¡s de poliacrilamida para determ¡nar mutantes ApitA y ApitB. Las muestras de
DNA obtenidos por reacciones de PCR desde 6 co¡onias de los posibles mutantes se separaron mediante
geles de pol¡acrilamida al 5 %, en TAE y se tiñeron con nitrato de plata. Los carriles del 1 al 6
corresponden las colonias en estudio, en el carril 7 de cada cepa está el amplificado del gen silvestre y en
los carriles sin número el estándar de peso molecular 100 bp.

Una vez que se obtuvieron las mutantes que poseen resistencia a la kanamicina o a

cloramfenicol se procedió a escindir el gen que otorga dicha resistencia. Para ello se

transformó la cepa con el plásm¡do pCP20, que expresa la recomb¡nasa FLP, para que

ocurriera la recombinación s¡tio específ¡ca entre los sitios FRT. Luego estas cepas se

incubaron a 45 "C, temperatura restrictiva para la replicación del plásm¡do. De esta

manera se obtuvieron cepas que en lugar del gen presentan una c¡catriz que consta de

un s¡t¡o FRT y de aproximadamente 300 pb procedentes del plásmido pKD3 o del

pKD4.

Los productos de PCR de las cicatrices de los mutantes se purificaron y se

secuenciaron para confirmar que las mutac¡ones estuvieran correctas. Los resultados

de la secuenciación confirmaron que las mutac¡ones realizadas se realizaron como se

esperaba.
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3.2. Observación al microscopio electrónico

Para observar posibles cambios en la morfología celular, se observaron al

microscopio electrónico de transmisión las cepas K12 y ApoliP (F¡gura 9). En la cepa

s¡lvestre se observaron prom¡nentes flagelos, que no se observaron en la cepa Apol¡P.

Adic¡onalmente se vlo que las células de la cepa ApoliP son más pequeñas que las de

la cepa s¡lvestre.

Figura 9. Visualización de las cepas Kl2 y Apol¡P al microscopio electrónieo de transmis¡ón.
Células de cultivos en fase estac¡onaria de las cepas silvestre (A) y ApoliP (B) se fotografiaron con una
amplif¡cac¡ón de 4200X. Las élulas se observaron sin tinción.

3.3. Estudio del crecimiento de las cepas

Para estud¡ar s¡ las mutac¡ones realizadas afectaban el crec¡miento de las cepas

constru¡das, se realizaron curvas de crecim¡ento en el medio LB (Figura 10).

En este med¡o la DO56s de las cepas luego de las 24 h de crecimiento fue de 3,2

unidades en promedio (F¡gura 10). Las cepas alcanzaron una DOeoo de entre 3 y 3,9 en

la fase estacionaria del crecimiento, lo que da cuenta de una variación cercana a la

unidad de DOsoo. La mayoría de las cepas presentaron velocidades de crec¡miento

similares a la cepa s¡lvestre. Sin embargo, la curva de crecimiento de la cepa

B
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ApoliPApitAL,pitB fue notoriamenle diferente a las otras, ya que comienza con una

velocidad de crecimiento similar a las otras cepas, pero alcanza en la fase estacionaria

una DOsoo equivalente al 50 % de la alcanzada por la cepa silvestre. Las cepas que

con la mutación ApoliP (con excepción de la ApoliPAprfA Lp¡tB) aleÉlnzaron una DO6s¡

en fase estacionaria mayor que las otras cepas.

4.0

3,5

3.0

2,5 i
l

d 2,0
6

'.',,-^poliPÁpitA
:-..^potiP pitB

., 
^poliP 

copA
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F¡gura 10. Curvas de crecimiento de las cepas en estudio en med¡o LB. Las cepas mutanles se
crecieron a 37 oC con ag¡tac¡ón de 150 rpm en medio LB a part¡Í de un un cultivo fresco de noche en
proporc¡ón 1/500. Se siguió el crecimiento celular med¡ante la medición de la DOooo. Los exper¡mentos se
realizaron en tr¡plicado y el promedio se muestra en la Figura.

3.4. Clonación del operón ppkl-ppx

Debido al tamaño del operón, la ampl¡f¡cac¡ón por PCR se realizó con una mezcla

enzimática Elongase@, y no se pudo realizar con la enzima Taq polimerasa. Como se

puede ver en la Figura 1 1, se obtuvo un alto rendimiento en la reacción de PCR_ El

38

500 750 1(m 1250

¡nubs



producto obten¡do tiene el tamaño esperado, que es de 3500 pb, por lo tanto se ligaron

al plásmido pBAD-TOPO y transformaron sobre células quimiocompetentes.

Las células transformantes se analizaron para comprobar la presencia del plásmido

ligado con el operón ppkl-ppx (en adelante pBADpoliP) mediante una extracción de los

ácidos nucleicos totales, y los clones selecc¡onados se analizaron para detenn¡nar la

orientación del inserto por PCR de colon¡a. Se analizaron 63 clones, de ellos 1't

contenían el producto de PCR en el plásmido, y 5 en la orientación correc{a. En la

Figura 12 se muestra el procedimiento: se muestra un gel con 22 clones a los que se

les extrajeron los ácidos nucleicos totales, los 5 clones que presentaron la orientación

correcta, y el aislamiento del plásmido de 2 de ellos.

F¡gura ll. Amplificación del opetón pp|l -ppx por PCR. Et operón ppkl -ppx se amplificó con la mezcla
enzimática Elongasa@. En el carril de Ia izqu¡erda se muestra el estándar de peso molecular y a la derecha
el operón con el tamaño esperado, de 3500 pb.
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F¡gura 12. P.ocedim¡ento de clonación del operón ppkl-ppx. A las colonias obtenidas luego de la
transformación c,on la ligación se les extrajeron los ác¡dos nucleicos totales para determinar los clones que
cont¡enen plásm¡dos que ¡ncorporaron el operón: con asterisco están marcados los carriles de los clones
que presentaron un plásmido con el inserto (A). En B se muestran los 5 clones positivos (carr¡les 1-5) del
PCR de colon¡a para determinar Ia orientación en que se insertó el operón ppkl-ppx en el plásmido, y el
ampl¡ficado del operón desde el DNA genóm¡co (carril 6). En C se muestra el DNA plasmidial de dos de los
clones correctamente orientados.

3.5. Análisis de expresión de las proleínas

Para determinar si los clones obtenidos en la Figura 12 expresan corectamente las

proteínas, se ¡ndujo la expresión en 4 de los clones seleccionados. Las células de los

cult¡vos sin inducir e inducidos se colectaron y se obtuvieron muestras de las proteínas

totales a las que se les realizó el ensayo de Western blot, utilizando el anticuerpo ant¡

histidina como anticuerpo pr¡mario. Resulta posible determinar la expresión del operón

mediante esta metodología debido a que el plásmido fusiona una cola de 6 histidinas,

que en este caso queda en el C-terminal de la PPX.

El plásmido del clon 52 fue el ún¡co que se expresó en presencia del ¡nductor

(Figura 13). Este plásmido, que contiene el operón ppkl-ppx, se purificó y se

transformó con él las cepas que tenían mutado el operón ppkl-ppx en el genoma
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(ApoliP, ApoliPAprf4,

como control.

ApoliP^p/tB. ApoliPAcopÁ, LpoliPLpitALpitB) y la cepa K12

22

e-

Figura 13. Análisis de expresión de los clones pBADpol¡p. En la f¡gura se muestra el clon
correclamente orientado que presentó expres¡ón del operón (clon 52). Todos los clones or¡entados se
crecielon hasta DO66¡ 0,6 y luego se ¡ndujeron por 2 hr con arabinosa. Las células se colectaron y l¡saron,
y con ¡as muestras de las prote¡nas totales se realizaron electroforesis de pol¡acrilamida y Westem blot. A
la izquierda se ve el gel de pol¡acrilamida al 10 % teñido con azul de Coommass¡e. A la derecha ta
membrana de Nitroce¡ulosa, que fue revelada empleando anticuerpos anti H¡s y la reacción de la
peroxidasa. Los carriles 1 contienen la muestra de proteínas totales obtenidas antes de agregar la
arab¡nosa y los carriles 2la muestra de proteinas totales de las células ¡nduc¡das.

3.6. Detenninación de la illc

Para conocer cómo afecta el cobre a las élulas mutantes y recomb¡nantes, se

determinaron las MIC de las cepas mutantes s¡n plásmido (Figura 14) y con el

pBADpoliP (Figura 15).

Como se puede ver en la Figura 'f4, las cepas que carecen del gen copA fueron las

que presentaron una mayor disminución de la MlC. La cepa LpoliPNpitA&p¡tB también

presentó una disminución considerable, a diferencia de las cepas Apolip^prfA y

ApoliPAprfB.
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Figura 14. Valores de la MIC de las cepas mutantes. Las cepas se crecieron en medio LB con distintas
concentrac¡ones de cu a 37 oc con ag¡tación, y luego de 16 h se midió la Do6oo de cada cultivo. En el eje
vertical se muestra la concentración de cu mín¡ma que permite un 50 % del crecim¡ento respecto dLl
cultivo sin Cu para cadá cepa. Los exper¡mentos se realizaron en triplicado.
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Figura 15. Valores de la MIC en cépas complementadas con el operón ppkl-ppx. Las cepas K12,

^poliP, ^poliPApi¿A, 
Apot¡p^pftB, Apotip^copA, y Lpofip\pitAÁ.pitB con ét paéáiOo pBADpotip se

crecieron en med¡o LB en presencia de glucosa (glc) como represor, o de arabinosa (ara) como ¡nductor
con d¡stintas concentraciones de Cu. A ¡as 16 h se m¡d¡ó la DO6oo y se determinó la concentración minima
de cu que permite un 50 % del crecimiento respecto del cultivo sin cu, para cada condición. Los
experimentos se real¡zaron en tripl¡cado.
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La expresión del operón ppkl -ppx produjo un aumento de la MIC en la mayoría de

las cepas. El aumento más lmportante de la MIC fue en la cepa ApoliPAcopA. La

excepción fue la cepa ApoliPAp,fAAprfB, y para descartar que el plásmido no se

estuviera expresando correctamente se realizó un Western blot con los cultivos

utilizados para determinar la MlC. El resultado del Western blot demuestra que el

operón se encuentra expresado, a altos niveles en presencia de arabinosa, y no se

expresa en glucosa (Figura 16).

F¡gura 16. Análisis de expres¡ón del plásmido pBADpol¡p en cult¡vos con Cu. Se obtuv¡eron las
proteínas totales de un cultivo que fue utilizado para determ¡nar la MIC de la cepa 

^polip^pitAAp¡fB, 
para

real¡zar un Western blot. El gel de poliacrilamida se tiñó con azul de Coommassie, mientras que la
membrana de nitrocelulosa se reveló con ant¡cuerpos anli H¡s y util¡zando la reacc¡ón de la peroxidasa. En
el gel (izquierda) y en la membrana (derecha) se muestran el estándar de peso molecular, junto a éste la
muestra con glucosa (carr¡l l), y a la derecha la muestra con arabinosa (carril 2).
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4. Discusión

El poliP es una molécula que se encuentra en todos los organismos y se ha visto

que part¡c¡pa en una gran variedad de procesos celulares. Específicamente la

participación del poliP en la resistencia al Cu se ha visto en múltiples organismos. En

nuestro grupo lo hemos v¡sto en las bacterias Acidithiobacillus ferrooxidans y

Pseudomonas sp. 84, y en la arquea Sulfolobus metallicus. Pero otros trabajos

tamb¡én han visto este fenómeno. Se ha descrito que cepas más resistentes al Cu

tienen mayores niveles del poliP en el alga Anabaena variabilis (Hashemi y col., '1994).

Sin embargo el mecanismo por el cual el poliP ejerce esta función ha sido una

interrogante por mucho tiempo. ln¡c¡almente se creía que sus propiedades químicas

como pol¡an¡ón eran capaces por sí solas de quelar los metales en el citoplasma

(Kornberg y col., 1999), pero con el uso de tecnologías de microscopía más avanzadas

se ha visto que los metales no siempre colocal¡zan con los gránulos de poliP (Hashemi

y col., 1994). Es por ello que se han planteado otros mecanismos, como el que planteó

Keasling (1997) para Ia res¡stenc¡a al cadmio. En esta tes¡s se real¡zaron mutantes y

recombinantes para explorar si es posible este modelo en E. coli para el caso del Cu y

para determinar cuál es el papel del poliP en este modelo.

4.1. Generación de las cepas mutantes y recombinantes,

Para el desarrollo de esta tesis se logró ¡mplementar en el laboratorio la técnica de

mutaciones por recombinación homóloga mediante productos de PCR (Datsenko y

Wanner, '1993). Para realizar las mutaciones se escogió la bacteria E. col¡K12, debido

a que no tiene mutaciones anter¡ores, considerando que se ha v¡sto que las

mutaciones de relA y spof (muy comunes en cepas de E coll de laboratorio), afectan la

regulación del Pi (Spira y Yagil, 1998).
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Ex¡sten bibliotecas de mutantes en E. col¡, donde se pueden adqu¡rir cepas con

mutac¡ones simples, sin embargo dichas mutaciones han sido construidas con la

¡nserción de transposones. Debido a que en esta tes¡s se necesitaba realizar mutantes

de varios genes, se decidió no utilizar estas cepas y construirlas en el laboratorio. De

esta manera se obtuvieron cepas que no contienen resistenc¡a a ant¡bióticos, y que

tienen el mismo fondo genético.

El principal problema para la construcción de los mutantes fue el medio de cultivo,

ya que sólo fue posible obtener mutantes en medio LB cuando los reactivos eran

marca Merck, y no con reactivos marca Difco (con la que se trabaja rutinariamente en

el laborator¡o). Fenómenos de este tipo, donde la marca del reactivo es importante, no

son raros, y también han sido observados para otros exper¡mentos en Salmonella

typhimurium en el laboratorio de la Dra. lnés Contreras (comunicación personal).

Al visual¡zar los productos de los PCR amplificados con los partidores de 60

nucleótidos, se ve que hay una segunda banda que es más tenue y de mayor tamaño

(F¡gura 6). Esta segunda banda migró en el doble del peso del fragmento esperado y

no correspondía al plásmido que había s¡do usado como molde (no aparecía en el

control negativo, sin enzima). No es claro a qué corresponde dicha banda, pero por su

tamaño pareciera que fuera la migración de la unión de dos productos de PCR.

Los plásmidos pKD46 y pCP20 son termosensibles, por lo tanto para curar las

cepas de los plásmidos se incubaron las cepas a 45 "C, ya que a 42 'C (como lo indica

el protocolo original) aún se encontraron cepas que mantenían el vector (datos no

mostrados).

La comprobación de la recomb¡nación homóloga de los genes se realizó

rut¡nar¡amente mediante una reacción de PCR, y se comparó el tamaño del amplificado

con el del gen de interés en un gel de agarosa al 1 %. Sin embargo, el tamaño del gen

pitA y del gen plfB y del reemplazo génico por el cassette que otorga res¡stencia a
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cloramfenicol son muy similares: 12O pb y 50 pb respectivamente. Estas diferenc¡as en

los fragmentos mayores de '1000 pb no es posible visualizarlas en los geles de

agarosa. Por lo tanto, para esta diferenciación fue necesario separar los productos de

PCR en un gel que permitiera una mayor resolución, y para ello se utilizaron geles de

poliacr¡lamida al 5 %. Esta metodología permite la d¡ferenc¡ación de fragmentos con

menores diferencias de tamaños y fue desarrollada en el laboratorio de Ia Dra.

Margarita Caru.

Se optó por utilizar el gen copA como blanco para rcalizeI las mutac¡ones dentro de

los determinantes de res¡stenc¡a al Cu. En primer lugar, porque el efecto que produce

su ausencia en ¡a célula es fácilmente detectable en condiciones aeróbicas (Outten y

co|.,2001). Ad¡cionalmente, es ¡nteresante porque es una ATPasa (Rensing y col.,

1999), lo que permite analizar la posibilidad de que el pol¡P actúe como una fuente de

ATP (Figura 3).

Luego que se obtuvo la primera ronda de mutantes, se procedió a realizar los dobles

mutantes. Para ello era necesar¡o transformar la cepa mutante con los plásm¡dos que

permiten las recomb¡nac¡ones. Probablemente debido a las mutac¡ones anteriores, la

eficiencia de la transformación de estas cepas con el plásmido pKD46 o el pCP20 fue

siempre menor. La cepa ApoliP fue la cepa que se utilizó como fondo genético para

realizar sobre ella las otras mutaciones en la construcción de las cepas ApoliPApltA,

Apol¡PAprfB, ApoliPAcopA, y ApoliPAprfAA pitB. La elecc¡ón se justificó en que la

eficiencia de esta mutación fue considerablemente menor que la de los otros genes,

posiblemente debido al mayor tamaño que necesita para la recombinación, y en que

todas las cepas con más de una mutación contienen la mutación del operón ppkl-ppx.

Para expresar reguladamente el operón ppkl-ppx se utilizó el plásmido ¡nducible

pBAD-TOPO. Este plásmido es de bajo número de copias, y de una expresión baja, de

manera que no se formen cuerpos de inclusión. Es por esto que la expresión no es
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posible visualizarla en un gel de poliacr¡lamida de las proteínas totales, s¡no que se

requiere de la técnica de Western blot. La determinación de la expresión del operón fue

pos¡ble gracias a que el plásmido contiene la secuenc¡a que codifica las 6 histidinas,

que se incorpora en el C{erminal de la proteína. De esta forma, la expresión del

operón se siguió por la expresión de la proteína PPX, que por estar río debajo de Ia

PPKI , es la que queda con la fusión de la cola de 6 histidinas. Otros trabajos han

clonado la PPX ¡nsertándole una cola de histidinas, y se ha visto que la actividad

enzimática se mantiene en dicha fusión (Chávez y col., 2009).

4.2. Cancterización de las cepas construidas

Fue posible observar al microscopio electrónico de transmisión las cepas K12 y

ApoliP. Las muestras se observaron sin tinción, y en las células de la cepa K12 se

visual¡zaron flagelos promitentes, que no fueron identificados en la cepa ApoliP. Estos

resultados están de acuerdo con otros estudios que han visto que las bacterias que

carecen de poliP no son mótiles, aunque algunas sí poseen flagelo (Chávez y col.,

2009; Rao y col., 2009; Rashid y col., 2000; Rashid y Kornberg, 2000).

Para determinar si alguna de las cepas presentaba diferencias en el crecimiento

debido a las mutac¡ones, se realizaron curvas de crec¡miento en medio complejo.

Todas las cepas crecieront y aunque algunas presentaron d¡ferenc¡as en el

crecimiento, la mayoría no presenió variación significativa de la tasa de crecimiento,

como ya se había visto para algunos de los mutantes (Crooke y col., 1994). En general,

se evidenció que las cepas que cont¡enen la mutación ApoliP alcanzaron densidades

ópticas mayores.

La cepa LpoliP&p¡tA pitB evidenció dificultades en el inic¡o del crec¡miento en

medio LB. Esto podría deberse a que en ausencia de los dos transportadores Pit, la
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captación del fosfato (que en el medio LB es principalmente organofosfato) ocuniría

mediante los transportadores GlpT y UhpT. Los sistemas de captación de

organofosfatos son menos eficientes que el sistema Pst (van Veen, 1997), lo que

podría dar cuenta de la diferencia de crecimiento.

4.3. El modelo de Keasling para la resistencia al Cu

En su modelo, Keasling propuso que el transportador Pit podría transportar los

metales pesados, y el pr¡mer apoyo a esto lo aporta el trabajo de Beard y

colaboradores (2000), que encontraron que la mutante pifA es más resistente al Zn

(con una diferencia en la MIC de 0,5 mM). Ad¡cionalmente se ev¡denc¡ó una

disminuc¡ón de los n¡veles de Zn intracelulares en el mutante pffA (Beard y col., 2000).

Estos resultados sug¡eren que el Zn entra normalmente a la célula por PitA, y plantea

la ¡nterrogante de s¡ esto ocurre con otros metales pesados. Actualmente no se conoce

cómo ingresa el Cu (y otros metales más) a la bacteria; no se ha encontrado un

transportador específ¡co que tenga esia función, y por lo tanto es posible pensar que

entre a la célula mediante los transportadores de este tipo. Existen muy pocos

organismos donde se ha encontrado un transportador específico para la captación del

Cu, entre ellos están la levadura Saccharomyces cerevisiae (Dancis y col., 1994), y la

bacter¡a Enterococcus hirae (Solioz y Sloyanov, 2003). S¡n embargo no se ha

encontrado ninguna proteína que cumpla esta función en E. col¡ y en muchas otras

bacterias.

Por otro lado, el descubr¡miento que en E coli el gen p¡tA, que no está regulado por

la concentración de Pi, sí responde a la concentración de Zn, siendo regulado

positivamente por ésie (Jackson y col., 2008), plantea una revisión de este

transportador. ¿Será que el transporte de metales es una consecuenc¡a del transporte
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del Pi?, o por el contrar¡o ¿será que el transporte del Pi es una consecuencia del

transporte de los metales?, es una pregunta que por ahora no tiene respuesta.

Se había planteado que el poliP podía participar en la resistencia al Cu como fuente

energética, a través de la conversión del poliP a ATP (Kornberg y col., 1999). Este ATP

podría ayudar a la resistencia del Cu energizando a los s¡stemas de transporte primario

que sacan el Cu del c¡toplasma de la célula. Para analizar esta posibil¡dad se realizaron

los mutantes en el gen copA. La cepa LcopA fue la cepa que presentó la mayor

dism¡nuc¡ón de la MIC: 0,5 mM respecto 2,8 mM de la cepa K12. Esto está en acuerdo

con los antecedentes bibliográficos, que señalan que CopA es la proteína de E. coli

más importante para sobrev¡v¡r en presencia de altas concentraciones del Cu en el

medio (Outten y col., 2001). Adicionalmente se construyó una cepa que además de

copA carccía del operón ppkl-ppx, Apol¡PAcopA Esta cepa no fue más sensible a Cu

que la cepa AcopA (Figura 14). Al transformar la cepa ApoliPAcopA con el plásmido

pBADpoliP, sin embargo es pos¡ble ver que cuando se expresa el operón aumentó la

resistencia al Cu, el cual fue el aumento más ¡mportante entre todas las cepas

transformadas (ver Figura l5). El aumento considerable de la MIC sugiere que el

mecanismo de acción del pol¡P en la resistencia al Cu no necesita de CopA. CopA es

la ún¡ca proteína conocida que participa en la resistencia del Cu en E coli que utiliza

ATP. Los resultados obtenidos descartan que en esta bacteria la forma de acción del

poliP sea med¡ante la generación de energía (ya sea por producción de ATP o que sea

usado como sustituto del ATP) para ser usado por esta proteína.

La posibilidad que el poliP sea una fuente de ATP para realizar algunas funciones

celulares ha s¡do planteada por muchos autores. Uno de los estudios que apoya esta

teoría es el que encontró gránulos de poliP en la base del flagelo de Helicobacter

pylori,lo que sugiere que este polímero estaría energizando el flagelo en esa bacteria

(Rao y col., 2009). Debido a que los mutantes ppkl en las distintas bacterias no son
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mótiles se ha propuesto que la carencla del poliP en la célula afecta la motilidad por

carencia energética. Sin embargo, también se ha planteado que Ia falta de motilidad se

debe a que las estructuras flagelares no sostienen el movimiento. Recientemente

nuestro grupo encontró por proteómica diferencial en Pseudomonas sp. 84 (Varela y

col., 2010) y por microarreglos de DNA de E. col¡ (resultados no publ¡cados) que las

cepas que tienen afectados los niveles de poliP tienen significativamente disminuidos

los niveles de la flagelina, proteína que consi¡tuye fundamentalmente el flagelo. Estos

resultados sugieren que la falta de motil¡dad se debería a un problema de regulación

más central, por sobre una energización directa del poliP al flagelo.

En esta misma dirección, se ha planieado que los poliP pueden ser un reservorio

energét¡co para la célula, sin embargo en estudios que se han enfocado en la

acumulación de poliP en la fase estacionaria de E. coli, se ha determinado que aunque

los niveles del pol¡P sean muy elevados servirían sólo para reemplazar al ATP por 1 ó

2 seg (Rao y col., 1998). Por lo tanto la propuesta energética no parece posible, al

menos en bacter¡as como E. coli que acumulan bajos niveles de poliP.

El modelo propuesto por Keasling ('1997) para la resistencia a los metales pesados,

postula que el metal sale como MeHPO¿ a través del s¡stema Pit. Actualmente se sabe

que existen dos genes parálogos pif en el genoma de E. coli: pitA y pitB, y ambos son

capaces de transportar el fosfato metálico- Para evaluar esta posibil¡dad se

construyeron las cepas mutantes. Las cepas L,pitA y L,pitB no presentaron mayor

sensib¡lidad al Cu, lo que se repit¡ó en las cepas ApoliPAplfA y ApoliPApi8. Esto

planteaba dos posibilidades, por un lado que los transportadores no tenían una

participación en la resistencia al metal, o que la ausenc¡a de uno era compensada por

la presencia del otro. Para explorar esta pos¡bilidad se construyó una cepa que

careciera de fos dos transportadores. La cepa múltiple mutante ApoliP&pitALpitB

presentó una notoria disminuc¡ón de la MIC, lo que sugería que la presencia de estos
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transportadores era ¡mportante para res¡stir al Cu. Cuando en esta cepa se expresó el

opeún ppk-ppx en trans no se observó una diferencia respecto de la cepa que tenfa

reprimida la expresión. Se descartó que esto último se debiera a problemas en la

expresión del plásmido, ya que el análisis de la expresión realizado mostraba

claramente que el producto proteico se encontraba expresado en las condiciones

esperadas y en altos niveles. Además se descartó el efecto de alguna mutación en la

secuenc¡a del plásm¡do ya que éste se secuenc¡ó y no se detectaron errores. Estos

resultados sug¡eren fuertemente que los poliP requieren de al menos uno de los

transportadores Pit para ejercer un efecto sobre la resistencia al Cu. Es importante

hacer la mención que si bien el poliP tiene una función protectora frente al metal, en la

bacteria E. coli es muy pequeña. Esto posiblemente debido a que en esta bacter¡a no

acumula grandes cantidades del polímero. De hecho, un estudio de microarreglos de

DNA de E. coli trenle a distintas concentraciones de Cu no mostró inducido el operón

ppkl-ppx (Kershaw y col., 2005).

Los resultados de esta tesis apoyan el modelo de Keasling como la forma en que los

poliP ayudan a la res¡stenc¡a al Cu en la bacteria E coÍ'. Queda aún por conf¡rmar la

formación del complejo CuHPO¿, y que éste sea expulsado de la célula.
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5. Gonclusión

. En E coli la resistencia al Cu que otorga el poliP requiere de al menos uno

de los sistemas P¡t, lo que apoya el Modelo de Keasling como el mecanismo

por el cual el poliP protege a Ia célula frente al metal'
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