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Resumen

Los polifosfatos (poliP) son biopolimeros lineales que se han encontrado en todos
los seres vivos y estan formados por residuos de ortofosfato unidos por enlaces
fosfoanhidrido. Los poliPs se sintetizan a partir de ATP por la polifosfato kinasa (PPK1)
y se degradan por la accion de |la exopolifosfatasa (PPX) a fosfato inorganico (Pi). Los
genes ppk1y ppx en E. coli se encuentran formando un operon.

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 hipotesis son las mas apoyadas. La primera la planted Keasling en
1997, y propone que el Pi liberado por la hidrdlisis del poliP se asocia a un atomo
(catidén) del metal y ambos son expulsados del citoplasma por un transpertador de
fosfato inorganico (Pit).

La segunda hipétesis plantea que los poliPs aportarian energia a los mecanismos
de transporte activo que sacan el metal de la célula. CopA es la Unica proteina
conocida en E. coli que esta involucrada en la resistencia a Cu y que utiliza ATP para
su funcién. Por ello esta proteina fue considerada en este estudio para evaluar la
posibilidad que el poliP participe en la resistencia al Cu generando ATP o como un
analogo del ATP para el funcionamiento de esta proteina.

En este trabajo se realizaron mutaciones por escision de los genes pitA, pitB, copA,
y del operén ppki-ppx en E. coli. Sobre la cepa Appk1-ppx (ApoliP) se realizaron
mutaciones adicionales de los genes ya mencionados de manera de estudiar las dos
propuestas mencionadas arriba. Para analizar el efecto de los poliPs en [a resistencia
al Cu en las diferentes cepas, se clond el operén ppk7-ppx en un plasmido altamente
regulado, y las cepas carentes del operdn ppk1-ppx se transformaron con este

plasmido.



A todas las cepas se les midié la concentracién minima inhibitoria del Cu. Las cepas
AcopA y ApoliPAcopA fueron las que presentaron una mayor disminucion de la
resistencia al Cu. La cepa ApoliPApitAApitB también presentd una reduccién
importante en la resistencia al Cu. Al transformar todas las cepas que contienen la
mutacion ApoliP con un plasmido que expresa el operdn ppk1-ppx se encontré que
sélo la cepa ApoliPApitAApitB no aumenté su resistencia al Cu.

Estos resultados sugieren que el mecanismo de accion 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 actuan en E. coli para

la resistencia del Cu.



Abstract

Polyphosphates (polyP) are linear biopolymers found in all living organisms. They
are made of orthophosphate residues connected by phosphoanhydride bonds. In
Escherichia coli polyP is mainly synthesized from ATP by polyphosphate kinase (PPK1)
and is degraded to inorganic phosphate (Pi) by exopolyphosphatase (PPX). Both ppk1
and ppx genes constitute an operon in E. coll.

In many microorganisms the presence of polyP in the cell contributes to the
resistance to heavy metals, but the actual mechanism has not been elucidated. So far
two hypotheses have been proposed. The first one (Keasling model) suggests that the
Pi released by hydrolysis of polyP is associated to a cation of metal and the Pi-metal
complex is expelled from the cytoplasm by an inorganic phosphate transporter (Pit).

The second hypothesis suggests that polyP could provide energy for the active
transport mechanisms taking the metal out of the cell. CopA is the only known protein in
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 participate 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 ppk1-ppx operon were made
in this wok. The Appk1-ppx strain (ApolyP) was used to obtain aditional mutations in the
genes mentioned above in order to study the two proposals already described. To
analyze the effect of polyP in the Cu resistance of these strains, ppk7-ppx operon was
cloned in a highly regulated plasmid. The strains lacking ppk7-ppx operon were
transformed to complement them with this plasmid as well. The minimum inhibitory
concentration of Cu was measured in all strains. AcopA and ApolyPAcopA strains were
those showing a higher decrease in Cu resistance. ApolyPApitAApitB strain also

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

Xi



a plasmid expressing the ppk7-ppx operon and only the ApolyPApitAApitB mutant did
not increase its resistance 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

Keasling and the mechanism by which polyP participates in E. coli resistance to Cu.
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1. Introduccion

1.1. El Fosfato y su transporte en E. coli

El fosforo es parte integral del metabolismo celular bacteriano y es indispensable
para la biosintesis del DNA, el RNA, las proteinas y los fosfolipidos. Por ello resulta
necesario mantener un nivel estable de fosfato inorganico (Pi) o de los nutrientes que
contienen fosforo en la célula. Es por esto que los microorganismos deben ser capaces
de captar el Pi y los nutrientes que contienen fésforo desde el ambiente donde se
encuentren. E| transporte del fosfato estd bien documentado en varios
microorganismos, especialmente en la enterobacteria Escherichia coli. Este
microorganismo es una bacteria modelo debido a su rapido crecimiento, y facilidad de
manipulacién genética. Su genoma se encuentra secuenciado, anotado y disponible,
ademas ha sido ampliamente estudiado, lo que lo ha convertido en uno de los modelos
biolégicos que mas datos ha generado a nivel global (gendmica, proteémica y
bioinformatica).

Debido a la necesidad de mantener los niveles estables de fosfato en la célula es
que existe una compleja regulacion de los sistemas que permiten su captacion, la que
es llevada a cabo por el regulén pho. Este reguldon se encuentra en numerosos
organismos, y consiste en un conjunto de genes, que cambian su expresion frente a la
carencia del fosfato (Wanner, 1993). Esta activacioén ocurre mediante el sistema de dos
componentes codificado por phoR-phoB, que es una forma comun de expresion de los
genes regulados por el fosfato, tanto en bacterias Gram negativas como Gram
positivas (van Veen, 1997). La proteina 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 regulon) (Harris y col.,, 2001). Las celulas

responden a la carencia de fosfato activando el regulén pho, que activa la expresion y
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secrecion de la fosfatasa alcalina al periplasma, que libera los residuos de ortofosfatos
desde organofosfatos (Sharfstein y col., 1996), ademas de regular otros genes de
captacién del Pi.

Para la captacién del fosfato desde el medio extracelular existen proteinas, 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 especificos para el Pi y responsables del
movimiento neto del Pi. Los otros dos sistemas, GlpT y UhpT, median el intercambio
anionico, en el cual el Pi es aceptado como analogo del glicerol-3-fosfato o glucosa-6-
fosfato, respectivamente. Pit, GlpT y UhpT son transportadores quimiosmoticos, y
parecen consistir en una Unica proteina de membrana, a diferencia del Pst (van Veen y

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

1.1.1. El sistema Pst.

El sistema Pst es el que tiene mayor afinidad al sustrato, y transporta los iones
HPO4? y H.PO4 (van Veen, 1997). Esta compuesto por una proteina periplasmatica de
union al sustrato (PstS) y 3 proteinas unidas a la membrana (PstA, PstB y PstC).
Pertenece a la familia de los transportadores ABC debido a que ocupa la energia del
ATP (Rosenberg y col., 1979) (Figura 1). Junto a los genes que forman parte del
sistema Pst se encuentra phoU, gen que codifica una proteina accesoria que no
participa en el transporte del fosfato, sino que participaria en la regulacion del regulon
pho (Hoffer y Tommassen, 2001). Los genes del sistema Pst junto con phoU se
encuentran formando un operdn, cuya expresion esta fuertemente regulada por el
PhoB-PhoR. En E. coli la expresion de este sistema se induce cuando la concentracion

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



Pi

ATP Pi

H* MeHPO, H* MeHPO, Pi Gly-3-P Sele8:P

Figura 1. Esquema de los transportadores de fosfato de E. coli. Los transportadores Pit transportan en
la misma direccion un fosfate metalico (MeHPO4) y un proton; Pst utiliza una molécula de ATP para
ingresar una molécula de fosfato inorganico (Pi); GlpT ingresa glicerol-3-fosfato (Gly-3-P) y saca Pi; UhpT
ingresa glucosa-6-fosfato (Glc-6-P) y saca Pi.

1.1.2. Los sistemas UhpT y GIpT.

Los transportadores GlpT de glicerol-3-fosfato (Hayashi y col., 1964) y UhpT de
glucosa-6-fosfato (Winkler 1966) ingresan éstos organofosfatos a la célula a la vez que
sacan Pi hacia el periplasma (Figura 1). La produccion de los transportadores GlpT y
UhpT no esta regulada por la concentracion del Pi, sino que es inducida por la
presencia de glucosa-6-fosfato (o 2-deoxiglucosa-6-fosfato) y glicerol-3-fosfato,
respectivamente. La expresion de UhpT depende del operén uhpABC, donde UhpA y
UhpB forman parte de un sistema de dos componentes (van Veen, 1997); mientras que
la expresion de GlpT depende del regulén glp, que basalmente se encuentra reprimido
por GIpR (Larson y col., 1987). Aunque estos dos sistemas son capaces de transportar
el Pi, en ausencia de los transportadores Pit y Pst no son capaces de permitir el
crecimiento en un medio donde la unica fuente de fosfato esta como Pi (Harris y col.,

2001).



1.1.3. Los sistemas Pit.

Inicialmente se llamé sistema Pit a la proteina PitA, sin embargo en el genoma de E.
coli 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 pM) son 100 veces menores que la K, de Pst (van Veen, 1997). El gen pitB
es un paralogo de pitA y en E. coli tienen un 75 % de identidad nuclectidica (Harris y
col., 2001) y un 81 % de identidad en la secuencia aminoacidica (Hoffer y col., 2001).
El mecanismo de transporte de las dos proteinas es equivalente y de hecho la Km
aparente para el transporte del Pi es similar (Hoffer y col., 2001), aunque la dinamica
de expresion es diferente. Cada sistema Pit es capaz de funcionar independientemente
del otro (Harris y col., 2001).

El gen pitA fue descrito inicialmente por Willsky y colaboradores (1973) y se expresa
constitutivamente. Por otro lado, pitB fue caracterizado mas tardiamente debido a que
esta regulado negativamente por el regulon pho, el cual se encuentra siempre activo en
la cepa E. coli K10 (cepa utilizada para el estudio del transporte de fosfato) (Harris y
col., 2001). Ambos transportan de manera simultanea un fosfato metalico (MeHPO,) y
un protén, utilizando la fuerza protén motriz (van Veen y col., 1994) (Figura 1). Sin
embargo se ha visto que pueden invertirse y sacar el fosfato metalico hacia afuera de
la célula en ciertas condiciones (van Veen, 1997). La captacion del Pi se inhibe
fuertemente cuando el pH interno de la célula es bajo, por lo tanto es importante
mantener activos otros mecanismos de alcalinizacion del citoplasma (van Veen y col.,

1994).



1.2. El polifosfato (poliP)

Una forma de almacenar Pi dentro de la célula es mediante el polifosfato inorganico
(poliP). El poliP es un polimero lineal formado por centenas de residuos de ortofosfato
que se encuentran unidos mediante los enlaces fosfoanhidrido y que en E. coli llegan
a 750 unidades de Pi (Kornberg, 1995). Este polimero se ha encontrado en todos los
tipos celulares, desde arqueas hasta eucariontes superiores (Kornberg y col., 1999).

Entre las funciones que se le han adjudicado a este polimero en los
microorganismos estudiados estan: 1) fuente de energia para la sintesis del ATP; 2)
sustituto del ATP en la fosforilacion de la glucosa y algunas proteinas; 3) reserva de Pi;
4) quelante de los cationes divalentes; 5) amortiguador intracelular frente al alcali; 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 poliP, lo que contribuye a su
participacién en los diversos procesos celulares. Entre ellas estan: la polifosfato
despolimerasa, la NAD quinasa dependiente de poliP, la polifosfato fructoquinasa, la
polifosfato monoquinasa y la polifosfato glucoguinasa (Nesmeyanova, 2000).

Adicionalmente, se ha visto que existe una conexién entre el transporte de Pi y el
metabolismo del poliP. La tasa de captacion del Pi por PitA se reduce en el mutante
ppk1-ppx, y ademas el triple mutante pitA pst ppk1 no es viable (Rao y col., 2009).

El poliP alcanza altos niveles en algunos organismos, especialmente en las
levaduras, organismo donde alcanza hasta un 10-20 % del peso seco celular (Kornberg
y col., 1999). En E. coli los niveles de poliP no llegan a ser tan altos con respecto a
otras bacterias, sin embargo son sumamente fluctuantes (Kuroda y Ohtake, 2000).

El metabolismo del poliP en las células es dinamico, y su nivel celular esta
determinado principalmente por la accién de dos enzimas: la polifosfato quinasa

(PPK1) y la exopolifosfatasa (PPX). Los genes de estas dos enzimas, se han estudiado
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por su influencia en el metabolismo de los poliP, y en E. coli se encuentran formando
un operén (Akiyama y col., 1993).

La enzima PPK1 cataliza la polimerizacién del poliP, mediante la transferencia del
fosfato terminal del ATP al poliP. Esta reaccién es reversible, dando lugar a la sintesis
de ATP desde ADP y poliP, lo que sélo 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 esencialmente distintas. Esta enzima
se encontré en mutantes nulos del gen ppk? en Pseudomonas aeuruginosa, y es la
responsable del 20 % del poliP que se encuentra en dichos mutantes que no poseen la
PPK1 (Zhang y col., 2002). La cinética de la PPK2 favorece 75 veces la reaccion de
sintesis del GTP a partir de los poliP; y para la sintesis de los poliP puede utilizar tanto
ATP como GTP, a diferencia de la PPK1 que sdlo utiliza ATP en la direccion de
sintesis (Zhang y col., 2002). En eucariontes solo se ha encontrado un ortélogo de las
polifosfato quinasas bacterianas, la DdPPK1 de Dictyostelium discoideum (Rao y col.,
2009), que comparte un 30 % de identidad y 51 % de similaridad con la PPK1 de E.
coli. Aln 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 Pi
(Kornberg y col., 1999). También es posible encontrar otra proteina con actividad
exopolifosfatasa: la guanosina pentafosfatasa fosfohidrolasa (GPP) (Reizer y col.,
1993), que es la enzima encargada de hidrolizar el pppGpp a ppGpp (Keasling y col.,
1993). La GPP, a diferencia de la PPX, es procesiva solo hasta que las cadenas de
poliP alcancen un largo de 40 residuos (Keasling y col.,, 1993). De estas dos, la mas
importante respecto de la influencia que ejerce sobre los niveles de poliP es la PPX

(Akiyama y col., 1993).



Los niveles del poliP pueden ser manipulados genéticamente a través de mutantes y
recombinantes en las enzimas involucradas en el metabolismo de dicho polimero
(Kornberg y col., 1999; Chavez y col., 2009). Los mutantes que carecen del gen ppk1
en E. coli retienen sélo un 2 % de la actividad PPK1, comparados con la cepa silvestre.
Por el contrario, la sobreexpresion del gen ppk1, mediante un plasmido de alto niimero
de copias resulta en un aumento de los niveles de los poliP de hasta 100 veces
(Kornberg y col., 1999). Adicionalmente es posible disminuir los niveles de los poliPs
en la célula mediante la sobreexpresion de la PPX. Esta estrategia es especialmente
util cuando la bacteria posee mas de un gen que expresa una PPK en su genoma
(como es el caso de Pseudomonas aeruginosa), o cuando el gen que expresa la
proteina con la actividad polifosfatoquinasa no se conoce, por lo tanto no es posible
construir mutantes (Chavez y col., 2009).

Los niveles de los poliP fluctian enormemente segun el estado celular, el medio de
cultivo utilizado y la fase del crecimiento (Kornberg y col., 1999). Esto generalmente se
condice con los cambios en la actividad de las respectivas enzimas que lo producen y
lo consumen. Por ejemplo, en E. coli los niveles mas altos de actividad PPK1 se
alcanzan cuando las células estan en el inicio de la fase estacionaria, momento en el
cual la actividad PPX es menor (Kornberg y col., 1999). Adicionalmente a las
variaciones mencionadas arriba, existe una variacion intrinseca del nivel estacionario
del poliP (concentracion estable de poliP dentro de la célula) que en E. coli llega ser de
un 20 % en idénticas condiciones de crecimiento (Van Dien y col., 1997).

Estudios han demostrado que la presencia de los poliP en la célula ayuda a resistir
las altas concentraciones de los metales pesados (Keasling y Hupf, 1996; Alvarez y
Jerez, 2004, Remonsellez y col., 2006; Navarro y col., 2009). Adicionalmente en mi

Seminario de Titulo, se comprobé que la cepa de Pseudomonas sp. B4 con niveles



deficientes de los poliPs es mas sensible al Cd, al Fe y al Cu que la cepa con fenotipo

silvestre.

1.3. Mecanismos de resistencia al cobre de E. coli

Muchos metales pesados son considerados esenciales, pero en altas
concentraciones son muy toxicos para la célula. Es por esto que existen mecanismos
celulares compuestos de familias de proteinas que controlan su actividad y ayudan a
confinarlos a sus funciones vitales. Entre ellas, hay transportadores integrales de
membrana, sensores metalorreguladores y proteinas chaperonas citoplasmaticas
difusibles que protegen y guian 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
especies reactivas de oxigeno (ROS), lo que lleva a un dafio en el DNA, la
peroxidacion de los lipidos, la disminucion 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, asi como tener
mecanismos apropiados para evitar grandes danfos, es muy importante. La
destoxificacion de los metales pesados y la regulacion de los cationes intracelulares se
llevan a cabo por diferentes mecanismos celulares como la exclusion, la precipitacion,
la reduccién y el transporte activo (Keasling, 1997), los cuales son principalmente
mecanismos activos (Keasling y Hupf, 1996), es decir, que requieren energia para su
actividad.

La bacteria E. coli esta equipada con multiples sistemas para asegurar un manejo
seguro de los metales en variadas condiciones ambientales. En particular, cuenta con
determinantes de resistencia al Cu (genes cuyos productos participan en la capacidad

de tolerar cobre), que son los sistemas Cue y Cus (Rensing y Grass, 2003).



El sistema Cue (del inglés Cu efflux) se compone de 3 proteinas: CueR, CopA y
CueO (Rensing y Grass, 2003). La primera es una proteina metaloreguladora de
respuesta al cobre que regula positivamente a los genes copA y cueO (Outten y col.,
2001). CopA es una ATPasa tipo 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, proteina que acopla la oxidacién de un electron del
sustrato a la completa reduccion de un oxigeno molecular a agua, cuya funcion celular

es oxidar en el periplasma el Cu* a Cu **

, su forma menos téxica (Grass y Rensing,
2001b) (Figura 2). La proteina 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 mas sensibles al metal, asi como para analizar el
requerimiento energético de la resistencia al Cu.

Por otro lado, el sistema Cus (del inglés Cu sensing) esta formado por 4 proteinas:
CusA, una proteina de membrana interna de la familia de proteinas RND que
transportan un H® en sentido contrario al sustrato (Cu); CusB, una proteina
periplasmica que une a CusA con CusC; CusC, componente de la membrana externa
de la bacteria; y CusF, una chaperona de Cu que se ubica en el periplasma de esta
bacteria (Rensing y Grass, 2003) (Figura 2). Las proteinas CusCBA se asocian
formando una estructura que atraviesa desde el citoplasma hasta la membrana
externa, permitiendo la salida del Cu desde el citoplasma hacia el espacio extracelular.
Adicionalmente la proteina CusF aporta atomos de Cu al sistema desde el periplasma,
para que sean retirados de la célula (Loftin y col., 2005). Este sistema esta regulado
por un sistema de dos componentes codificado por cusR y cusS, que activan la
expresion del operdén cusCFBA en respuesta a los altos niveles de Cu (Outten y col.,

2001). Este sistema ocupa la fuerza proton motriz como fuente de energia (Outten y

col., 2001).
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Figura 2. Esquema de los determinantes de resistencia al Cu. La proteina CueO oxida el Cu*' a Cu™?

acoplado con la reduccion del oxigeno molecular a agua. CopA transporta el cobre desde el citoplasma
hacia el periplasma con gasto de una molécula de ATP. El complejo CusCBA transporta el cobre desde el
citoplasma al espacio extracelular acoplado con el ingreso un protén desde el periplasma. La proteina
CusF entrega atomos de cobre al complejo CusCBA, para ser retirados hacia el espacio extracelular.

El sistema Cue tiene una expresion basal mas alta que el Cus, lo que sugiere que
seria el sistema primario a concentraciones moderadas de Cu (QOutten y col., 2001).
Debido a que el sistema Cus se activa a concentraciones mas bajas de Cu en
anaerobiosis, se ha propuesto que seria el sistema principal en esta condicién (Outten
y col, 2001). Adicionalmente, el sistema Cus es solo importante en condiciones
aerobicas cuando el sistema Cue no puede ser activado, o se encuentra sobrepasado
(Outten y col., 2001). El factor que gatilla el aumento de la expresion del sistema Cus
seria el aumento citoplasmatico de Cu”, que seria sensado por CusS (Outten y col.,
2001). Teniendo en cuenta estos antecedentes es que un buen candidato a mutar para

obtener una cepa sensible al Cu en condiciones aerdbicas es el gen copA.

1.4. El Modelo de Keasling y su aplicabilidad al Cobre
Si bien se han encontrado algunos metales pesados asociados a los granulos de
poliP en ciertos microorganismos, existe vasta evidencia de que el poliP es consumido

durante el proceso de destoxificacion. Un ejemplo de ello es la bacteria Klebsiella

10



aerogenes que puede acumular grandes cantidades de poliP, los que desaparecen
luego de exponerla al Cd (Aiking y col, 1984). En esta misma direccién, la
cianobacteria Anacystis nidulans es mas resistente al Cd cuando tiene mayores niveles
de poliP (Keyhani y col, 1996). Estas observaciones, mas otras evidencias
experimentales llevaron a Keasling en 1997 a proponer un modelo que intenta explicar
el mecanismo por el cual participaria el poliP en la resistencia al Cd. Este modelo se
planteé para Cd, debido a que se contaba con evidencias experimentales con ese
metal, pero en principio podria aplicarse a otros metales pesados. En este modelo el
poliP es hidrolizado en presencia de metales, liberando Pi que se uniria al metal
formando un complejo metal-fosfato que sale de la célula mediante un transportador Pit
(Keasling, 1997). Las evidencias del modelo de Keasling se presentan y se explican a

continuacion:

1) La concentracion intracelular de los cationes regula la actividad PPX. La
actividad PPX in vitro es dependiente de la concentracion de cationes como K
y Ca*? (Keasling y col., 1993), por lo que se propuso que su actividad en la
célula también podria 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 hidrélisis del
poliP produce la regulacién negativa de la respuesta a la carencia de fosfato por
el regulon pho, que es posible medirlo por la actividad de la fosfatasa alcalina
(Sharfstein y col., 1996).

3) Elfosfato es capaz de salir de la célula por un transportador Pit y lo hace
acompafiado por los cationes, que podrian ser metales pesados. Los

transportadores de Pi, PitA y PitB, captan el fosfato metalico (MeHPQ,), y junto
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con ello en la misma direccién se transporta un protén. Mientras ocurre la
captacién del MeHPO, la energia electroquimica del gradiente de protones se
convierte en energia del gradiente quimico del MeHPO,, mientras que durante
la salida del MeHPO, la energia del gradiente quimico se convierte huevamente
en energia electroquimica del gradiente de protones (van Veen y col., 1994).
Este mecanismo permitié que E. coli soportara mejor la anaerobiosis, ya que la
salida de MePQ, con un protén mantiene el gradiente protén motriz y permite
que se genere ATP (van Veen y col., 1994).

4) Se requiere de la hidrolisis del poliP a Pi para que actue protegiendo a la
célula de la toxicidad causada por el Cd. La capacidad de hidrolizar el poliP es
mas importante que la de acumular grandes cantidades del polimero (Keasling
y Hupf, 1996). Al someter distintas cepas de E. coli carentes de los genes del
metabolismo del poliP al Cd y sobreexpresar los genes ppk1 o ppk1-ppx se
determind que la cepa que tiene mas poliPs no es la mas resistente al metal,
sino que lo es la cepa que tiene la capacidad de metabolizar (sintetizar e

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

bien este modelo se desarroll6 en base a la evidencia experimental

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

fenémeno podria ocurrir con otros metales como el Cu.

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

variabilis resistente al Cu, que forma mas granulos de poliP que la silvestre, y la

resistencia al Cu de esta cepa aumenta si se crece en medios con alto fosfato

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

encontré Cu en los granulos de poliP, lo que descarté que la accién de los poliP fuera

simplemente por la quelacién del metal (Hashemi y col., 1994).

12



Adicionalmente, nuestro grupo determiné que los granulos de poliP de la bacteria
Acidithiobacillus ferrooxidans se reducen cuando al medio se le agrega Cu (Alvarez y
Jerez, 2004). Ademas, en presencia del Cu aumento la actividad PPX, y con ello el
eflujo de Pi (Alvarez y Jerez, 2004). Resultados equivalentes se encontraron en el
arquedn Sulfolobus metallicus, que al igual que A. ferrooxidans, es capaz de resistir
altas concentraciones de Cu (Remonsellez y col., 2006). En estos microorganismos no
se ha encontrado un transportador tipo Pit, aunque existe un gen que codificaria una
proteina similar al transportador Pho84 de S. cerevisiae (Alvarez y Jerez, 2004), que

podria suplir la actividad de los transportadores Pit.

1.5. La propuesta

Tal como ya se menciond, se ha visto que la presencia de los poliP ayuda a la
resistencia al Cu. Sin embargo, el mecanismo por el cual el poliP participa en esta
resistencia no ha sido dilucidado. Existen 2 propuestas que han sido mas aceptadas:
que el poliP puede ser una fuente energética (especificamente para la formaciéon de
ATP) para los determinantes de resistencia especificos del Cu (como lo es CopA), o
que podria ser una fuente de fosfato que permita la quelacién del metal, y una posterior
salida de la célula (Figura 3). En esta tesis se abordd esta interrogante, utilizando la
bacteria modelo E. coli. Para esto se realizaron varias mutaciones y clonamientos de
distintos genes para estudiar si las 2 propuestas son factibles en esta bacteria. Si el
poliP tiene una funcién energética sobre los determinantes de resistencia canoénicos de
la bacteria, un aumento en el metabolismo de los poliPs en una cepa que carece de
CopA no deberia aumentar la resistencia al metal. Por otro lado, si el mecanismo de
accion es por la formacion de MeHPO, y la posterior salida de la célula por un
transportador Pit, en mutantes carentes de Pit deberiamos esperar que un aumento de

los poliP no incremente la resistencia al Cu.
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Figura 3. Modelo con las dos propuestas de participacién del metabolismo de los poliPs en la
resistencia al Cu en E. coli. En el esquema se muestran las proteinas a estudiar, con sus respectivas
funciones. En flechas negras se indican los posibles vinculos entre el metabolismo de los poliPs y la
resistencia al Cu.
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1.6. Hipétesis
La alteracion del metabolismo de los poliP combinada con las mutaciones en los
genes pit y en otros determinantes de resistencia al cobre en E. coli aportara a dilucidar

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

1.7. Objetivo general

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

1.8. Objetivos especificos

1. Generar mutantes por escision en E. coli para los genes pitA, pitB, copA, los
genes ppk y ppx.

2. Caracterizacion genotipica y fenotipica de los mutantes obtenidos.

3. Generar dobles y triples mutantes para estudiar la relacion entre el poliP y las
proteinas del sistema Pit, o del transportador CopA, en la resistencia a los

metales pesados.
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2. Materiales y Métodos

2.1. Materiales

2.1.1. Cepas Bacterianas
Se construyeron un total de 8 cepas mutantes y 9 cepas recombinantes de E. cof

derivadas de la cepa K12, que se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1: Cepas mutantes y recombinantes de E. coli

" Cepa ~ Caracteristicas Referencia

BW23474 = Alac-169 robA1 creC510 hsdR514 AuidA (Miul): Bieryycol, 20000
pir-116 endA recA1

TOP10 F- merA  A{mr-hsdRMS-mcrBC) @80/acZAM15  Invitrogen

AlacX74 nupG recA1 araD139 A(ara-leu)7697 galU
galK psL(St™) endA1 A-

K12 ATTC® 29425 ATTC
ApitA Derivada de la K12 que carece del gen pitA Este estudio
ApitB Derivada de la K12 gue carece del gen pifB Este estudio
ApoliP Derivada de la K12 gue carece del operdn ppk-ppx  Este estudio
AcopA Derivada de la K12 gque carece del gen copA Este estudio
ApoliPApitA Derivada de la K12 que carece del gen pitA y del Este estudio
operon ppk-ppx
ApoliPApitB Derivada de 1a K12 que carece del gen pitB v del Este estudio
operén ppk-ppx
ApoliPAcopA Derivada de la K12 que carece del gen copA y del  Este estudio
operén ppk-ppx
ApoliPApitAApitB Derivada de la K12 que carece de los genes pifA, Este estudio
pitB y del operon ppk-ppx
K12/pBADpoliP Cepa K12 con el plasmido pBADpoliP Este estudio
ApitA/pBADpoliP Cepa ApitA con el plasmido pBADpoliP Este estudio
ApitB/pBADpoliP Cepa ApifB con el plasmido pBADpoliP Este estudio
ApoliP/ipBADpoliP Cepa ApoliP con el plasmido pBADpoliP Este estudio
AcopA/pBADpoliP Cepa AcopA con el plasmido pBADpoliP Este estudio
ApoliPApitAlpBADpoliP Cepa ApoliPApitA con el plasmido pBADpoliP Este estudio
ApoliPApitB/pBADpoliP Cepa ApoliPApitB con el plasmido pBADpoiiP Este estudio
ApoliPAcopAipBADpoliP Cepa ApoliPAcopA con el plasmido pBADpoliP Este estudio

ApoliPApitAApitB/pBADpoliP  Cepa ApoliPApitAApitB con el plasmido pBADpoliP  Este estudio
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2.1.2. Plasmidos
A continuacion se presentan los plasmidos utilizados en esta tesis, los que se

resumen en la Tabla 2.

Tabla 2: Plasmidios utilizados en E. coli

Plasmido  Caracteristicas Referencia
R S T e e
pBAD-poliP oripBR322, bla(ApR), araC, ppk-ppx” Este estudio
pKD3 oriR6Ky, bla(ApR), caf, gnB(Ter) Datsenko y Wanner, 2000
pkD4 oriR6Ky, bla(ApR), kan, rgnB(Ter) Datsenko y Wanner, 2000
pKD46 araBp-gam-bet-exo, bia(ApR), repA101{ts), oriR101 Datsenko y Wanner, 2000
pCP20 FLP', A cl857", Apr, repA101(ts), kan Cherepanov y Wackernagel, 1995

PBAD-TOPO: Plasmido de expresion regulada, que se induce por arabinosa y se
reprime por glucosa. Este plasmido pertenece al kit pPBAD-TOPO TA® de Invitrogen®,
el cual tiene unida una topoisomerasa en los extremos del plasmido (que se encuentra
abierto), de manera que permite clonar rapidamente fragmentos de PCR amplificados
por la enzima Tag, que cuentan con una adenina en el extremo. El producto génico que
se exprese en este plasmido contendra una cola de 6 histidinas en el C-terminal de la
proteina. Tiene 4,1 kb de tamafio y como marcador de seleccién contiene el gen que
otorga resistencia a la ampicilina.

PBADpoliP: Derivado del pBAD-TOPO con la insercién del operén ppk-ppx de E.
coli. Debido a que el gen ppx esta rio abajo del ppk?, es la PPX Ila que queda
fusionada con la cola de histidinas.

pKD3: plasmido de bajo nimero de copias de 2,8 kb que se utiliza como molde para
las reacciones de PCR para la recombinacion génica por la técnica de Datsenko y
Wanner (2000). Contiene el gen de la B-lactamasa que le otorga resistencia a la

ampicilina y el gen de la cloramfenicol acetil transferasa, que le da resistencia al
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cloramfenicol. La zona que se amplifica por PCR contiene los sitios FRT que flanquean
el gen de la cloramfenicol acetil transferasa.

pKD4: plasmido 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 practicamente
igual al pKD3, con la diferencia que entre los sitios FRT tiene el gen de la neomicina
fosfotransferasa del Tn5, que le otorga resistencia a la kanamicina.

pKD46: plasmido de 6,33 kb derivado del pKD20 (Datsenko y Wanner, 2000) que en
presencia de arabinosa expresa la recombinasa Red del fago A, que permite la
recombinacién homoéloga entre el producto de PCR y el DNA genémico. Contiene el
gen de la B-lactamasa y es sensible a la temperatura: se replica cuando la bacteria se
crece a 30 °C y se pierde de ésta cuando se incuba a 37 °C.

pCP20: plasmido de 9,4 kb de bajo numero 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 sitio especifica FLP,
que recombina los sitios FRT, de manera de escindir el gen que otorga la resistencia al

antibidtico.

2.1.3. Medios de cultivo

Rutinariamente se utilizé el medio Luria-Bertani (LB) que contiene 10 g/l de triptona,
5 g/l de extracto de levadura, y 5 g/l de NaCl. Rutinariamente se preparé el medio con
la triptona y el extracto de levadura (Difco) y el NaCl (Merck). Para obtener las
mutaciones por la técnica de Datsenko y Wanner (2000) el medio LB se prepar6 con
todos los reactivos marca Merck. Para algunas cepas, el medio se suplemento6 con los

antibioticos ampicilina (100 pg/ml) (LBA), kanamicina (50 ug/ml) (LBK), o cloramfenicol
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(50 pg/ml) (LBC). Las placas de medio LB sdlido se prepararon sobre placas Petri con

medio LB y agar al 1,5 %, y se suplementaron con antibiéticos cuando fue necesario.

2.2. Métodos

2.2.1. Métodos de biologia molecular

2.2.1.1. Extraccion de DNA plasmidial

Para la extraccién del DNA plasmidial de las cepas de E. coli BW23474/pKD3 y
BW23474/pKD4 que portan el plasmido pKD3 y pKD4 respectivamente, se ocup6 el kit
“Wizard ®Plus Midiprep” de Promega®. Este kit se basa en una lisis celular seguida de
una neutralizacion y la retencién del DNA plasmidial por una columna con resina,
lavados y posterior solubilizaciéon en agua bidestilada. Para la extraccion del DNA se
utilizaron cultivos de 10 ml crecidos en medio LBK o LBC. El DNA plasmidial se guardé
a -20 °C y se diluy6 para posteriores reacciones de amplificacién por PCR.

Para la extraccion del DNA plasmidial desde las células TOP10 con el plasmido
pBAD-TOPO y pBAD-poliP se ocup6 el kit “HiYield Plasmid Mini kit" de RBC
Bioscience®. El protocolo consiste en una lisis celular seguida de una neutralizacion, la
unién a la resina de la mini columna, dos lavados y finalmente la elucién del plasmido

con agua bidestilada.

2.2.1.2. Extraccion del DNA gendmico
Para la extraccion del DNA cromosémico de E. coli K12 se utilizé el kit “Wizard
genomic DNA purification” de Promega ®, siguiendo las instrucciones para las

bacterias Gram Negativas. Brevemente el protocolo consiste en una lisis celular
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seguida por una digestion enzimatica del RNA, precipitacién del DNA genémico con
isopropanol y una posterior solubilizacién en agua bidestilada. El DNA se conservé en

frio y se diluyo para realizar las amplificaciones por PCR.

2.2.1.3. Chequeo del DNA plasmidial
Para analizar que los plasmidos obtenidos por la extraccién plasmidial corresponden
a los esperados se procedié a digerirlos con enzimas de restriccién y comparar el perfil
obtenido con el perfil de restriccion que se espera por el analisis in silico. Para ello los
plasmidos pKD3 y pKD4 se sometieron a digestién con las enzimas Hindlll y Pstl (New
England BioLabs®), siguiendo las instrucciones del fabricante. Los plasmidos pKD46 y
pCP20 se digirieron con la enzima EcoRI (Fermentas®), de acuerdo a las instrucciones

del fabricante.

2.2.1.4. Electroforesis 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 % (Invitrogen®). Las electroforesis se corrieron por 25 min a 100 V en la
camara de electroforesis “Gel XL Ultra V-2" (Labnet). Como marcador de estandar de
peso molecular se utilizo “HyperLadder™ |’ (Bioline®) o “1 Kb DNA Ladder’
(Invitrogen®). La tincidn se realizdé por 15 min en una solucién de TAE 0,5 X con
bromuro de etidio a una concentracion de 0,5 pg/ml. La visualizacion de las bandas se

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

2.2.1.5. Electroforesis del DNA en geles de poliacrilamida
En ocasiones se necesitd determinar las diferencias de tamafo entre bandas de

amplificados de PCR mediante la electroforesis en geles de acrilamida, debido a que
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las diferencias eran cercanas a los 100 pb en fragmentos de aproximadamente 1500
pb. Para ello se prepararon geles de 20 cm a una concentracion de acrilamida del 5 %.
Como marcador de peso molecular se ocup6 el marcador de 100 bp Invitrogen®. Se
aplicaron los productos de PCR directamente, gracias a que el Green Buffer de la Go
Taqg (Promega®) es también buffer de carga. Se corrié el gel en amortiguador TAE 1 X,
a 250 V por 2 h. La tincién se realizé con nitrato de plata de la siguiente forma. Se
incubé el gel por 5 min en etanol al 10 %, y luego por 5 min en acido nitrico al 1 %. Se
realizaron 3 lavados con agua destilada, y luego se agregaron 250 ml de nitrato de
plata y se incubé en la oscuridad por 20 min. Luego se lavé con agua destilada por 1
min, y se reveld con una solucién de carbonato de sodio 0,28 M con formaldehido 0,5
%. La reaccion de tincion se detuvo al incubar el gel con acido acético al 10 % durante

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

2.2.1.6. Purificacion del DNA desde geles de agarosa
Se utilizé el kit “E.Z.N.A.® Gel Extraction Kit” de Omega Bio-tek de acuerdo a las
instrucciones del proveedor. El método se basa en la escisién de un trozo del gel de
agarosa que lleva el DNA a purificar, y su solubilizacién en un amortiguador a alta
temperatura. Luego la solucién se aplica en una mini columna que tiene una resina ala

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

2.2.1.7. Precipitacion y dialisis del DNA
Para precipitar el DNA se le agregé 0,1 volumen de acetato de sodio 3 My 2,5
volimenes de etanol absoluto frio. Se incubd a -20 °C por 1 h, y luego se centrifugd 20
min a 12.000 x g a 4 °C. Luego se lavd con 2 volimenes de etanol al 70 % y se
centrifugd por 10 min a 12.000 x g a 4 °C. Posteriormente se descartd el sobrenadante

y se dejo secar el pellet a temperatura ambiente. Luego el pellet de DNA se
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resuspendié en agua bidestilada. Para la precipitacién se usaron 100 ul de producto de
PCR, y el pellet obtenido se resuspendié luego en 20 pl de agua.

Para dializar las muestras de DNA se ocuparon filtros de membranas de
nitrocelulosa Millipore® de 0,025 um. Esta membrana se coloco flotando sobre agua
bidestilada con la superficie brillante hacia arriba, y en ella se aplicé una gota de la

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

2.2.1.8. Partidores y reacciones de PCR

Amplificacion por PCR de los plasmidos pKD3 y pKD4. Para amplificar el cassette
de resistencia a kanamicina o a cloramfenicol presentes en los plasmidos pKD4 y
pKD3 respectivamente se ocupd la enzima Go Taq Flexi de Promega®. Los partidores
usados son los que se presentan en la Tabla 3, que contienen 20 b homdlogas a la
zona flanqueante de los extremos FRT (rojo) y ademas incorporan 40 b a cada extremo
del amplificado que es homélogo a los extremos del gen a escindir (azul). La
amplificacion se realizé en volimenes de 50 ul, que contenian: Green Buffer 1X, MgCl,
1,5 mM, dNTPs 0,2 mM, DMSO 5 %, Go taq 1 U, partidores 0,5 uM cada uno y como
secuencia molde se ocupd 3 pl de una dilucién 1/10 de la purificacion plasmidial. El
programa de PCR que se utiliz6 es el siguiente: 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 mina72
°C.

Para verificar la recombinacion homaloga y la escincion de los genes se realizaron
PCR de colonias con la enzima Go Taq Flexi (Promega®). Para esto las colonias
obtenidas se sembraron en una nueva placa y se incubaron a 37 °C durante 16 h. En
40 pl de agua bidestilada estéril se homogenizé la masa celular del clon a analizar
hasta que quede una solucién apenas opalescente. Para el PCR de colonia se

ocuparon reacciones de 15 ul, que contenia: Green Buffer 1X, MgCl; 1,5 mM, dNTPs
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0,2 mM, 0,38 U de Go Taq Flexi, 0,5 uM de cada partidor, y 1 pl de la suspension de la

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

Tabla 3. Partidores de 60 nucleétidos

“Partidor  Secuencia T - i )
R R R e e e
ppk-ppx H2#P2  Scovcnncon AGCGCATTCTCACTAAACCAGTCATGCATATGAS CTCCTTAGY

pitA H1+P1 T T TCAGC TGO e BT GG T AT CEOCEL GO AT TOARCT C MG AGEETEGAGOTEATTEEY

pitA H2+P2 it mpm b A b S et

pitB H1+P1 AT GECGGCAT T T T AR T T P T T T GC G e T T AT T GCE O CTETACGE TRGAGCTCETTCET
pitBH2+P2 ¥ ATAGACACTGCCGCCGTCATTTGTGCCGCCA CTTGCGCATATGAATATCCT "TAG®

copA H1+P1 AT ACCGATAC T O T AGAT AAACGCAC COAGCAGET TCTGTAGGCTGEAGCTEETTCES

copA H2+P2 S GGATGTGTCTATCACTGAAGCGCACETTACCCOGACTECCE? IATCCTCOTTAGY

Tabla 4. Partidores de 20 nucleétidos

I T e —
T T

ppk-ppx reverse ¥ AGCGGCGATTTCTGGTGTACTTT®

pitA sense ¥ ATGCTACATTTGTTTGCTCECCTGE

pitA reverse ¥ CAGGAACTGCARGGAGAGCCAGTACY

pitB sense ¥ ATGCTAAATTTATTTGTTGGCCTTC

pitB reverse ¥ AATCAACTGCAATGCTATCCAGTACY

COpA sense ¥ ATGTCACAAACTATCGACCTGACCCY

COpA reverse ¥ GTTGGCGTTACTCACTACGGTAAT®

ppx sense S ATGACTACATCAAATCACTCGAACAACCY

pBAD reverse S GATTTAATCTGTATCAGGY

Para amplificar el operdon ppk7-ppx de E. coli se ocupd la mezcla de enzimas
Elongase® Enzyme Mix de Invitrogen®, que contiene una mezcla de las enzimas Tagy
Pfu. Los partidores utilizados fueron ppk-ppx sentido y ppk-ppx reverso (Tabla 4). La
reaccion se realizé en 50 pl y conteniendo 0,2 mM de dNTPs, 1,6 mM MgCl,, 0,2 uM
de cada partidor, 100 ng de DNA genomico de E. coli K12, y 1 ul de la mezcla

enzimatica. El programa de PCR que se uso es el siguiente: 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 elongacién de 4 min a 68 °C, para
finalizar 10 min a 70 °C.

Para determinar la orientacién en que se insertd el operon ppk-ppx en el plasmido
PBAD-TOPO se realizé un PCR de colonia. Los partidores que se usaron son pBAD

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

2.2.1.9. Secuenciacion del DNA
Para verificar las mutaciones realizadas, los fragmentos amplificados por PCR a
partir del DNA gendmico de los mutantes fueron secuenciados. Para ello se realizaron
las purificaciones de los productos de PCR se enviaron a la empresa Macrogen Inc

(Korea).

2.2.1.10. Clonacion en pBAD-TOPO

El operén ppk-ppx se amplificé por PCR y se cloné en el vector pBAD-TOPO
(Invitrogen®) siguiendo las instrucciones del proveedor. La ligacion se realizé
mezclando 0,2 pl (25 ng aproximadamente) de producto de PCR con 1 pl de solucién
salina, 4,3 pl de agua y 5 ng de vector. La mezcla se incub6é por media hora a
temperatura ambiente. La ligacién se transformé como se describe posteriormente
(2.2.1.11). Para chequear la presencia del plasmido con el operdn insertado
correctamente en las colonias transformantes se realizd una extraccién de &cidos
nucleicos totales. Los clones que contenian el plasmido del tamafio esperado se
sometieron a un PCR en colonia, para determinar la orientacion del fragmento de PCR.
Para ello se usaron los partidores pBAD reverso y ppx sentido (Tabla 4). Los clones
que tenian el fragmento correctamente orientado se seleccionaron para hacer los

analisis de expresién de las proteinas, lo que se determind por Western Blot. Se
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encontraron dos clones que expresaban el operon en el plasmido, y se selecciond uno

de ellos para continuar los experimentos.

2.2.1.11. Transformacion de E. coli

Se realizaron las transformaciones de los productos de ligacion, de los vectores, y
de los productos de PCR. Para el primer caso se usaron las células
quimiocompetentes “One Shot® TOP10 Chemically Competent” (Invitrogen®),
proporcionadas por el kit del vector pBAD-TOPO. El protocolo de transformacion
consiste en incubar 50 ul de células y 3 pl de ligacién en hielo por 30 min, luego 1 min
a 42 °C y para finalizar con 2 min en hielo. Para la recuperacién se agregé 1 ml de
medio LB y se incubé a 37 °C con agitacion por 1 h. Luego se plaquearon alicuotas de
100 y 200 pl en placas de Petri con agar LBA.

La transformacion de los vectores y productos de PCR se realizd mediante
electroporacion. Para ello se prepararon células electrocompetentes de la forma que se
presenta a continuacion. Un cultivo en fase exponencial (DOsgq 0,6-0,8) se cosechod por
centrifugacion a 13.000 x g durante 1 min. Se descarté el sobrenadante y se realizaron
5 lavados de las células con agua bidestilada estéril, las que se centrifugaron de la
misma manera. Luego el pellet celular se resuspendié en agua bidestilada estéril,
concentrando las células 100 veces. En una cubeta de electroporacion de 1 mm se
afiadié 1 pl de DNA plasmidial 6 15 ul del DNA producto de PCR precipitado y
dializado, y 50 pl de las células electrocompetentes, y se electropord con el programa
predeterminado para transformar E. coli en cubetas de 1 mm (Electroporador Bio-Rad).
Luego se agregé 1 ml de medio LB y se dejé recuperar las células por 1 h cuando se
transformaron con plasmidos, y 2 h cuando se transformaron con productos de PCR.
La incubacién se realizo a 30 6 37 °C segun el caso. Para el caso de los plasmidos, se

plaqued 100 pl en placas de Petri con agar y medio LBA; para el caso de los productos
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de PCR el cultivo se centrifugdé a 12.000 x g y las células se resuspendieron en 100 pl

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

2.2.1.12. Determinacion de los transformantes

Se realizd un aislamiento de los acidos nucleicos totales para determinar si las
colonias obtenidas luego de la transformacion con un plasmido efectivamente portan el
vector, o para determinar si el vector incorporé el gen de interés luego de una ligacion.
Para ello los clones se crecieron formando parches de 1 cm? en una placa de Petri con
medio LBA sélido y se incubaron por 16 h. Se tomé la mitad de cada parche y se
disolvié en 40 pl de una solucion de sacarosa 0,18 M, Tris-HCI 3,2 mM y azul de
bromofenol 2,5 mg/ml, a pH 7. Luego se agregd 15 pl de fenol cloroformo basico (fenol
saturado basico 50 %, cloroformo 48 %, alcohol iso-amilico 2% marca Winkler Ltda.) a
cada tubo y se agit6é por vortex durante 15 seg. Posteriormente se centrifugd por 3 min
a 12.000 x g y se aplicaron 15 pl de la fase acuosa superior directamente en un gel de
agarosa al 1 % y se corri¢ la electroforesis. La presencia de una banda entre el DNA
gendémico y el RNA 23S indica la presencia de un plasmido en el clon analizado. Para
identificar los clones que incorporaron el inserto luego de una ligacién se comparan los
tamarios de las bandas que corresponden a los plasmidos, los plasmidos mas pesados

son los que incorporaron el inserto.

2.2.1.13. Mutacién por recombinacion homéloga con productos de PCR
Se ocupd esta técnica para generar los mutantes en E. coli, como fue publicado por
Datsenko y Wanner (2000). Brevemente esta técnica se basa en la escision de uno o
mas genes mediante procesos de recombinacion homologa vy recombinacion sitio
especifica (Figura 4). Para ello se amplificaron por PCR el cassette del antibiético del

plasmido pKD3 o pKD4 con los partidores de 60 pb (Tabla 3), que poseen extremos
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idénticos a la zona flanqueante del gen a escindir. Para esto, 100 pl de la reaccion de
PCR se precipitaron, dializaron y se electroporaron en una cepa portadora del
plasmido pKD46 (que se crecid6 en presencia de arabinosa para expresar la
recombinasa Red). Para determinar si ocurrié la recombinacién homoéloga se realizd
una reaccién de PCR a las colonias utilizando los partidores de 20 pb. Los clones
positivos se crecieron a 42 °C para curar el plasmido pKD46. Posteriormente el
mutante se transformé con el plasmido pCP20, los clones portadores del plasmido se
incubaron a 42 °C para activar la recombinasa FLP y para curar el pldsmido. Para
determinar si ocurrié la recombinacién sitio especifica se realizé una nueva reaccion de

PCR de colonia con los partidores de 20 pb.

2.2.2. Técnicas de Microscopia

2.2.2.1. Microscopia electronica de transmision
Las cepas de E. coli silvestre y ApoliP se crecieron en medio LB por 16 h. 5 i del
cultivo se aplicaron sobre una grilla de cobre, por 1 min, luego el exceso del liquido se
retird con un papel filtro. Las células se observaron sin tincién en el microscopio
electronico de transmision Philips Tecnai 12 Bio Twin de la Unidad de Microscopia de

la Pontifica Universidad Catolica de Chile.
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Producto de PCR

Amplificado de Plasmido pKD4
DNA Genémice E. coli K12

Mutacién

Mutante ppk-ppx KanR

Mutante ppk-ppx Kan®s

Figura 4. Esquema de la mutacién por recombinacién homéloga utilizando productos de PCR. En el
ejempio se muestra la mutacién del operén ppk1-ppx.

2.2.3. Métodos de andlisis de las proteinas

2.2.3.1. Preparacion de las muestras para los analisis de western blot

Ensayo de induccion: En 5 ml de medio LBA se inocularon 100 pl de un cultivo fresco
de noche y se incub6 a 37 °C con agitacién hasta una DOgy, de 0,5. Se tomé 1,5 ml del
cultivo y las celulas se cosecharon por centrifugacion a 13.000 x g por 1,5 min. Luego
de descartar el sobrenadante, se determiné el peso hiimedo del sedimento celular. Al
cultivo restante se le agregé arabinosa 0,2 % y se incubé por 2 h a 37 °C con agitacion.
Se centrifugd 1 ml del cultivo a 13.000 x g, y luego de descartar el sobrenadante se
determiné el peso humedo del peliet de células. Las células se guardaron a -20 °C

hasta que se realiz6 la electroforesis de poliacrilamida.
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Las muestras de proteinas totales se prepararon lisando las células con la siguiente
proporcién: 3 mg de células (peso himedo) se mezclaron con 20 ul de agua y 10 pl de
la solucion amortiguadora 3X (Tris-HCI 0,187 pH 6,8, SDS 6 %, glicerol 30 %, B-
mercaptoetanol 15 % y azul de bromofenol 0,06 %). Las muestras se calentaron a 95
°C por 5 min, se centrifugaron brevemente y se aplicaron 5 pl del sobrenadante en
cada pocillo del gel.

Ensayo de determinacion de la MIC: Luego de la medicion de la DOgq en el ensayo
de determinacion de la MIC, los tubos sin Cu y con 1 mM de Cu (con glucosa o con
arabinosa) se centrifugaron a 13.000 x g por 1,5 min. Se descart6 el sobrenadante y se
determiné el peso himedo del pellet celular. Las muestras de proteinas totales se

obtuvieron lisando las células de la manera mencionada arriba.

2.2.3.2. Electroforesis de las proteinas en geles de poliacrilamida SDS

Las muestras de las proteinas totales se aplicaron en un gel de poliacrilamida en
condiciones desnaturantes en presencia de SDS segun lo descrito por Laemmli (1970).
El gel concentrador se prepar6 al 5 % de acrilamida, mientras que el gel separador al
10 %. El marcador de peso molecular que se utilizé es el Benchmarker (Invitrogen®) y
se aplicaron 1,5 pl de éste. La electroforesis se corrié a 80 V hasta que el colorante
llegd al gel separador y luego a 150 V hasta que el colorante alcanzd la parte inferior
de los geles. Los geles se tifieron con azul de Coomassie como se presenta en el

2.2.3.3.

2.2.3.3. Tincidn de los geles de poliacrilamida
Para la tincién, los geles se incubaron en una solucion de fijacion (etanol 50 % y
acido fosforico 2 %) por 30 min. Luego se incubd el gel por 1 h en la solucion “blue
silver” (Coomassie® Brillant blue G 250" (Merck) 0,12 %, &cido fosférico 10 %, sulfato
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de amonio 10 % y metanol 20 %). Luego se destifieron con 3 lavados con agua

bidestilada.

2.2.3.4. Deteccion de las proteinas por Western blot

Se prepararon dos geles de poliacrilamida en condiciones desnaturantes, como se
explicé arriba. En ambos geles se aplicaron las mismas muestras, e igual cantidad de
proteinas por muestra. Un gel se tifié con azul de Coomassie (ver arriba) como control
de corrida electroforética y como control de la cantidad de proteina aplicada. El otro gel
se electrotransfirio a una membrana de nitrocelulosa Immobilon™ de 0,45 pm
(Millipore), en amortiguador CAPS (CAPS 10 mM, metanol 10 %, pH 11). La
transferencia se realizé en hielo, durante dos ciclos de 24 min con un maximo de 0,8 A.
Luego de la electrotransferencia se tifio el gel de poliacrilamida de la misma forma
mencionada arriba, para verificar la eficacia de ésta.

La membrana con las proteinas transferidas se lavé con agua bidestilada y se seco
a temperatura ambiente. Posteriormente se incubé por 2 h en solucion de bloqueo que
contiene Tris-HC| 20 mM pH 7,6 y NaCl 137 mM (TBS), Tween 20 al 0,1% y BSA al 1
%. Se incubd por toda la noche con el anticuerpo anti-His6é obtenido a partir de ratén
(Calbiochem), en proporcion 1/5.000. Posteriormente se lavo 4 veces con la solucién
de lavado (TBS y Tween 20 al 0,1 %) por 10 min. Se incub6 por 2 h en TBS con los
anticuerpos monoclonales anti-ratén conjugados con peroxidasa (Amersham®) en una
dilucion 1/5.000. Se lavo dos veces la membrana con solucién de lavado, y luego 2
veces con TBS por 10 min. Se dejé secar a temperatura ambiente. El revelado se
realizé en una solucién con TBS, metanol al 20 %, 0,5 mg/ml de 4-Cloro-1-naftol
(Biorad®) y H,0; al 0,15 % (Merck®). La reaccion se detuvo al lavar la membrana con

abundante agua.
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2.2.4. Técnicas de Microbiologia

2.2.4.1. Curvas de crecimiento
En matraces de 125 ml se mezclaron 25 mi de medio LB con 50 pl de un cultivo de
noche y se incubaron a 37 °C con agitacion (150 rpm). Cada 45 min se midi6 la DOgqq
en el espectrofotometro Genesys 6 (Thermo Spectronic). Cuando la medicion fue de

mas de una unidad se realizaron diluciones. Las cepas se crecieron en triplicado.

2.2.4.2. Determinacion de la Concentraciéon Minima Inhibitoria (MIC)

Los experimentos se realizaron en tubos de poliestireno de 5 ml (BD Falcon™). Para
las cepas mutantes se mezclaron 1 ml de medio LB con 1 pl de un cultivo fresco de
noche. Para las cepas con el plasmido pBADpoliP el medio ocupado fue LBA
suplementado con arabinosa (inductor) 0,2 % o glucosa (represor) 0,2 %. A los tubos
se les agregd CuSO, 0,1 M. Los tubos se incubaron por 16 h a 37 °C con agitacion, y
se les determiné la DOgqo en el espectrofotometro Genesys 6 (Thermo Spectronic). La
MIC se definié6 como la concentracion minima de Cu que produce una inhibicion del 50
% del crecimiento, respecto del cultivo sin Cu. Los resultados 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 cémo es que realiza esta funcion
no ha sido dilucidado. Se han planteado dos hipdtesis, por un lado, que genera ATP,
por otro lado, que libera Pi para formar un fosfato metalico. Para poder determinar si
alguna de éstas es el mecanismo por el cual el poliP participa en la resistencia al Cu en
E. coli se construyeron distintas cepas mutantes y se realizaron experimentos de

resistencia al Cu.

3.1. Generacioén de cepas mutantes

Para realizar las mutaciones se utilizé la técnica de reemplazo geénico por
recombinacion homdloga 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 recombinacion sitio especifica, de tal modo que en el
genoma sélo queda una cicatriz después de eliminado el gen. Esta técnica no habia
sido utilizada por nuestro grupo, por lo tanto lo primero fue montar la técnica en el
laboratorio.

Para ello, lo primero fue obtener los plasmidos necesarios para las reacciones de
PCR y para las recombinaciones. Las cepas BW23474/pKD3 y BW23474/pKD4 fueron
gentimente donadas por el laboratorio de Microbiologia (Departamento de Bioquimica
y Biologia Molecular, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de
Chile). Se realizaron las purificaciones plasmidiales y se comprobaron mediante la
electroforesis en geles de agarosa. Adicionalmente se analizaron los patrones de
digestion de los plasmidos con las enzimas Hindlll y Pstl (Figura 5). El perfil de

restriccion de los plasmidos fue el esperado, por lo tanto se ocuparon estas
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purificaciones para realizar las reacciones de PCR para la recombinacién homéloga del
gen a mutar.

Por otro lado, los plasmidos pKD46 y pCP20 también fueron gentilmente donados
por el laboratorio de Microbiologia (Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular,
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile). Las
purificaciones se visualizaron en geles de agarosa y se realizaron analisis de
restriccion con la enzima EcoRl, donde también se obtuvieron los perfiles de restriccion

esperados (Figura 5).
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Figura 5 Obtencién de los plasmidos pKD3, pKD4, pKD46 y pCP20. Geles de agarosa al 1 % para
visualizar las purificaciones plasmidiales y los perfiles de restriccion. Purificacion plasmidial de pKD3 y
PKD4, y el chequeo respectivo con la digestion enzimatica. (A) en los carriles del 1-3 el plasmido pKD3 y
del 4-6 el pKD4; en los carriles 1y 4 el plasmido sin cortar, en los carriles 2 y 5 la digestién con Hindlll, y
en los carriles 3 y 6 la digestion con Pstl. Purificacion plasmidial de pKD46 (B), en el carril 1 la digestion
del plasmido con EcoRl, y en el carril 2 el plasmido sin cortar. El plasmido pCP20 (C) se obtuvo (carril 1) y
se chequedd con una digestion enzimatica con EcoRl (carril 2). En rojo se muestra el valor en pares de
bases de 3 bandas del marcador de peso molecular.

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

Tabla 3 se realizaron utilizando como molde de ADN los plasmidos pKD3 y pKD4. Los

33



amplificados que tuvieron como molde el pldsmido pKD3 fueron de 1100 pb
aproximadamente, mientras que los que utilizaron el pKD4 fueron de 1500 pb
aproximadamente (Figura 6). Todos los carriles presentaron una segunda banda mas
tenue que la banda deseada y del doble de su tamafio, que no corresponde al
plasmido utilizado como molde, y que aparece siempre en todas las condiciones donde
ocurre la amplificacion. Los productos de PCR se precipitaron, dializaron y utilizaron
para transformar la cepa a mutar. Dicha cepa se encontraba previamente transformada
con el plasmido pKD46, y con la expresion del la recombinasa Red inducida por el

crecimiento en presencia de arabinosa.

1 234 568 138
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Figura 6. PCR con los plasmidos pKD3 y pKD4 como molde. En un gel de agarosa al 1 % se aplicaron
3 pl del DNA proveniente de las reacciones de PCR realizadas para amplificar los cassettes de resistencia
al cloramfenicol (carriles impares) y kanamicina (carriles pares), con los partidores presentados en la Tabla
3. El gel se tifié con bromuro de etidio y las bandas se visualizaron con luz UV,

Con esta técnica se generaron las cepas ApitA, ApitB y AcopA. Ademas la doble
mutante del operén ppk1-ppx, que en adelante se llamara ApoliP. Ademas sobre ésta
Gltima se realizaron nuevas mutaciones, para generar las cepas: ApoliPApitA,
ApoliPApitB, ApoliPAcopA, y ApoliPApitAApitB. Todas las cepas mutantes con las que

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

cicatrices de las cepas con dos 0 mas mutaciones.

12 3 4 5 6 7 8 9

1500 pb —*

400pb —> T ™

Figura 7. PCR de cicatrices genémicas luego de escindir los genes. Se realizé6 un PCR de colonia
sobre las cepas mutantes utilizando los partidores de la Tabla 4. Carriles 1, 3, 5 y 7 corresponden a la
cicatriz dejada por el operén ppk1-ppx presente en los dobles mutantes ApoliPApitA, ApoliPApitB,
ApoliPAcopA, y ApoliPApitAApitB, respectivamente. Los carriles 2 y 8 corresponden a la cicatriz del gen
pitA de los mutantes ApoliPApitA y ApoliPApitAApitB, respectivamente. Los carriles 4 y 9 corresponden a
la cicatriz dejada del gen pifB en los mutantes ApoliPApitB y ApoliPApitAApitB. Por ultimo el carril 6
contiene la amplificacion de la cicatriz del gen copA del doble mutante ApoliPAcopA.

La diferencia entre el tamafio del amplificado del gen pitA con el amplificado del
mutante con la resistencia al cloramfenicol era muy pequefio (110 pb). Esto también
ocurrio para el gen pifB (50 pb). En estos casos y para comprobar la eliminacién del
gen se realizaron geles de poliacrilamida al 5 %. Se analizaron 6 clones que
posiblemente tenian la mutacion para cada gen. Como se muestra en la Figura 8, los
clones 1y 6 de ApitB y los clones 1, 2 y 3 de ApitA evidenciaron un cambio en el
tamafio del producto de PCR, y por lo tanto contienen la mutacion. Se escogi6 el clon 1

de cada gen para seguir el procedimiento.
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Figura 8. Electroforesis de poliacrilamida para determinar mutantes ApitA y ApitB. | as muestras de
DNA obtenidos por reacciones de PCR desde 6 colonias de los posibles mutantes se separaron mediante
geles de poliacrilamida al 5 %, en TAE y se tifieron con nitrato de plata. Los carriles del 1 al 6
corresponden las colonias en estudio, en el carril 7 de cada cepa esta el amplificado del gen silvestre y en
los carriles sin nimero el estandar de peso molecular 100 bp.

Una vez que se obtuvieron las mutantes que poseen resistencia a la kanamicina o a
cloramfenicol se procedid a escindir el gen que otorga dicha resistencia. Para ello se
transformé la cepa con el plasmido pCP20, que expresa la recombinasa FLP, para que
ocurriera la recombinacion sitio especifica entre los sitios FRT. Luego estas cepas se
incubaron a 45 °C, temperatura restrictiva para la replicaciéon del plasmido. De esta
manera se obtuvieron cepas que en lugar del gen presentan una cicatriz que consta de
un sitio FRT y de aproximadamente 300 pb procedentes del plasmido pKD3 o del
pKDA4.

Los productos de PCR de las cicatrices de los mutantes se purificaron y se
secuenciaron para confirmar que las mutaciones estuvieran correctas. Los resultados
de la secuenciacién confirmaron que las mutaciones realizadas se realizaron como se

esperaba.
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3.2. Observacion al microscopio electrénico

Para observar posibles cambios en la morfologia celular, se observaron al
microscopio electrénico de transmisién las cepas K12 y ApoliP (Figura 9). En la cepa
silvestre se observaron prominentes flagelos, que no se observaron en la cepa ApoliP.
Adicionalmente se vio que las células de la cepa ApoliP son mas pequefias que las de

la cepa silvestre.

Figura 9. Visualizacion de las cepas K12 y ApoliP al microscopio electrénico de transmision.
Células de cultivos en fase estacionaria de las cepas silvestre (A) y ApoliP (B) se fotografiaron con una
amplificacién de 4200X. Las células se observaron sin tincién.

3.3. Estudio del crecimiento de las cepas

Para estudiar si las mutaciones realizadas afectaban el crecimiento de las cepas
construidas, se realizaron curvas de crecimiento en el medio LB (Figura 10).

En este medio la DOgqo de las cepas luego de las 24 h de crecimiento fue de 3,2
unidades en promedio (Figura 10). Las cepas alcanzaron una DOgy de entre 3y 3,9 en
la fase estacionaria del crecimiento, lo que da cuenta de una variacidén cercana a la
unidad de DOgg. La mayoria de las cepas presentaron velocidades de crecimiento

similares a la cepa silvestre. Sin embargo, la curva de crecimiento de la cepa
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ApoliPApitAApitB fue notoriamente diferente a las otras, ya que comienza con una
velocidad de crecimiento similar a las otras cepas, pero alcanza en la fase estacionaria
una DOgy equivalente al 50 % de la alcanzada por la cepa silvestre. Las cepas que
con la mutacion ApoliP (con excepcion de la ApoliPApitAApitB) alcanzaron una DOgy

en fase estacionaria mayor que las otras cepas.
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Figura 10. Curvas de crecimiento de las cepas en estudio en medio LB. Las cepas mutantes se
crecieron a 37 °C con agitacién de 150 rpm en medio LB a partir de un un cultivo fresco de noche en
proporcion 1/500. Se siguid el crecimiento celular mediante la medicién de la DOgsoo. Los experimentos se
realizaron en triplicado y el promedio se muestra en la Figura.

3.4. Clonacion del operén ppk1-ppx
Debido al tamafio del operén, la amplificacion por PCR se realizé con una mezcla
enzimatica Elongase®, y no se pudo realizar con la enzima Taq polimerasa. Como se

puede ver en la Figura 11, se obtuvo un alto rendimiento en la reaccién de PCR. El
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producto obtenido tiene el tamario esperado, que es de 3500 pb, por lo tanto se ligaron
al plasmido pBAD-TOPQ y transformaron sobre células quimiocompetentes.

Las células transformantes se analizaron para comprobar la presencia del plasmido
ligado con el operdén ppkT1-ppx (en adelante pBADpoliP) mediante una extraccion de ios
acidos nucleicos totales, y los clones seleccionados se analizaron para determinar la
orientacién del inserto por PCR de colonia. Se analizaron 63 clones, de ellos 11
contenian el producto de PCR en el plasmido, y 5 en la orientaciéon correcta. En la
Figura 12 se muestra el procedimiento: se muestra un gel con 22 clones a los que se
les extrajeron los acidos nucleicos totales, los 5 clones que presentaron la orientacién

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

1500pb —*

Figura 11. Amplificacién del operén ppkT-ppx por PCR. El operdn ppk1-ppx se amplificd con la mezcla
enzimatica Elongasa®. En el carril de la izquierda se muestra el estdndar de peso molecular y a la derecha
el oper6n con el tamafio esperado, de 3500 pb.
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Figura 12. Procedimiento de clonacién del operén ppk1-ppx. A las colonias obtenidas luego de la
transformacién con la ligacion se les extrajeron los acidos nucleicos totales para determinar los clones que
contienen plasmidos que incorporaron el operén: con asterisco estan marcados los carriles de los clones
que presentaron un plasmido con el inserto (A). En B se muestran los 5 clones positivos (carriles 1-5) del
PCR de colonia para determinar la orientacion en que se inserto el operén ppk1-ppx en el plasmido, y el
amplificado del operén desde el DNA gendmico (carril 8). En C se muestra el DNA plasmidial de dos de los
clones correctamente orientados.

3.5. Analisis de expresion de las proteinas

Para determinar si los clones obtenidos en la Figura 12 expresan correctamente las
proteinas, se indujo la expresiéon en 4 de los clones seleccionados. Las células de los
cultivos sin inducir e inducidos se colectaron y se obtuvieron muestras de las proteinas
totales a las que se les realizé el ensayo de Western blot, utilizando el anticuerpo anti
histidina como anticuerpo primario. Resulta posible determinar la expresién del operdn
mediante esta metodologia debido a que el plasmido fusiona una cola de 6 histidinas,
que en este caso queda en el C-terminal de la PPX.

El plasmido del clon 52 fue el Unico que se expresd en presencia del inductor
(Figura 13). Este pldsmido, que contiene el operén ppk1-ppx, se purificé y se

transform6 con él las cepas que tenian mutado el operén ppk7-ppx en el genoma
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(ApoliP, ApoliPApitA, ApoliPApitB. ApoliPAcopA, ApoliPApitAApitB) y la cepa K12

como control.

Figura 13. Andlisis de expresién de los clones pBADpoliP. En la figura se muestra el clon
correctamente orientado que presenté expresion del operén (clon 52). Todos los clones orientados se
crecieron hasta DOgqo 0,6 y luego se indujeron por 2 hr con arabinosa. Las células se colectaron y lisaron,
y con las muestras de las proteinas totales se realizaron electroforesis de poliacrilamida y Western blot. A
la izquierda se ve el gel de poliacrilamida al 10 % tefiido con azul de Coommassie. A la derecha la
membrana de Nitrocelulosa, que fue revelada empleando anticuerpos anti His y la reaccion de la
peroxidasa. Los carriles 1 contienen la muestra de proteinas totales obtenidas antes de agregar la
arabinosa y los carriles 2 la muestra de proteinas totales de las células inducidas.

3.6. Determinacion de la MIC

Para conocer como afecta el cobre a las células mutantes y recombinantes, se
determinaron las MIC de las cepas mutantes sin plasmido (Figura 14) y con el
pBADpoliP (Figura 15).

Como se puede ver en la Figura 14, las cepas que carecen del gen copA fueron las
que presentaron una mayor disminucion de la MIC. La cepa ApoliPApitAApitB también
presenté una disminucién considerable, a diferencia de las cepas ApoliPApitA y

ApoliPApitB.
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Figura 14. Valores de la MIC de las cepas mutantes. Las cepas se crecieron en medio LB con distintas
concentraciones de Cu a 37 °C con agitacién, y luego de 16 h se midié la DOsoo de cada cultivo. En el eje
vertical se muestra la concentracion de Cu minima que permite un 50 % del crecimiento respecto del
cultivo sin Cu para cada cepa. Los experimentos se realizaron en triplicado.
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Figura 15. Valores de la MIC en cepas complementadas con el operén ppki1-ppx. Las cepas K12,
ApoliP, ApoliPApitA, ApoliPApitB, ApoliPAcopA, y ApoliPApitAApitB con el plasmido pBADpoliP se
crecieron en medio LB en presencia de glucosa (glc) como represor, o de arabinosa (ara) como inductor
con distintas concentraciones de Cu. A las 16 h se midi6 la DOsgo y Se determing la concentracién minima
de Cu que permite un 50 % del crecimiento respecto del cultivo sin Cu, para cada condicién. Los
experimentos se realizaron en triplicado.
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La expresion del operén ppk1-ppx produjo un aumento de la MIC en la mayoria de
las cepas. El aumento mas importante de la MIC fue en la cepa ApoliPAcopA. La
excepcion fue la cepa ApoliPApitAApitB, y para descartar que el plasmido no se
estuviera expresando correctamente se realizé un Western blot con los cultivos
utilizados para determinar la MIC. El resultado del Western blot demuestra que el
operdn se encuentra expresado, a altos niveles en presencia de arabinosa, y no se

expresa en glucosa (Figura 16).
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Figura 16. Analisis de expresién del plasmido pBADpoliP en cultivos con Cu. Se obtuvieron Ias
proteinas totales de un cultivo que fue utilizado para determinar la MIC de la cepa ApoliPApitAApitB, para
realizar un Western blot. El gel de poliacrilamida se tifio con azul de Coommassie, mientras que la
membrana de nitrocelulosa se reveld con anticuerpos anti His y utilizando la reaccion de la peroxidasa. En
el gel (izquierda) y en la membrana (derecha) se muestran el estandar de peso molecular, junto a éste la
muestra con glucosa (carril 1), y a la derecha la muestra con arabinosa (carril 2).
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4. Discusion

El poliP es una molécula que se encuentra en todos los organismos y se ha visto
que participa en una gran variedad de procesos celulares. Especificamente la
participacién del poliP en la resistencia al Cu se ha visto en multiples organismos. En
nuestro grupo lo hemos visto en las bacterias Acidithiobacillus ferrooxidans vy
Pseudomonas sp. B4, y en la arquea Sulffolobus metallicus. Pero otros trabajos
tambien han visto este fenémeno. Se ha descrito que cepas mas 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 funcidon ha sido una
interrogante por mucho tiempo. Inicialmente se creia que sus propiedades quimicas
como polianion eran capaces por si solas de quelar los metales en el citoplasma
(Kornberg y col., 1999), pero con el uso de tecnologias de microscopia mas avanzadas
se ha visto que los metales no siempre colocalizan con los granulos de poliP (Hashemi
y col., 1994). Es por ello que se han planteado otros mecanismos, como el que planted
Keasling (1997) para la resistencia al cadmio. En esta tesis se realizaron mutantes y
recombinantes para explorar si es posible este modelo en E. coli para el caso del Cu y

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

4.1. Generacion de las cepas mutantes y recombinantes.

Para el desarrollo de esta tesis se logré implementar en el laboratorio la técnica de
mutaciones por recombinacion homoéloga mediante productos de PCR (Datsenko y
Wanner, 1993). Para realizar las mutaciones se escogi¢ la bacteria E. cofi K12, debido
a que no tiene mutaciones anteriores, considerando que se ha visto que las
mutaciones de relA y spot (muy comunes en cepas de E. coli de laboratorio), afectan la

regulacion del Pi (Spira y Yagil, 1998).
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Existen bibliotecas de mutantes en E. coli, donde se pueden adquirir cepas con
mutaciones simples, sin embargo dichas mutaciones han sido construidas con la
insercion de transposones. Debido a que en esta tesis se necesitaba realizar mutantes
de varios genes, se decidid no utilizar estas cepas y construirlas en el laboratorio. De
esta manera se obtuvieron cepas que no contienen resistencia a antibiéticos, y que
tienen el mismo fondo genético.

El principal problema para la construccion de los mutantes fue el medio de cultivo,
ya que so6lo 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 laboratorio). Fendmenos de este tipo, donde la marca del reactivo es importante, no
son raros, y también han sido observados para otros experimentos en Salmonella
typhimurium en el laboratorio de la Dra. Inés Contreras (comunicacion personal).

Al visualizar los productos de los PCR amplificados con los partidores de 60
nucleotidos, se ve que hay una segunda banda que es mas tenue y de mayor tamario
(Figura 6). Esta segunda banda migré en el doble del peso del fragmento esperado y
no correspondia al plasmido que habia sido usado como molde (no aparecia en el
control negativo, sin enzima). No es claro a qué corresponde dicha banda, pero por su
tamafio pareciera que fuera la migracién de la union de dos productos de PCR.

Los plasmidos pKD46 y pCP20 son termosensibles, por lo tanto para curar las
cepas de los plasmidos se incubaron las cepas a 45 °C, ya que a 42 °C (como lo indica
el protocolo original) aun se encentraron cepas que mantenian el vector (datos no
mostrados).

La comprobacién de la recombinacién homodloga de los genes se realizd
rutinariamente mediante una reaccién de PCR, y se comparé el tamafio del amplificado
con el del gen de interés en un gel de agarosa al 1 %. Sin embargo, el tamafio del gen
pitA y del gen pitB y del reemplazo génico por el cassette que otorga resistencia a
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cloramfenicol son muy similares: 120 pb y 50 pb respectivamente. Estas diferencias en
los fragmentos mayores de 1000 pb no es posible visualizarlas en los geles de
agarosa. Por lo tanto, para esta diferenciacion fue necesario separar los productos de
PCR en un gel que permitiera una mayor resolucion, y para ello se utilizaron geles de
poliacrilamida al 5 %. Esta metodologia permite la diferenciacion de fragmentos con
menores diferencias de tamafos y fue desarrollada en el laboratorio de la Dra.
Margarita Caru.

Se optd por utilizar el gen copA como blanco para realizar las mutaciones dentro de
los determinantes de resistencia al Cu. En primer lugar, porque el efecto que produce
su ausencia en la célula es facilmente detectable en condiciones aerébicas (Outten y
col., 2001). Adicionalmente, es interesante porque es una ATPasa (Rensing y col.,
1999), lo que permite analizar la posibilidad de que el poliP actie como una fuente de
ATP (Figura 3).

Luego que se obtuvo la primera ronda de mutantes, se procedid a realizar los dobles
mutantes. Para ello era necesario transformar la cepa mutante con los plasmidos que
permiten las recombinaciones. Probablemente debido a las mutaciones anteriores, la
eficiencia de la transformacion de estas cepas con el plasmido pKD46 o el pCP20 fue
siempre menor. La cepa ApoliP fue la cepa que se utilizé como fondo genético para
realizar sobre ella las otras mutaciones en la construccidn de las cepas ApoliPApitA,
ApoliPApitB, ApoliPAcopA, y ApoliPApitAApitB. La eleccidon se justifico en que la
eficiencia de esta mutacion fue considerablemente menor que la de los otros genes,
posiblemente debido al mayor tamario que necesita para la recombinacién, y en que
todas las cepas con mas de una mutacion contienen la mutacion del operén ppk1-ppx.

Para expresar reguladamente el operdn ppk1-ppx se utilizé el plasmido inducible
pBAD-TOPOQ. Este plasmido es de bajo niUmero de copias, y de una expresion baja, de
manera que no se formen cuerpos de inclusion. Es por esto que la expresién no es
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posible visualizarla en un gel de poliacrilamida de las proteinas totales, sino que se
requiere de la técnica de Western blot. La determinacion de la expresién del operon fue
posible gracias a que el plasmido contiene la secuencia que codifica las 6 histidinas,
que se incorpora en el C-terminal de la proteina. De esta forma, la expresion del
operdn se siguié por la expresion de la proteina PPX, que por estar rio debajo de la
PPK1, es la que queda con la fusion de la cola de 6 histidinas. Otros trabajos han
clonado la PPX insertandole una cola de histidinas, y se ha visto que la actividad

enzimatica se mantiene en dicha fusioén (Chavez y col., 2009).

4.2. Caracterizacion de las cepas construidas

Fue posible observar al microscopio electrénico de transmisién las cepas K12 y
ApoliP. Las muestras se observaron sin tincion, y en las células de la cepa K12 se
visualizaron flagelos promitentes, que no fueron identificados en la cepa ApoliP. Estos
resultados estan de acuerdo con otros estudios que han visto que las bacterias que
carecen de poliP no son métiles, aungue algunas si poseen flagelo (Chavez 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 mutaciones, se realizaron curvas de crecimiento en medio complejo.
Todas las cepas crecieron, y aunque algunas presentaron diferencias en el
crecimiento, la mayoria no presentd variacion significativa de la tasa de crecimiento,
como ya se habia visto para algunos de los mutantes (Crooke y col., 1994). En general,
se evidencid que las cepas que contienen la mutacion ApoliP alcanzaron densidades
Opticas mayores.

La cepa ApoliPApitAApitB evidencid dificultades en el inicio del crecimiento en
medio LB. Esto podria deberse a que en ausencia de los dos transportadores Pit, la
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captacioén del fosfato (que en el medio LB es principalmente organofosfato) ocurriria
mediante los transportadores GIpT y UhpT. Los sistemas de captacion de
organofosfatos son menos eficientes que el sistema Pst (van Veen, 1997), lo que

podria 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 podria transportar los
metales pesados, y el primer apoyo a esto lo aporta el trabajo de Beard y
colaboradores (2000), que encontraron que la mutante pifA es mas resistente al Zn
(con una diferencia en la MIC de 0,5 mM). Adicionalmente se evidencié una
disminucion de los niveles de Zn intracelulares en el mutante pifA (Beard y col., 2000).
Estos resultados sugieren que el Zn entra normalmente a la célula por PitA, y plantea
la interrogante de si esto ocurre con otros metales pesados. Actualmente no se conoce
como ingresa el Cu (y otros metales mas) a la bacteria; no se ha encontrado un
transportador especifico que tenga esta funcién, 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 especifico para la captacion del
Cu, entre ellos estan la levadura Saccharomyces cerevisiae (Dancis y col., 1994), y la
bacteria Enferococcus hirae (Solioz y Stoyanov, 2003). Sin embargo no se ha
encontrado ninguna proteina que cumpla esta funcién en E. coli y en muchas otras
bacterias.

Por otro lado, el descubrimiento que en E. coli el gen pitA, que no esta regulado por
la concentracién de Pi, si responde a la concentracion de Zn, siendo regulado
positivamente por éste (Jackson y col., 2008), plantea una revision de este

transportador. ;Sera que el transporte de metales es una consecuencia del transporte

48



del Pi?, o por el contrario ;sera que el transporte del Pi es una consecuencia del
transporte de los metales?, es una pregunta que por ahora no tiene respuesta.

Se habia planteado que el poliP podia participar en la resistencia al Cu como fuente
energética, a través de la conversién del poliP a ATP (Kornberg y col., 1999). Este ATP
podria ayudar a la resistencia del Cu energizando a los sistemas de transporte primario
gue sacan el Cu del citoplasma de la célula. Para analizar esta posibilidad se realizaron
los mutantes en el gen copA. La cepa AcopA fue la cepa que presentd la mayor
disminucién de la MIC: 0,5 mM respecto 2,8 mM de la cepa K12. Esto esta en acuerdo
con los antecedentes bibliograficos, que sefialan que CopA es la proteina de E. coli
mas importante para sobrevivir en presencia de altas concentraciones del Cu en el
medio (Outten y col., 2001). Adicionalmente se construyé una cepa que ademas de
copA carecia del operon ppk1-ppx, ApoliPAcopA. Esta cepa no fue mas sensible a Cu
que la cepa AcopA (Figura 14). Al transformar la cepa ApoliPAcopA con el plasmido
pBADpoliP, sin embargo es posible ver que cuando se expresa el operén aumentd la
resistencia al Cu, el cual fue el aumento mas importante entre todas las cepas
transformadas (ver Figura 15). El aumento considerable de la MIC sugiere que el
mecanismo de accion del poliP en la resistencia al Cu no necesita de CopA. CopA es
la Unica proteina 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 accion del
poliP sea mediante la generacién de energia (ya sea por produccion de ATP o que sea
usado como sustituto del ATP) para ser usado por esta proteina.

La posibilidad que el poliP sea una fuente de ATP para realizar algunas funciones
celulares ha sido planteada por muchos autores. Uno de los estudios que apoya esta
teoria es el que encontré granulos de poliP en la base del flagelo de Helicobacter
pylori, lo que sugiere que este polimero estaria energizando el flagelo en esa bacteria

(Rao y col., 2009). Debido a que los mutantes ppk? en las distintas bacterias no son
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motiles se ha propuesto que la carencia del poliP en la célula afecta la motilidad por
carencia energética. Sin embargo, también se ha planteado que la falta de motilidad se
debe a que las estructuras flagelares no sostienen el movimiento. Recientemente
nuestro grupo encontrd por protedmica diferencial en Pseudomonas sp. B4 (Varela y
col., 2010) y por microarreglos de DNA de E. coli (resultados no publicados) que las
cepas que tienen afectados los niveles de poliP tienen significativamente disminuidos
los niveles de la flagelina, proteina que constituye fundamentalmente el flagelo. Estos
resultados sugieren que la falta de motilidad se deberia a un problema de regulacién
mas central, por sobre una energizacion directa del poliP al flagelo.

En esta misma direccion, se ha planteado que los poliP pueden ser un reservorio
energético para la ceélula, sin embargo en estudios que se han enfocado en la
acumulacién de poliP en la fase estacionaria de E. coli, se ha determinado que aunque
los niveles del poliP sean muy elevados servirian sélo para reemplazar al ATP por 1 6
2 seg (Rao y col., 1998). Por lo tanto la propuesta energética no parece posible, al
menos en bacterias 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 sistema Pit. Actualmente se sabe
que existen dos genes paralogos pit en el genoma de E. coli: pitA y pitB, y ambos son
capaces de transportar el fosfato metalico. Para evaluar esta posibilidad se
construyeron las cepas mutantes. Las cepas ApitA y ApitB no presentaron mayor
sensibilidad al Cu, lo que se repitid en las cepas ApoliPApitA y ApoliPApitB. Esto
planteaba dos posibilidades, por un lado que los transportadores no tenian una
participacion en la resistencia al metal, o que la ausencia de uno era compensada por
la presencia del otro. Para explorar esta posibilidad se construyé una cepa que
careciera de los dos transportadores. La cepa multiple mutante ApoliPApitAApitB

presentd una notoria disminucion de la MIC, lo que sugeria que la presencia de estos
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transportadores era importante para resistir al Cu. Cuando en esta cepa se expresd el
operén ppk-ppx en trans no se observo una diferencia respecto de la cepa que tenia
reprimida la expresién. Se descarté que esto ultimo se debiera a problemas en la
expresion del plasmido, ya que el analisis de la expresion realizado mostraba
claramente que el producto proteico se encontraba expresado en las condiciones
esperadas y en altos niveles. Ademas se descart6 el efecto de alguna mutacién en la
secuencia del plasmido ya que éste se secuencid y no se detectaron errores. Estos
resultados sugieren 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 mencién que si bien el poliP tiene una funcién protectora frente al metal, en la
bacteria E. coli es muy pequefia. Esto posiblemente debido a que en esta bacteria no
acumula grandes cantidades del polimero. De hecho, un estudio de microarreglos de
DNA de E. coli frente a distintas concentraciones de Cu no mostrd inducido el operén
ppk1-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 resistencia al Cu en la bacteria £. coli. Queda aun por confirmar la

formacién del complejo CuHPOQy,, y que éste sea expulsado de la célula.
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5. Conclusion

e En E. coli la resistencia al Cu que otorga el poliP requiere de al menos uno
de los sistemas Pit, lo que apoya el Modelo de Keasling como el mecanismo

por el cual el poliP protege a la célula frente al metal.
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