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RESUMEN

El cobre es un elemento esencial para el desarrollo celular. Sin embargo, a
concentraciones elevadas se vuelve toxico. Por esta razon, los microorganismos han
desarrollado mecanismos moleculares que les permiten disminuir el impacto
provocado por la presencia de concentraciones elevadas de este metal en su entorno.
Entre los posibles mecanismos de resistencia se ha planteado Ia idea que la presencia
de los polifosfatos inorgénicos intracelulares (poliP) constituyen uno de los

determinantes de resistencia a metales en bacterias y arqueones.

Se ha descrito un modelo en Escherichia coli para la resistencia a cadmio, en el que se
vinculan los poliP a la resistencia a metales, involucrando su hidrélisis mediada porla
enzima exopolifosfatasa (PPX) y la posterior eliminacién del metal, unido al fosfato
liberado desde el poliP. Pese al modelo existente, el entendimiento de los mecanismos
y los factores genéticos que determinan la resistencia a los metales en el medio de
crecimiento en los miembros del dominio Archaea es insipiente. Por ello, la
determinacion de estos determinantes de resistencia es de mucho interés. En la
presente Tesis se estudi6 el vinculo entre la presencia de poliP y la resistencia a cobre
en el arquedn termoacidofilo Metallosphaera sedula, que es miembro del denominado
“consorcio biominero” (nombre que se les da a los microorganismos presentes en
ambientes biomineros). Este arqueén puede crecer en medios de bajo pH vy a
temperaturas que oscilan en un rango de 60y 75 °C. Entre las caracteristicas que posee
este arquedn y que lo hace un sujeto interesante de estudio, est4 su potencial en el uso
de sistemas de biolixiviacion mediante reactores, ya que posee una alta eficiencia en
la oxidacién de minerales como pirita. Debido a su eventual importancia en el uso

biotecnolégico, es necesario comprender los mecanismos que este arqueodn posee para
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resistir cobre para que en el futuro, cuando se posea una forma eficiente de
manipulacién genética para estos microorganismos, sean sujetos de mejoras genéticas

que apunten a optimizar los sistemas de resistencia hoy estudiados.

Con la idea de determinar cémo M. sedula es capaz. de resistir a la presencia de cobre
en el medio, se llevd a cabo el trabajo de tesis bajo la Hipétesis de que “El gen
Msed 0981 de M. sedula codifica para la enzima PPX. Esta enzima junto a ortologos
de pho84 y del sistema cop son parte de los mecanismos de resistencia a cobre en esta

célula”,

Para comprobar la Hipétesis uno de los elementos de resistencia a cobre estudiados
fue la presencia y dindmica de los granulos de poliP observados en M, sedula. Se logrd
determinar su composicion quimica y los niveles de poliP intraceluares de este arquedn
tanto en condiciones control como en diversas condiciones de exposicién a cobre, ya
fuese en células adaptadas al metal o en células no adaptadas a cobre y en células
expuestas a un “shock”™ de cobre. Se observé que la presencia de cobre provoca una
disminucién en la cantidad intracelular de poliP, de manera similar a lo descrito en

otros microorganismos.

Segiin lo observado la degradacion de los poliP en M. sedula no es exhaustiva, lo que
sugiere la posible presencia de algiin sistema regulador de la degradacion de los poliP,
Como se mencion6, la degradacion de los poliP es efectuada por la enzima
exopolifosfatasa (PPX), en M. sedula esta enzima aiin no se ha caracterizado. Pero
mediante un andlisis bioinformatico se determind que el producto del gen Msed 0981

codifica esta proteina.
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Se determind la ubicacion subcelular de la enzima en células de M. sedula usando
inmunomicroscopia electrénica empleando anticuerpos contra la PPX de M. sedula,
Se observo que la PPX se distribuye en agrupaciones en células de M: sedula expuestas
0 no a cobre; ademds, en las células expuestas se ve un aumento en el nimero de

anticuerpos que reconocen la enzima.

Se observé que la enzima PPX de M. sedula, a la que se midieron in vitro sus
pardmetros de funcionamiento, tales como temperatura Gptima, concentracién y
necesidad de cationes divalentes, sustrato 6ptimo de reaccion, cinética de reaccitn y
el efecto del sustrato. Tiene una temperatura éptima de 65 ° C, una necesidad de Mg
para el mejor funcionamiento, un poliP de 700 residuos de fosfato inorganico (Pi)
como sustrato 6ptimo, una cinética de cardcter sigmoideo y una disminucién en la
actividad de la enzima en presencia de Pi. También se disefié y generd mutantes para
comparar ¢l efecto de las mutaciones sitio dirigidas sobre la enzima, mostrando una

nula actividad enzimdtica al mutar el amino dcido E113A.

Los niveles de transcritos de genes involucrados en la respuesta a cobre que estin
presentes en el genoma de este arquedn se determinaron por QRT-PCR. Entre los genes
estudiados se encuentran homélogos del transportador de Pi Pho84, el gen que codifica
a la enzima PPX y los componentes del sistema Cop. Lo primero que se realizé fue
una medicién en diferentes puntos de la curva de crecimiento de M sedula de los
diferentes genes en diferentes condiciones: presencia, ausencia, adaptacién, no
adaptacion y “shock” de cobre, con lo que se logré tener un panorama del dinamismo
de los diferentes genes estudiados. Se observé diferencias en la expresion de los genes
en las distintas etapas del crecimiento celular, parcciendo ser muy importante tener

siempre presente algiin transportador de Pi cuando la célula es expuesta a cobre.
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Adicionalmente frente a un “shock” de cobre se activa la expresién de los genes

relacionados con la resistencia a este metal.

Finalmente, para tener una visién mas global de lo que Ie sucede en la célula en
presencia de cobre, se efectué un anélisis cuantitativo de expresion de proteinas, el que
se llevo a cabo por la téenica de iTRAQ. Los datos de este experimento, sometidos a
un andlisis de enriquecimiento, mostraron que existe una respuesta general de la célula
ante la presencia de cobre. Se observaron cambios en muchos procesos celulares y en
forma notoria la sobreexpresién de proteinas involucradas en la respuesta a estrés

oxidativo, el que estarfa vinculado directamente a la presencia del metal.

En resumen, se determiné el efecto que causa el cobre en el arquedn M. sedula al
exponerlo a cobre. La respuesta a cobre involucra desde la degradacién de los poliP
de forma parcial por la PPX hasta el montaje de sistemas especificos de respuesta a
metal como el sistema Cop y la respuesta global de Ia célula a la respuesta a cobre

mediante una respuesta a estrés oxidativo.




SUMMARY

Copper is an essential metal for cell development. However, at high concentrations
they become toxic. Therefore, microorganisms have developed molecular mechanisms
that allow them to reduce the impact caused by the presence of high concentrations of
these metal in the environment. One of the possible mechanism for metal resistance
that have been proposed, is the idea that the presence of intracellular inorganic

polyphosphate (polyP) a determinant for metal resistance in bacteria and arqueones.

The model described in Escherichia coli for cadmium resistance, is linked to the polyP
metal resistance mechanism, involving the enzymatic hydrolysis of polyP mediated by
exopolyphosphatase (PPX) and subsequent removal of metal, attached to the
phosphate released from the polyP. Despite the existing model, understanding of the
mechanisms and genetic determinants for metal resistance in archaea is poorly
understood. Therefore, the determination of these resistance determinants is a matter
of great interest. In this thesis we have studied the link between the presence of polyP
with copper resistance in the thermoacidophile archaeon Metallosphaera sedula, a
member of the so called "biominer consortium" (the name given to the microorganisms
presents in biominers environments). This archacon is able to grow in low pH media
and temperatures varying in the range of 60 to 75 © C. Among the features that have
this archaeon and make it an interesting subject of study, is the potential to be used in
bioleaching reactors, since it has a high efficiency in the oxidation of minerals such as
pyrite. Due to its eventual importance in the biotechnologyc use, it is necessary to
understand the mechanisms that this archaeon has to withstand copper, so if in the

future we possess an efficient form to handling genetics of these microorganisms, they




will be subjects to genetic improvements aimed to optimize resistance systems studied

today.

To determine how M. sedula. is able to resist the presence of copper in the medium,
the hypothesis is that "The Msed 0981 gene actually encode the PPX enzyme. This
enzyme with orthologs of cop system and pho84 are part of the mechanisms of

resistance to copper in this cell. "

To test the hypothesis, one of the copper resistance mechanism studied was the
presence and dynamic of the PolyP granules observed in M. sedula. It was possible to
determine the chemical composition and levels of polyP in this archaeon under control
conditions and in various conditions of exposure to copper, adapted to metal or not
adapted to copper cells and in cells exposed to a "shock " of copper. It was observed
that the presence of copper causes a decrease in the intracellular amount of polyP,

similar to that described in other micro-organisms,

As noted the degradacai6n of polyP in M. sedula is not exhaustive, suggesting the
possible presence of a regulatory system degradation of polyP. As mentioned, the
degradation of polyP is made by the exopolyphosphatase enzyme (PPX). In M. sedula
this enzyme has not been characterized yet, but by a bioinformatic analysis we

determine that the product of Msed 0981 gene encoding this protein.

Within the observed results we see a similar behavior seen in other microorganisms of
various genres, where the presence of copper induces a decrease in the intracellular
amount of polyP. In addition we determined that the degradation of poliP mediated by
exopilifosfatasa (PPX) is not exhaustive, so arises the idea of a regulatory system for

polyP degradation. Within the scope of studying the relationship of PPX and poliP
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granules, using immuno electron microscopy the subcellular localization of the
enzyme in M. sedula was determined. Also the M, sedula’s PPX was studied, it has
been measured its operating parameters in vitro, such as optimum temperature,
concentration and necessity of divalent cations, optimal substrate for reaction, reaction
kinetics, product effect in the reaction. Finding an optimum temperature of 65 ° C,
need of Mg for better functioning, polyP 700 as optimal substrate, a sigmoidal kinetic
curve and a decrease in activity in presence of Pi. We also generated mutants to
compare the effect of site-directed mutations, showing no enzyme activity by mutating

the E113A.

On a molecular level analysis, by qRT-PCR technique we measured the transcript
levels of genes presents in the genome of M. sedula and that are involved in the
response to copper. The studied genes include phosphate (Pi) transporter ortologus of
Pho84, the gene encoding the PPX enzyme and components of Cop system. To have
an outlook of the dynamic of the different genes studied, the first thing done was a
measurement at different points of the growth curve of M. sedula of the different genes
in conditions of presence, absence, adaptation, not adapted and shock of copper. A
different expression in transcripts levels are observed in the growth stages of cell. And
it is seems to be very important to keep allways some Pi transporter active when the
cell is exposed to copper. Furthermore we see that the answer to a shock of copper

activates the expression of genes involved in this response.

Finally it was made a quantitative analysis of protein expression, to find new
determinants to copper resistance or have a more comprehensive view of what happens

to the cell in the presence of copper. This analysis was made by the iTRAQ technique.

The enrichment analysis made it to the data from this experiment, showed that in the




presence of copper there is a general response of the cell involving many cellular
processes, but assembly of oxidative stress response, which would be linked directly

to the presence of metal seems to be the most huge global response of the cell.

As it can be seen in the development of this study we have determined the effect of
copper in the archaeon and the response of M. sedula by exposing the cell to copper in
different ways, either adapted to the presence of copper, cells not adapted and in a
shock of copper. Copper response is far from unique, involves the partial degradation
of polyP by PPX to an installation of a specific response systems such as Cop and an

overall system response like the response to oxidative stress.
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1. INTRODUCCION

1.1 El Dominio Archaea

Las arqueas fueron descritas por primera vez en 1977 por Carl Woese (Woese y col.
1977). En aquel trabajo, mediante el analisis filogenético basado en la secuencia de RNA
ribosomal se llegé a la caracterizacion de tres lineas de descendencia celular: I) Las
eubacterias, formada por todas las bacterias tipicas, II) Las archaebacterias, conformada
por bacterias metanogénicas y III) Los eucariontes, representados por las células con
compartimentos intracelulares definidos. Con el tiempo, la implementaci6n de la biologia
molecular en la taxonomizacién de los microorganismos, permitié, mediante la
comparacion de secuencias de los genes de tIRNAs 168 y 188, dividir a los organismos
vivos en tres dominios: Bacteria, Eukarya y Archaea (Wose y col. 1990). Si bien este
tipo de tax’onomizacién es aceptada por la mayorfa de la comunidad cientifica, es un
hecho que es una cuestién en constante cambio y cada cierto tiempo surgen voces

disidentes en cuanto a lo propuesto.

Ya en los afios noventa el profesor emérito de la Universidad de Harvard Ernst Mayr,
(Mayr. 1990; Mayr. 1998) propuso retornar a la clasificacion procarionte (Archaeay
Bacteria) vs. eucarionte (Eukarya) basindose en las semejanzas fenotipicas
de Archaea’y Bacteriay en el mayor porcentaje en el niimero de proteinas similares
(aproximadamente 42%) entre Archaea y Bacteria comparado con Archaea
Y Eukarya (13%). Hoy en dia se ha vuelto a pensar que quizés el modelo del 4rbol de 1a
vida con tres dominios es incorrecto, ya que mediante el uso de nuevas técnicas de
secuenciacion se ha logrado descubrir genes eucariontes en las arqueas, ddndole sustento
a la hipétesis de que un arquetn participé en la endosimbiosis mitocondrial. Esta hipétesis

daria cuenta de la existencia de solamente dos dominios Archaea y Bacteria ya que el




dominio Eukarya seria producto de Ia colaboracién de los dos anteriores {(Williams y col.

2013).

Dentro del dominio Archaea existen militiples organismos capaces de vivir en
condiciones extremas tanto de temperatura como de pH (Stetter. 1995. Auernik y col.
2008). El dominio Archaea se divide a su vez en tres reinos: Crenarchaeofta,
Euryarchaeota 'y Korarchaeota. Dentro del reino Crenarchaeota esté el género de los
sulfolobales. Los representantes de este género corresponden a organismos
termoacidéfilos (pueden crecer a pH inferiores a 4 y temperaturas mayores a 60 °C)

(Ciaramella y col. 2002).

El modelo de este estudio serd el arqueén Metallosphaera sedula, miembro del género de
los Sulfolobus (Hubert y col. 1989) y es parte de los microorganismos que se encuentran

de manera natural en ambientes biomineros (Qrell y col. 201 0).

El género de los sulfolobales pertenece al reino Crenarcheota. Este género comprende
especies termoacidofilas aisladas de habitats geotermales como las fuentes solfataricas,
Estos habitats extremos se caracterizan por las altas temperaturas de sus aguas circulantes,
la presencia de minerales como hierro y azufre y una gran acidez (Stetter 1995). La
facultad de estos microorganismos de resistir condiciones de pH bajos y temperaturas
altas los hacen candidatos tinicos para su utilizacién en procesos biotecnoldgicos como la

biominerfa.




1.2 Microorganismos en biomineria

La lixiviacién corresponde al proceso de solubilizacién de los solutos presentes en un

s6lido mediante el uso de disolventes principalmente acidos.

El uso de microorganismos ha permitido la extraccién de minerales a partir de fuentes
refractarias a los tratamientos convencionales de lixiviacién. La biolixiviacién es el uso
de procesos bioldgicos en diferentes aplicaciones en la industria minera (Shekhar Thakur
2006; Brierley 2008.). Esta definicién un tanto amplia, se puede especificar como el uso
de procesos bioldgicos en la oxidacién de minerales sulfurados (como por ejemplo
calcopirita), lo que permite la solubilizacién y posterior recuperacion de los metales
contenidos en ellos. La biolixiviacién implica el uso de microorganismos, los que aportan
mediante su metabolismo los procesos biolégicos necesarios para la oxidacion de los

minerales sulfurados.

Si bien el proceso de biolixiviacion posee grandes ventajas, sobre todo en el ambito
ambiental y en la simpleza de su utilizacién, posee la desventaja del tiempo que tarda en

llevarse a cabo el proceso, que es mayor a los procesos quimicos de lixiviacion.

1.3 Métodos de biolixiviacién

El proceso de biolixiviacion se puede realizar de dos maneras: en pilas y en reactores.

En la biolixiviacién en pilas el mineral triturado se apila y se irriga con una solucién de
4cido sulfiirico y microorganismos que llevaran a cabo el proceso. El liquido inoculado
drena a través de la pila y los microorganismos van efectuando la solubilizacion del metal.
El drenado se recupera y se vuelve a irrigar en la pila para efectuar la solubilizacién
exhaustiva del metal. Una vez que se considera que ¢l irrigado es suficientemente rico en

el metal se recupera el drenado y se efectiia la extraccién del metal. La desventaja




principal de este tipo de biolixiviacion es el tiempo que tarda, ya que el proceso completo
de biolixiviacién de una pila puede tardar hasta 6 meses. Otra de Jas desventajas de este
método es que las condiciones en las que se encuentran los microorganismos en la pila
no se pueden controlar y fluctian mucho entre el dia y la noche lo que disminuye la

eficiencia de la biolixiviacién (Shekhar Thakur 2006),

En la biolixiviacién en reactores, el mineral se agrega molido en un reactor al que se
agrega posteriormente los microorganismos. Este proceso de biolixiviacién se hace
normalmente de manera secuencial. Es decir, se utiliza una serie de reactores a los que se
agrega como sustrato para la biolixiviacion el producto del reactor anterior. De esta
Imanera se asegura un proceso continuo, en el que el Gltimo reactor es el que posee mayor
cantidad de mineral soluble y es tratado de manera inmediata. Esto permite que este
meétodo de biolixiviacion sea mds rdpido, y ademés permite controlar las condiciones
ambientales en las que se encuentran los microorganismos. Aunque requiere de la
implementaci6n de los tanques y la molienda del mineral (Shekhar Thakur 2006; Norris

y col. 2000).

En la figura 1 se muestra una imagen de los dos métodos de biolixiviacion.




Figura 1. Métodos de biolixiviacion. A) Esquema y fotografia del método de
biolixiviacién en pilas. En el esquema se puede ver los diferentes procesos de la
biolixiviacion en pilas. Una vez recuperado el irrigado rico en metal se efectiia una
extraccion por solvente en piscinas y luego la electro obtencién del metal. B)
Fotografias de reactores de biolixiviacion.

Como se mencioné anteriormente, y dadas sus caracteristicas, las arqueas corresponden
a microorganismos atractivos para su utilizacion en biomineria, por lo que es importante
entender los mecanismos que poseen para resistir la presencia de metales en el medio y

para eventualmente mejorar su desempefio como microorganismos biolixiviantes.

A continuacion se describe uno de los posibles mecanismos de resistencia a metales que

se encontraria presente en arqueas.




1.4 Polifosfatos v resistencia a metales

Los polifosfatos inorgénicos (poliP) son cadenas de cientos de residuos de fosfato (Pi)
unidos por enlaces fosfoanhidrido. Este polimero se encuentra presente en todos los tipos

celulares conocidos (Kornberg y col. 1999).

La primera descripcitn de la presencia de polifosfatos se hizo a principios del siglo XX,
al describir lo que en ese momento se nombré como “volutina” (Meyer 1904). La volutina
correspondia a grénulos metacromaticos presentes en microorganismos que se tefifa de
color rosa en presencia de colorantes bésicos. Con el desarrollo de Ia microscopia
electronica estos granulos se observaron al microscopio electrénico como granulos
densos al paso de los electrones que desaparecfan bajo el haz de éstos, lo que los
diferencié de la cromatina (Wiame 1947). Una vez estandarizado el sistema para
visualizar los grdnulos de poliP, éstos se encontraron en todos los seres vivos en que se
han buscado: bacterias, hongos, protistas, plantas, animales y arqueas (Wood y col. 1988;

Scherer y Bochem 1983).

El caracter ubicuo de los poliP sugiere una multiplicidad de funciones dependiendo del
organismo o de la localizacién subcelular. Entre las funciones propuestas se encuentran
la de sustituto de ATP en reacciones de fosforilacién, reserva de fosfato, quelante de
metales y tampén para dlcalis (Kornberg, 1995). Ademas, y como se tratard mas adelante

los poliP al parecer cumplen un rol importante en la respuesta a metales.

En bacterias, los poliP son principalmente citoplasméticos y se encuentran como grénulos
o en forma soluble (Rao y col. 1998). También existen pequefias cantidades de poliP en
la membrana plasmética, en complejo con poli-B-hidroxibutirato (PHB) y calcio (Reusch
y Sadoff 1988). En eucariontes, los poliP se encuentran en distintos compartimentos

celulares como vacuolas, pared celular y niicleo (Kulaev y col, 1999)




En procariontes, el modelo mejor estudiado de la funcién de los poliP es Escherichia coli,
en la que se han caracterizado dos enzimas importantes en su metabolismo (Kornberg y
col. 1999). Estas corresponden a la enzima encargada de su sintesis a partir de ATP, la
polifosfato quinasa (PPK) (Kornberg y col. 1956), y la enzima exopolifosfatasa (PPX),
responsable de la hidrélisis de los poliP y la liberacién de Pi (Akiyama y col. 1993)

(Figura 2).

La enzimologia de los poliP en el dominio arquea es poco conocida. La actividad
enzimdtica que sintetiza los granulos de poliP en arqueones del filo Crenarquea no ha sido
descrita (Orell y col. 2012). Pero sf se ha detectado la presencia de grinulos de poliP en

miembros de este grupo (Remonsellez y col. 2006; Orell y col. 2010).
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Figura 2. Representacién esquemitica de las actividades de las enzimas PPK y PPX.
A) Esquema de la reaccioén enzimdtica catalizada por la polifosfato quinasa (PPK). B)
Reaccién enzimatica de la exopolifosfatasa (PPX).

Entre las funciones de los poliP, se propuso que los microorganismos son capaces de
utilizarlos para destoxificar la célula de metales pesados. En E. coli se ha propuesto un

modelo que explica la relacién, planteando que: I) la concentracion intracelular de




cationes regula la actividad de la polifosfatasa, II) el fosfato liberado desde los poliP es
transportado al exterior de la célula y III) el transporte de los fosfatos al exterior celular
es acompafiado por los cationes, los que en muchos casos son metales toxicos para las

células de E. coli (Keasling 1997).

En los microorganismos extreméfilos esta hipotesis se sustenta principalmente en
evidencia experimental que muestra la desaparicion de los grdnulos de poliP
intracelulares cuando se expone Acidithiobacillus ferrooxidans (Alvarez y Jerez 2004) o
Sulfolobus metallicus (Remonsellez y col. 2006) a la presencia de cobre en el medio (Orell

y col. 2012},

Mediante microscopia electronica, en arqueas se ha visto la presencia de granulos densos
al paso de los electrones (atribuibles a gramilos de poliP), los cuales parecieran tener una
correlacién entre su cantidad y la resistencia a cobre (Figura 3 ), por lo que estudiar el

efecto de estos en M. sedula es significativo.

Sulfolobus metallicus Meraifosphaera sedula Sulfolobus solfataricns
PoliP nmol Pi/mg prot. 1890 Indeterminado 20
MIC 50 Cu. {mM} 200 16 5

Figura 3. Granulos de polil® en diferentes arqueas y su MIC 50 de cobre. Adaptado

de Orell y col. 2010.




Con respecto a la enzima PPX, ésta se ha identificado en S. solfataricus (Cardona y col.
2002) y en M. sedula se ha descrito un posible gen que codifica para la enzima PPX. El
gen Msed_0981 (Auernik y col. 2008) comparte una identidad de 37% con el gen de la
PPX de S. solfataricus. Tomando en cuenta los antecedentes descritos para la actividad
PPX en S. solfataricus (Cardona y col. 2002), es posible que la PPX esté involucrada en
la respuesta al cobre u ofros metales. Asi, el producto del gen Msed 0981 puede estar
involucrado en la degradacion de los poliP en M. sedula. Entre los determinantes de
resistencia a metales descritos para arqueones del género Sulfolobus se mencionan
diversos elementos genéticos encontrados béasicamente por comparacién de secuencias
con determinantes descritos en otros organismos. Asi por ejemplo se menciona para el
caso de M. sedula la presencia de genes con alta homologfa de secuencia para proteinas
que en otfros sistemas ayudan a la resistencia a metales. Como ejemplo, se puede
mencionar la posible ATPasa encontrada en el genoma de M, sedula que posee homologia
significativa con la ATPasa CopA de S. solfataricus (Auernik y col. 2008), la que esta
involucrada en el eflujo de cobre desde el interior de la célula (Ettema y col. 2006;
Vollmecke y col. 2012). En el sistema de eflujo de cobre descrito para S. solfataricus
participa ademds una metalochaperona denominada CopM y el regulador transcripcional
CopT, para los que también se han encontrado secuencias con homologias significativas
en el genoma de M. sedula (Auernik y col. 2008). Dentro del genoma de M. sedula se
encontraron secuencias de DNA con una homologia de 25 a 30% con los transportadores
de metal-fosfato Pho84 de S. cerevisiae y A. ferroxidans. Se ha propuesto que estos
transportadores podrian estar involucrados en la expulsién de metales asociados a fosfato
en A. ferroxidans (Alvarez y col. 2004) y posiblemente en M. sedula (Auernik y col.
2008). Es muy probable que la expresion del transportador putativo de metal fosfato se

induzca cuando M. sedula se encuentra en presencia de metales. Esta expresién




aumentada ayudaria a la célula a resistir las concentraciones elevadas de cobre en el

medio.

1.5 Metallosphaera sedula

M. sedula es un arquedn del filo crenarqueota. Su forma es esférica lobular y posee un
didmetro aproximado de 0,8 a 1,2 pm. Es un microorganismo termoacidéfilo cuyo
crecimiento optimo es a pH 2,0 y a una temperatura de 75 °C. Su metabolismo es
aerdbico, quimiolitoautotréfico facultativo (Hubert. 1989). Debido a que este
microorganismo se encuentra presente de manera natural en relaves biomineros (Orell y
col. 2010), serd importante realizar estudios para lograr determinar cudl o cudles son los
eventuales factores que le otorgan la capacidad de resistir las condiciones de
concentracion de metales pesados (Orell y col. 2010). Se ha determinado que la
concentracion inhibitoria minima del 50% del crecimiento (MIC 50) es de 16 mM cobre

(Hubert 1989).

Comparativamente con otros microorganismos para los cuales se han descrito
concentraciones inhibitorias minimas de hasta 200 mM de Cu en el medio (ver Tabla 1),
M. sedula no posee una MIC 50 de cobre demasiado elevada, Pero su importancia radica
en la alta eficiencia en la oxidaci6n de pirita (Clarck y col. 1993), lo que hace de este

microorganismo un muy buen candidato para ser utilizado en biolixibiacion de mineral.

10




Tabla 1. Comparacién MIC de Cu y eficiencia en la oxidacién de diferentes

microorganismos.
Microorganismo MiCde Cu T2 de Capacidad oxidativa

{1} crecimiento Fe¥* 50

Acidithisbueillus forrnoxidaas ¥ 200 36-3% -+ -
Acidimicrobinm ferrooxidan® iselaze N39-30-02 =756 4550 + +
Suifobacithus thermosulfidomddans isolare $19-35-01% 7RG 45-50 4 +
Leptaspisilfun fovooxidons®™ 333 28-30 £ -
Fervophana ecdormanus® ™ 32 4z + -
Sulfobotiflus thermosulfidocidane BSM 92937 300 45-50 o X
Sulfelobusmetatficus® 200 &5 E +
Sulfabecilius montserrateasis® 100 37 + +
Addithiobarliius coldns O535584T5" 24 45 — &
Thiohocitius prospesus® 16 3337 F +
Lietoliosplrern sedula®” 16 s Y £
AcHlimiorobin ferroaxidans DS 103317 93 4550 + +
Thiomanes copring® 79 30-36 - o
AcHithipharillies thicaxidam™®* KD 28.30 - 3
Lepiospirilium ferriphifen®™™ KD a3z + -
4 s

Acidionus inferm® ND 40

Adaptada de Orell y col. 2010.

Es importante determinar cuéles son los mecanismos que posee M. sedula para resistir la
presencia de cobre en el medio. Y asi eventualmente mejorar su capacidad de resistencia,
mediante la futura modificacion de estos sistemas, para lograr tener un microorganismo
altamente eficiente en la oxidacion de pirita y que logre resistir concentraciones mas

elevadas de metal.

Aunque los determinantes de resistencia a metales pesados en M. sedula aun no se han
caracterizado, en nuestro laboratorio se ha identificado la presencia de granulos de poliP
en el interior de las células, lo que podria dar indicios de por qué estas células son capaces

de adaptarse a ambientes con concentraciones de metales elevadas.

En el genoma de M. sedula se ha identificado la presencia de genes que poseen homologia
con: ATPasa de eflujo de metales pesados (Msed 0490), chaperona de metales
(Msed_0491) y un regulador transcripcional (Msed_0492). Estos tres genes serian parte
de un sistema de eflujo de metales en M. sedula, similar al sistema cop descrito para S.

solfataricus (Thijs y col. 2006).




1.6 Investigacién en el laboratorio

Una de las lineas de investigacién del laboratorio estd centrada en los mecanismos de
adaptacion de los microorganismos biomineros a su entorno extremo. Uno de los posibles
determinantes en la resistencia a metales pesados en el medio de crecimiento es la
acumulacion de grdnulos de poliP intracelulares. Anteriormente, en el laboratorio se ha
determinado la importancia de la presencia de los granulos de poliP para la resistencia a
metales en otro miembro del consorcio biominero, el arquedn S, metallicus {Remonsellez
y col. 2006). Si bien S. metallicus posee una concentracién minima inhibitoria (MIC por
sus siglas en ingles) de 200 mM cobre (Orell y col. 2012), su secuencia gendmica no esté
disponible, por lo que el estudio y caracterizacién de las enzimas involucradas en el

metabolismo de poliP resulta impracticable.

Resultados observados con anterioridad en el laboratorio muestran que A. ferroxidans, S.
metallicus y M. sedula poseen grinulos de poliP en su citoplasma (Orell y col. 2010). Si
se correlaciona la presencia de poliP y su degradacién al ser expuesta la célula a metal,
se piede pensar en estos polimeros como un mecanismo asociado a la resitencia a metal.
Los determinantes de resistencia a metales de M. sedula slo han sido propuestos por su
homologia de secuencia con otros determinantes ya conocidos en otros organismos
(Auernik y col. 2008). Por ello, es de importancia determinar cudles son los determinantes
de resistencia a cobre y en qué condiciones se expresan en M. sedula. El modelo de trabajo
que se ha planteado para M. sedula en el laboratorio se muestra en la figura 4. La hidrolisis
de los poliP mediada por la PPX permitiria la unién del Pi al metal y su posterior
eliminacién, a través de un sistema de exportaci6n de complejos metal-fosfato tipo Pho84.
Ademds se muestra el posible sistema CopA presente en la célula, El sistema constaria

ademds de una chaperona de metales (tipo CopM), la cual transportaria el metal hasta la
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ATPasa (tipo CopA), para eliminar el metal del medio intracelular con la

correspondiente hidrolisis de ATP.

Figura 4. Modelo de trabajo de los posibles sistemas existentes en M, sedula para
Ia resistencia a metales. El modelo propuesto en el laboratorio se basa principalmente
en la hidrélisis de poliP mediada por la enzima PPX, lo que facilitaria la salida del metal
asociado a Pi, basado en los trabajos de Keasling. (1997), Cardona y col. (2002),
Alvarez y Jerez. (2004), Remonzellez y col. (2006) y Orell y col. (2012).

El trabajo de Tesis que se propone a continuacion se enmarca dentro del estudio de los
determinantes de resistencia a metales en arqueones, especificamente en M. sedula,
perteneciente al género de los Sulfolobus y ademds miembro del consorcio de
organismos biomineros. Se centra en la caracterizacién de la enzima PPX de M. sedula
¥ en la cuantificacion de la expresion de los genes que estan implicados en la resistencia

a cobre en este arquedn.
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2. HIPOTESIS

El gen Msed 0981 de M. sedula codifica para la enzima PPX. Esta enzima junto a
ortélogos de pho84 y del sistema cop son parte de los mecanismos de resistencia a cobre

en esta célula,
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo_general

Caracterizacion bioquimica de la proteina PPX del arque6n M. sedula e identificacién por
protedmica cuantitativa de posibles nuevos determinantes de resistencia a cobre en este

microorganismo,

3.2 Obijetivos especificos

3.2.1 Andlisis y comparacién bicinformética de las enzimas PPX de M. sedula, S.

solfataricus v E. coli

Para determinar las regiones conservadas y la posible estructura de la PPX putativa de M.
sedula, se compard la enzima PPX de M. sedula y las PPX de E. coli y S, solfataricus, ya
caracterizadas en la literatura (Akiyama y col. 1993; Cardona y col. 2002; Rangarajan y
col. 2006) de manera de determinar las similitudes o diferencias a nivel de secuencia

aminoacidica y estructural entre ellas.

3.2.2 Cuantificacién de poliP en M. sedula con v sin cobre en el medio

Se determinard la composicién quimica y Ia concentracién intracelular de los poliP de M.
sedula, los que han sido descritos anteriormente por microscopia electrénica (Orell y col.

2010), pero nunca se han determinado cuantitativamente.

Ademds se determinaré los niveles de poliP en M. sedula sometidas a la presencia de

cobre a distintos tiempos.
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3.2.3 Caracterizacion v determinacién de la ubicacion subcelular de la PPX de M. sedula

Para comprender el funcionamiento bioquimico de la enzima PPX se realizars ensayos
con la enzima para determinar su actividad éptima #n vitro. Ademds se cuantificars los
niveles de mRNA expresados del gen ppx por PCR en tiempo real, en condiciones de

ausencia y presencia de cobre en el medio.

Para determinar en qué zona de la célula se encuentra la enzima PPX en ausencia o
presencia de cobre, se llevard a cabo microscopia electrénica con las células previamente
tratadas con anticuerpos anti-PPX de M. sewla, seguido de un segundo anticuerpo

asociado a particulas de oro.

3.2.4 Andlisis de ja expresién de probables determinantes de resistencia a cobre por qRT-

PCR

Para determinar la posible implicancia de los genes Msed_1512, Msed 1094, Msed 0866
y Msed 0846 homdlogos a Pho84, ademds de Msed_0491 homdlogo a CopA,
Msed_0491 homélogo a CopM y Msed_0492 homélogo a CopT y el gen Msed_0981 que
codifica la PPX de M. sedula, se efectuard mediciones cuantitativas de sus transcritos por
qRT-PCR, para determinar si su eventual aumento o disminucién se relacionan con la

presencia del metal en el medio.

3.2.5 Andlisis cuantitativo de la expresién_de proteinas en condiciones de ausencia y

presencia de cobre en M. sedula

Para determinar posibles nuevos determinantes de resistencia a cobre, se analizara los
extractos totales de M. sedula crecidos en presencia y ausencia de cobre. Para ello se

emplerd la técnica iTRAQ (Isobaric tags for relative and absolute quantitation), la que
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permite identificar y cuantificar cientos de proteinas dentro de una mezcla compleja,

como por ejemplo un extracto celular.
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4. MATERTALES Y METODOS

4.1 Cepas y condiciones de cultivo

4.1.1 Cepa de Metallosphaera sedula

La cepa de Metallosphaera sedula utilizada en este estudio corresponde a la descrita por
Hubert y col, 1989 y se encuentra anotada en la coleccion ATCC con el Numero 52363

también se designa por el Numero DSM 5348.

4.1.2 Cepas de Escherichia_coli vy plasmidios

Se utilizaron dos cepas de Escherichia coli diferentes, una para clonar los plasmidios y
otra para la expresion de las protefnas. La cepa utilizada para el clonamiento de
plasmidios fue la cepa TOP-10 (Invitrogen) y la cepa utilizada para la expresion de

proteinas fue la BL21 (DE3).

4.1.3 Medios de cultivo v condiciones de crecimiento

Las cepas de E. coli se crecieron en medio Luria Bertani (Medio LB, triptona 10 g/L,

extracto de levadura 5 g/L y NaCl 5 g/L).

Para la selecci6n de clones, las células se crecieron en placas de LB agar al 1%. El medio
utilizado y definido por la DSMZ para ¢l crecimiento de M. sedula corresponde al M88:
((NH4)2S04 1,3 g/L, KH2PO4 0,28 g/L, MgS04 x 7H20 0,25 g/L, CaClz x 2Hz0 0,07 g/L,
FeCls x 6H20 0,02 g/L, MnCl: x 4H>0 1,8 mg/L, NazB4O7 x 10H20 4,5 mg/L, ZnSO4 x
7H20 0,22 mg/L, CuCl x 2H20 0,05 mg/L, NazMoO4 x 2H20 0,03 mg/L, VOSQ4x 2H20
0,03 mg/L, CoSO4 0,01 mg/L, Extracto de levadura 0,1 %), suplementado con 1% de

pirita.
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4.1.4 Tipos de cultivo

En los experimentos de extraccion de poliP y también en las extracciones de RNA total

se utilizaron cuatro tipos de cultivos:

t

Células control: Fueron aquellas a las que no se les agregd cobre en ninguna etapa del
crecimiento. En los ensayos de “shock” de cobre a este tipo de cultivo sélo se le agregd

medio de crecimiento sin cobre.

Células en shock: Las células expuestas a un “shock” de cobre fueron aquellas que se
crecieron en medio de crecimiento de manera normal, hasta el momento en el que se les

agrego una determinada cantidad de cobre al medio en forma de sulfato de cobre.

Células adaptadas al metal: Este tipo de cultivo corresponde al cultivo final de una
sucesion de traspasos generacionales, a los cuales se le aument6 de manera progresiva la

cantidad de cobre cada vez que se volvia a inocular el cultivo, hasta llegar a 16 mM.

Células no adaptadas a la presencia de metal: Estas células corresponden a un cultivo
al que desde su inoculacién se le agregd un cantidad de cobre en el medio necesaria para

que el cultivo creciera hasta la mitad de su capacidad en relacién a las células control.

4.2 Biologia Molecular

4.2.1 Extraccion de DNA gendmico

La extracciéon de DNA gendmico se realizé mediante el método de Fenol-Cloroformo. Se
tomaron dos mL de cultivo celular en Ia fase media de crecimiento y se centrifugaron a
7.500 x g durante 10 min. El pellet celular se resuspendié en 60 pL de tampén TEN (20
mM TRIS-HCI pH 8.00, 1 mM EDTA y 100 mM NaCl) y a las células resuspendidas se

les agregaron 60 pL de tampon TENST (20 mM TRIS-HCI pH 8.00, 1 mM EDTA, 100
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mM NaCl, 1,6 % de lauroylsarcosilato de sodio y 0,2 % de Tritén X-100) y se mezclaron
mediante agitacion durante 1 min. Las células lisadas se incubaron con RNAsa durante 1
h a 30 °C. Luego, a las células lisadas se les agregé 600 pL de Fenol — Cloroformo
Alcohol isoamilico saturado bésico, mezclando mediante agitacion y se centrifugd a
12.000 x g durante 15 min. Lluego se recuperé la fase acnosa y se le agregd 600 pL de
cloroformo seguido de agitacién y posterior centrifugeion a 12.000 x g durante 10 min.
Para precipitar el DNA se agregaron 600 pL de isopropanol a la fase acuosa y se dejo
incubando 1 h a -20 °C. Posteriormente se centrifugd a 13.000 x g durante 20 min, para
recuperar el DNA precipitado. Este se lavd dos veces con 750 pL de etanol al 75 % y

finalmente se resuspendi6 en 50 pL de agua libre de nucleasas.

4.2.2 Extraccién de DNA plasmidial

La extraccion de DNA plasmidial se realizd con el método de la lisis alcalina. Se crecieron
las cepas de E.coli que contiene €l plasmidio de interés en medio liquido LB por 16 h a
37 °C. Para la obtencion de DNA plasmidial a pequefia escala se incubé un indculo de 4
a 10 mL de bacterias en medio LB con antibi6tico. Las células se centrifugaron 5 min a
7.000 x g, a 4 °C, se removié el sobrenadante y se resuspendié el sedimento en 0,25 mL
de solucién I (50 mM glucosa, 20 mM Tris-HCI pH 8,0, 10 mM EDTA (pH 8,0).
Posteriormente se agregaron 0,25 mL de solucién IT (20 mM NaOH, 1% SDS). Seguido
de 0,25 mL de solucién III (5 M acetato de potasio, acido acético glacial). Se centrifugd
durante 15 min a 16.000 x g a 4 °C para luego transferir el sobrenadante a un nuevo tubo.
Para separar las protefnas se agregd 1 volumen de fenol y se mezclé por vortex, se
centrifugé 5 min a 16,000 x g, el sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo y lnego se
agrego 1 volumen de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1). Nuevamente el sobrenadante
se transfirié a un tubo nuevo, y el DNA se precipité con 0,7 volimenes de isopropanol,

seguido de incubacién por 20 min a 4 °C y luego se centrifugd 30 min a 16.000x ga 4
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°C, El sobrenadante se removié y se agreg6 1 mL de etanol 70 %. Lluego se centrifugo
30 min a 16.000 x g a 4 °C. Finalmente se removio el sobrenadante, se secd el sedimento

y el DNA se resuspendi6 en 100 pL de agua.
4.2.3 Cuantificacion de DNA

La cuantificacion del DNA genémico se realizé midiendo la absorbancia a 260 nm (A260)
en el espectrofotémetro de multi-volimenes Epoch (Biotek, USA). Como medida de

pureza se consider6 una razén A260/A280 > 1,8.

4.2.4 Digestién de DNA

Se incubd el DNA (0,2 a 1,0 pg) con 1-10 U de la enzima de restriccién en un volumen
final de 20 pl, durante 1 h a 37 °C y en presencia del tampén correspondiente. Los

fragmentos de DNA obtenidos se separaron por electroforesis en geles de agarosa.

4.2.5 Preparacién de Escherichia coli quimiocompetentes

Se inoculé la cepa de E. coli Top-10 en 10 mL de medio LB sin antibidtico y se incubd
durante 16 h a 37 °C con agitacién constante. Luego se inocularon 100 mL de medio LB
sin antibi6tico con 5 mL del cultivo inicial, y se incub6 bajo las mismas condiciones hasta
que el cultivo alcanzé una DO600nm de 0,5. Se centrifugs el cultivo a 2.000 x g por 10
min a 4 °C, y se resuspendid el sedimento en 20 ml. de CaClz 0,1 M estéril y frio. Se
incubé en hielo entre 30 mina 1 hy se centrifugé a2.000 x g 10 min a4 °C. Se resuspendid
el sedimento en 2 mL de CaCl 0,1 M y las células se guardaron a -80 °C hasta ser

utilizadas.
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4.2.6 Transformacion de Escherichia coli quimiocompetentes

Se mezclaron 100 ul de células quimiocompetentes recién preparadas en hielo con 10 a
50 ng de pldsmido o la mezcla completa de Ia ligacién y se incubd en hielo por 30 min.
Se dio un “shock” térmico a 42 °C por 45 seg y se incub6 en hielo 2 min. Se agregaron
500 ul de medio LB sin antibi6tico y se incubd a 37 °C con agitacién por 1 h. Las bacterias
se centrifugaron 3 min a 2.000 x g y el sedimento se resuspendié en 100 pl de medio LB.
Se sembraron las bacterias en placas de LB-agar con el antibittico adecuado. Se
incubaron las placas a 37 °C 16 h, o hasta que las colonias alcanzaron un tamafio

adecuado.

4.2.7 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Para cada reaccion se usaron 5 pL. de amortiguador 5X “Green Go taq buffer” (Promega),
1/10 de DNA, 0,5 uM de cada partidor, 0,2 mM de dNTPs, 3 mM de MgCl, y 0,5 U de
Taq DNA polimerasa “Go Tag” (Promega). Para la amplificacién se utilizé un programa
con desnaturalizacién inicial de 3 min a 95 °C, 30 cicloscon 3052 95 °C,30sa60°Cy
0,5 min de extension a 72 °C y finalizando con un paso de 10 min a 72 °C. En la tabla 6

en la seccidén anexos, se muestra el detalle de los partidores utilizados.

4.2.8 Método de generacién de mutantes

Los mutantes se generaron por el método SLIM (Site-Directed, Ligase-Independent
Mutagenesis) descritc por Chiu y col. 2004. El método consiste en amplificar
completamente el plasmido que contiene el gen a expresar, mediante la amplificacién con
partidores que poseen las mutaciones puntuales. Segiin lo descrito, el método utiliza la
amplificacién inversa por PCR del DNA molde mediante e] uso de dos partidores largos
y dos partidores cortos en una reaccion tnica. Los partidores largos estan disefiados para

dejar la mutacién en extremos cohesivos una vez finalizado el PCR. Una vez que se ha
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hecho la amplificacién, un paso de desnaturalizacién y apareamiento permite la

formacién del vector adecuado para clonar.

4.2.9 Secuenciacidn

Los pldsmidos con las mutaciones generadas se secuenciaron en la empresa Macrogen.

4.2.10 Electroforesis de dcidos nucleicos

La electroforesis de 4cidos nucleicos se realiz6 en geles de agarosa al 1 % en tampén
TAE 0,5 X (20 mM Tris-acetato pH 8,0, 0,5 mM EDTA). Todas las muestras se
mezclaron con amortignador de carga 6 X (0,25 % de bromofenol, 40 % sacarosa)
utilizando GelRed Nucleic Acid Gel Stain (10.000 X) como tincion del gel. La
electroforesis se realizé a 100 V durante 15 a 30 min. Las muestras se visualizaron por la

fluorescencia emitida bajo luz ultravioleta de 320 nm.

4.2.11 Método de clonacién v expresion de proteinas

El gen Msed 0981 de M. sedula se amplific desde el DNA genémico de M. sedula con
los partidores MRJ Fw3 y MRJ Rv3, los que poseen los sitios de corte para las enzimas
Ndel y Xhol respectivamente. El fragmento amplificado se cloné en el vector comercial
pGEM-T easy vector (Promega) y se transformé en E. coli TOP-10, Posteriormente se
aislé el DNA plasmidial con el gen de interés y se escindid con las enzimas Nedel y Xhol.
Este fragmento se clond en el sitio de multiple clonamiento del vector de expresién pET-

TEV 28a, entre los sitios de corte de las mismas enzimas. Este vector corresponde a un
derivado del vector pET 28a, al que se agrego el sitio de reconocimiento y corte de la
proteasa TEV del Virus del mosaico del Tabaco en el extremo amino terminal. La cepa
utilizada para clonar el vector fue E. coli TOP-10 y la cepa utilizada para expresar la

proteina fue E. coli BL21 (DE3).
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4.2.12 Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford

Las proteinas se cvantificaron agregando 10 pL de muestra a 200 pL de agente de

Bradford de la empresa sigma y midiendo la absorbancia a 595 nm.

4.2.13 Método de purificacion de proteinas

Para la purificacion de la proteina PPXr de M. sedula, se crecié 5 mL de cultivo de la
cepa BL21 (DE3) (con el vector para expresar la proteina, de aqui en adelante BL21
(DE3) PPX Msed) durante la noche. Las células se centrifugaron y suspendieron en 1 mL
de LB fresco y utilizado como in6eulo para 200 mL de cultivo. El cultivo de 200 mL de
la cepa BL21 (DE3) PPX Msed, se creci6 hasta una DOsoo nm de 0,6 y se adicion6 IPTG
1 mM. Luego de 4 h, las células se colectaron por centrifugacion durante 20 min a 4.000
x gy el pellet se suspendié en 30 mL de amortiguador de unién 1 X que contenia imidazol
40 mM, NaCl 0,5 M, Tris-Acetato 20 mM, pH 7,0, MgCl; 20 mM y KCI 175 mM. Las
células se lisaron por sonicacién en el sonicador Qsonica sonicators modelo C1.-334, por
20 min, con intervalos de sonicacion de 20 s separados por 40 s de descanso a una potencia
de 30 %. Luego de separar el pellet por centrifugacién (16.000 x g por 15 min), el
sobrenadante obtenido se filtré a través de un filtro Millipore de 0,22 pm. Seguidamente
se aplicd sobre una columna que contenia 1 mL de resina his-NTA, previamente
equilibrada con el buffer de unién. La proteina PPXr se eluy6 con 1mL de amortiguador
de elucién que contenia imidazol 600 mM, NaCl 0,5 M, Tris-Acetato 20 mM, pH 7,0,
MgClz> 20 mM y KCI 175 mM. Las fracciones colectadas (0,5 mL) se analizaron por SDS-

PAGE.
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4.2.14 Electroforesis de proteinas

Para analizar las muestras de proteinas en geles unidimensionales SDS-PAGE, se mezcld
2 volimenes de la solucién que contenia 5-20 pg de proteinas mas un volumen de
amortiguador de carga 4X (Tris-HCI 0,187 M pH 6,8, SDS 6 %, glicerol 30 %, B-
mercaptoetanol 15 % y azul de bromofenol 0,06 %). Las muestras se calentaron a 95 °C
por Sminy 1 a5 puL se aplicaron en los pocillos de geles de poliacrilamida al 12,5 %. La
electroforesis se corrié a 80 V por 30 min y luego a 120 V hasta que el colorante indicador
alcanz6 el borde inferior del gel. Posteriormente, los geles se fijaron en una solucién de
45 % metanol y 1 % 4cido acético por 30 min y posteriormente se Javé con agua
bidestilada y se tifieron con azul de Comassie G-250 (0,1 % de azul de Comassie G- 250
en metanol 34 %, 4cido acético 0,5 % y sulfato de amonio al 17 %) durante la noche. Al

dia siguiente el gel se destifié con agua bidestilada,

4.2.15 Western blot

La expresion de la proteina PPXr en E. coli se detecté por “Western-blotting”. Las
proteinas se separaron por SDS-PAGE y se electrotransfirieron a una membrana de
nitrocelulosa. Se aplicd una corriente constante de 80 mA por 60 min. La eficiencia de la
electrotransferencia se confirmé usando marcadores moleculares pretefiidos (New
England Biolabs) y tifiendo el gel después de la electro transferencia con azul de

Comassie G-250.

4.2.16 Extraccion de RNA total

El RNA total de M. sedula se extrajo con el método de TRIzol® Reagent de Ambion,
Este reactivo es una mezcla de Fenol 4cido e isotiocianato de gnanidinio propuesto como
una mejora del método original de Chomczynski & Sacchi, 1987. El fenol écido permite

la particibn del RNA en la fase acuosa y el isotiocianato de guanidinio la
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desnaturalizacion de proteinas como las RNasas. Para la extraccion de RNA primero se
colectd las células por centrifugacién a 4.000 x g por 15 min, luego se suspendi6 en 10
mL de M88 y se volvieron a centrifugar como antes. Este proceso de lavado de las células
se repitié una vez mds. El pellet celular se suspendié en 60 pL de tampén TEN (20 mM
TRIS-HCi pH 8.00, EDTA 1 mM y NaCl 100 mM) y se agregd 60 pL de tampén TENST
(20 mM TRIS-HCI pH 8.00, 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, lauroylsarcosil de sodio 1,6
% y Triton X-100 0,2 %) para romper las células y se incubaron a temperatura ambiente
durante 10 min. Luego se agregd 1 mL de reactivo Trizol y se mezclé bien, dejandose a
temperatura ambiente por 5 min. Luego se agregd 200 uL de cloroformo, se agitd
vigorosamente mediante inversién del tubo durante 30 s y se centrifugé a 13.000 x g por
15 min a 4 °C. Al sobrenadante se agregd un volumen de isopropanol, seguido de
mezclado e incubacion a -20 °C durante 1 h para precipitar el RNA, posteriormente se
centrifugo a 13.000 x g por 15 min a 4 °C 'y el pellet de RNA se lavd dos veces con etanol

75 %. Finalmente se suspendié en 40 pL de agua libre de nucleasas.

4.2.17 Retro transcripcion (sintesis de cDNAS)

Para la obtencion del cDNA en cada condicién de estudio se realizd una transcripcion
inversa del RNA extraido. Se ocupd 0,8 pg del RNA y 0,5 ng de hexadesoxinucleétidos
al azar (Random hexamer primer, Promega). Primero se incubé una mezcla de 5 pl que
contiene el RNA y los partidores a 70 °C por 5 min para la desnaturalizacién de las
estructuras secundarias del RNA y facilitar la hibridizacion de los partidores.
Posteriormente, se incubd en hielo por 5 min y se agregé 15 ul de una mezcla de
amortiguador “ImProm-II" 5x (Promega), dNTPs 0,5 mM cada uno, MgCl3mM, y 1 U
de la transcriptasa reversa (TR) “ImProm-II” (Promega). La reaccion de sintesis incluyé

una incubaci6n inicial por 10 min a 25 °C para inducir la unién de los partidores y luego
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la sintesis se realizé por 1 h a 42 °C para luego finalizar con un paso para lograr la

desnaturalizacion de la transcriptasa reversa por 15 min a 70 °C.

4.2.18 PCR en tiempo real y andlisis de datos

Para el andlisis de la transcripcién de los determinantes de resistencia al Cu, se cuantifico
la expresion total de los transcritos por PCR en tiempo real. Este método se basa en la
relacién que existe entre el aumento de la fluorescencia en las reacciones de PCR que
usan el fluoréforo SYBR GREEN. Esta molécula se intercala en las moléculas de doble
hebra, de manera que a medida que aumenta el niimero de éstas en una reaccion de PCR,
también lo hard la fluorescencia. El equipo de PCR en tiempo real detecta el ciclo en el
cual Ia fluorescencia de una reaccion sobrepasa el nivel basal. Este ciclo se llama “cycle
treshold” o CT, y es el valor que se utilizé en los célculos posteriores. En este trabajo se
utilizd el método de cuantificacion relativa para la cuantificacién de transcritos. Este
método consiste en la razén de los transcritos de la muestra de estudio versus una muestra
control (Pfaffl y col. 2002). En este caso es la razén entre las muestras expuestas a CuSO;
con la muestra control correspondiente a la cepa crecida sélo en medio M88. Para
normalizar tanto las muestras de estudio como el control se utilizé un gen de referencia o
“housekeeping” que en este caso fue el IRNA 168S. La expresion relativa de un gen de la

muestra de estudio sobre la muestra control se expresa de la siguiente forma:

E, = Eficiencla partider gen de normalizacidn
Ea = Eficiencia parsidor gendeinterés

Ciai-LT;
Vivestia 1 — {1 + Ea) s CTay= Clelo Umbral muestra control {gen de normalizacidng
Muestra 2 - (1 - Eh}c;'“.crﬂ CTxy= Ciclo Umbral muestra (gen de normalizacién)

CTy;=Cldlo Umbral muestra control {gen de Interés)
Clgy=Clclo Umbral muestra {gen de interés)
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Para medir la eficiencia de los partidores (E) se realiz6 5 diluciones seriadas desde 10 ng
de DNA hasta 1 pg de DNA gendmico de M. sedula. Se consideré una eficiencia 6ptima
entre un 85-100% para todos los partidores a ocupar. Finalmente, se supuso una eficiencia
de un 100% (E=1), para todos los partidores que cumplieron con el requisito anterior, lo
que dejé la formula de la siguiente manera:

Muestra 1 _  2CT8-Cle2
Muestra2 ~ 2CTwrCTm

4.3 Polifosfatos (poliP

4.3.1 Extraccion de poliP

Se realiz6 segim Ault-Riché y col. (1998), para lo que se colec6 alicuotas de 1 ml de los
cultivos, y se centrifugaron por 5 min a 4.500 x g. Los sedimentos se suspendieron en 0,3
ml de isotiocianato de guanidina 4 M (GITC), Tris-HCI 50 mM pH 7,0 precalentado a 95
°C. La suspension se mezclo por agitacion en un vértex y se incubo a 95 °C durante 3
min, Se reservé una alicuota de 20 pl de esta fraccién para determinar la concentracién
de proteinas. A cada muestra se agregd 30 pl de SDS 10 % y luego de una incubacién a
95 °C por 5 min, se agregd 300 ul de etanol absoluto (100 %) v 5 ul de una suspensién
de diéxido de silicio (Glassmilk). Luego de agitacion en vortex e incubacién por 30 s a
95 °C, los tubos se centrifirgaron a 13.000 x g por 1 min y el sedimento de Glassmilk se
resuspendid por vortex en 200 pl de tampdn “New Wash” frio (Tris-HC1 5 mM pH 7,5,
NaCl 50 mM, EDTA 5 mM, etanol 50 %) y se centrifugd a 13.000 x g por 30 s. El
sedimento que contenia el poliP, DNA y RNA unido a las perlas de vidrio se suspendié
en 100 pl de una solucién que contenia Tris-HCI 50 mM pH 7,0, MgClz 5 mM, DNasa 5
pg/ml y RNasa 5 pg/ml y se incubd a 37 °C por 30 min. Luego el sedimento se lavo dos
veces con 200 pl del amortiguador “New Wash” frio para eliminar los productos de la

degradacion de los 4cidos nucleicos. El poliP unido a Glassmilk se eluyd en dos pasos
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suspendiendo el sedimento por vértex en 50 pul de agua cada vez, incubando 2 min a 95
°C y centrifugando a 13.000 x g para luego recuperar el sobrenadante. El poliP soluble

recuperado en esta fraccion (100 pl) se congel6 a ~20 °C hasta su cuantificacion.

4.3.2 Cuantificacién de poliP

La cuantificacién de los poliP se realizo midiendo su contenido de fosfato inorganico (Pi).
Para ello, 30 pL. de cada una de las muestras de poliP obtenidas se sometieron a una
hidrélisis 4cida con 30 pL. de HCI 2N a 95 °C por 30 min para provocar la liberacién de
Pi de las cadenas de poliP. Para la cuantificacién de Pi se utilizé el sistema comercial
EnzChek Phosphate Assay kit de Invitrogen. Este kit comercial es un método
espectrofotométrico de deteccién de Pi basado en un método originalmente descrito por
Webb, (1992). En presencia de Pi, el sustrato 2-amino 6-mercapto metilpurina 7-ribosa
(MESQG) se convierte enzimdticamente por la fosforilasa de purina (PNP) a 1-fosfato
ribosa y 2-amino-6-mercapto-7-metilpurina. El producto formado tiene una absorbancia
méxima a 360 nm, Ia que es cuantificable por espectrofotometria y se asocia a una

concentracion de Pi a través de una curva de calibracién.

4.3.3 Visualizacién de poliP

La electroforesis y posterior visualizacion de los poliP se realizé con una variacion del
protocolo descrito por Lichko y col, (2006). El gel de bis-acrilamida al 20 % en tamp6n
Tris borato (TBE) 900 mM pH 8,3, EDTA 27 mM y urea 7 M, se corre a 300 V durante
1 h en tampén de corrida del gel (TBE 1 Xy 7 M de urea). Luego la muestra de poliP se
mezcld con tamp6n de carga de poliP (50 % sacarosa, 0.125 % azul de bromofenol y 900
mM Tris borato a pH 8.3, 13.5 mM EDTA) y se aplicé en los pocillos del gel. Luego se
corrié el gel durante 1 h 30 min a 300 V. Para la visualizacién de los poliP el gel se tifié

directamente con una soluci6n ai 0,05 % de azul de toluidina, 25 % de metanol y 5 % de
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glicerol durante 30 min, para luego destefiirlo en una solucion de 25 % de metanol y 5 %

de glicerol.

4.4 Microscopia

4.4.1 Preparacion de muestras para TEM

Se colect6 células de M. sedulay se lavaron con M88. Luego se suspendieron en el mismo
medio hasta obtener una concentracidn de 1x10° cel/mL y 10 pL de esta suspensién se
montaron sobre grillas de niquel. El exceso de liguido se absorbié con papel filtro y las

grillas se secaron al vacio.

4.4.2 Preparacién de muestras para inmuno deteccion mediante TEM

Se colecté mediante centrifugacién durante 10 min a 7.000 x g 15 mL de células. Luego
se lavaron dos veces con tampén fosfato 0,1 mM (KH2PO4 0,1 My Na;HPO4 0,1 M, pH
7,4) y se colectaron en un tubo Eppendorf de 2 mL. Luego se agreg6 2 mL de solucién
para fijar (tampén fosfato 0,1M, paraformaldehido 5% y glutaraldehido 2%) y se dej6
incubando 18 h a 4 °C. Luego de la fijacién se elimina la solucién fijadora y se agrega
tampon fosfato. Luego, las células se deshidrataron con una serie de lavados cor etanol y
luego se infiltraron con una solucién de unicriyl-etanol en una proporcidn de 1:1 por 24
h. Las muestras se colocaron en cépsulas y se polimerizaron durante 72 h a 45 °C. Los
cortes de las muestras se realizaron en un ultramicrétomo y los cortes se depositaron sobre
grillas de niquel cubiertas con FORMVAR, Las muestras se bloquearon por 2 h con una
solucién de BSA al 5% y luego se lavaron con tampén PBS/tween - 20 al 0,05% vy se
incubaron durante la noche con el anticuerpo anti PPXr diluido 1/100. Al dia siguiente,
las grillas se lavaron con PBS/tween 20 al 0,05% y se incubaron 2 h con e anticuerpo

secundario anti IgG de conejo conjugado a las esferas de oro de 5 nm de didmetro.
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Finalimente, las muestras se lavaron con PBS/tween 20 al 0,05% y se visualizaron en el

microscopio electrénico de transmision Phillips Tecnai 12.

4.4.3 Microscopia electronica de transmision (TEM) v microanalisis mediante andlisis de

energia de dispersion de ravos X (EDX)

Se realizé seglin Gonzalez y Jensen, (1998). Se colecto células de M. sedula y se lavaron
con M8$. Luego se suspendieron en el misimo medio hasta obtener una concentracién de
1x10%cel. /mL y 10 pL de esta suspension se montaron sobre grillas de niquel. El exceso
de liquido se absorbi6 con papel filtro y las grillas se secaron al vacio. Las células se
observaron sin tincién con un microscopio electrénico de transmisioén Titan 80-300 kV
S/TEM. Las células montadas para TEM se analizaron mediante EDX, para la
determinacién de la composicion elemental de una region celular especifica. Estas
mediciones se realizaron en el Electron Imaging Center for Nanomachines de la

Universidad de Los Angeles California.
4.5 Analisis de la enzima

4.5.1 Modelo y alincamiento de la enzima

El modelo por homologia de la enzima PPX de M. sedula se realiz6 utilizando el
programa PyMOL y los alineamientos de las secuencias se realizaron en el programa

Geneious.

4.5.2 Actividad enzimatica

El ensayo de actividad enzimdtica se realizd en volimenes de reaccion de 50 pl. y en las
condiciones dptimas encontradas para la PPXr de M. sedula, las que fueron determinadas
experimentalmente y se detallan en la seccion 5.4. La cuantificacién del producto

generado en la reaccion enzimatica se realizé con el uso del sistema comercial EnzChek
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Phosphate Assay kit de Invitrogen, descrito anteriormente en la seccién 4.3.2. De esta
manera se logro determinar la liberacion de producto (Pi), en funcidn de las distintas

condiciones probadas.

4.6 Protedmica diferencial cuantitativa

4.6.1 Preparacion de muestras para iTRAQ

Se recolectd las células de M. sedula por centrifugacién a 7.500 x g por 15 min y luego
se lavaron en M88 dos veces. Luego de esto las células se resuspendieron en el tampdn
de sonicacion (50 mM TRIS-HCI, pH 7,5, ] mM EDTA y fluoruro de fenilmetiisulfonilo
(PMSF) 100 pg/mL) y se sonicaron con el sonicador Qsonica sonicators modelo CL-334,
por 20 min, con intervalos de sonicacion de 20 s separados por 40 s de descanso a una
potencia del 30 %. El lisado celular se centrifugé a 10.000 x g por 15 min para remover
los restos celulares y células no rotas. Luego se cuantifico el extracto celular en alicuotas

de 150 ug de proteina total y se liofilizaron durante 48 h a -40 °C.

4.6.2 iTRAQ

La técnica que se utiliz6 para los andlisis de protedmica cuantitativa fue iTRAQ (Isobaric
tags for relative and absolute quantitation). Esta técnica se basa en la utilizacion de
extractos celulares totales provenientes de diferentes condiciones de cultivo. El primer
paso para realizar la cuantificacién es digerir los extractos celulares. Luego se marcan los
péptidos generados con la molécula marcadora denominada “isobaric tag”. Los péptidos
provenientes de una condicion se marcan con un determinado marcador y los de las demds
condiciones se marcan con otros. L.os marcadores constan de un grupo reportero, de iasa
variable (formado por diferentes isGtopos) y un grupo denominado de “balance de masa™,
el que tiene la funcion de igualar las masas de las moléculas marcadoras a pesar que estén

formadas por diferentes is6topos. Ademas, este marcador estd unido a un grupo NHS, el
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cual reaccionard y se unira al extremo amino terminal de los péptidos (Figura 5A). Existen
cuatro tipos de moléculas marcadoras y todas poseen la misma masa, pero los isétopos
que la componen son diferentes. Esto permite que cada péptido sea identificado con sélo
una sefial en la espectrometria de masa. Posteriormente por espectrometria de masa en
tandem se detectan los iones provenientes de los distintos isétopos, con lo cual se puede
cuantificar el péptido que estaba en mayor abundancia, ya que la molécula marcadora
para cada uno de los distintos cultivos celulares es tnica. La figura 5 muestra un esquema

explicativo de esta técnica (Ross y col. 2004).
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Figura 5. Esquema explicativo de la técnica de iTRAQ, adaptado de Ross y col.
(2004). A) Diagrama que muestra los componentes que se utilizan en la técnica iTRAQ.
El marcador se compone del grupo reportero y el grupo para el balance de masa del
marcador. B) La masa total de la molécula marcadora se mantiene constante utilizando
diferentes enriquecimientos con los isotopos 13C, 1°N y 120. El peso del grupo reportero
oscila entre 114 y 117 Da mientras que el peso del grupo para el balance de masa va de
28 a 31 Da. C) Se muestra la combinacién hecha para tener 4 péptidos con reporteros
diferentes, pero de igual masa. Esta mezcla aparecerda como una sola sefial en una
espectrometria de masa. Luego de la espectrometria de masa en tindem se aprecian los
iones provenientes del marcador como sefiales miltiples de diversas intensidades
dependiendo de la cantidad presente en la muestra, lo que indica el péptido méds abundante
y cudl es su procedencia. El resto de los iones correspondientes al péptido permanecen
como una sola sefial.
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5. RESULTADOS

5.1 Objetivo Especifico 1

Anélisis v comparacién bioinformética de las enzimas PPX de M. sedula, S. solfataricus

y E. coli

La comparacién a nivel de secuencias de la proteina PPX de E. coli, S. solfataricus y M.
sedula se muestran en la figura 6. Al comparar de manera independiente, por
alineamiento de las secuencias de las proteinas PPX de M. sedula y PPX de S.
solfataricus contra la PPX de E. coli, se observan porcentajes de identidad de 19,6 % en
ambos casos. Al comparar la enzima PPX de M. sedula contra la de S. solfataricus se

observa que el porcentaje de identidad entre ambas secuencias es de 37,4 %.
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Amino acidos que forman puentes salinos con aminoacidos del sitio catalitico
Aminoacido catalitico de PPX E coli

Sitio de unién a Mg?*

Amino acidos que forman bolsillo basico

Figura 6. Alineamiento de las secuencias de las enzimas PPX de S. solfataricus, M.
sedula y E. coli. Se destacan los sitios que segin la estructura cristalografica de la PPX
de E. coli (Erumbi et al. 2006) corresponderian a las regiones funcionales de la enzima.

Segun la estructura cristalina de la PPX de E. coli (Rangarajan y col. 2006), existen al
menos cuatro regiones de importancia para la actividad de la enzima. Estas son: el

aminoacido catalitico putativo formado por Glul2l, el sitio de union a Mg®*  por
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Asp143 y Glul50, el aminoacido Arg 93 que forma un puente salino con el sitio catalitico
constituido por Argl65, Argl66, Argl89, Lys197, His378, His384, Argd13, Lysdid y

Lys488 donde eventualmente se posicionaria el sustrato.

Se puede apreciar que el probable amino4cido catalitico se encuentra conservado en las
tres secuencias. Ademdas el sitio de unién a Mg®*, que posee un cardcter cido, se
encuentra a su vez bien conservado, con la salvedad del residuo Aspl43 que es
reemplazado por Glu, lo cual no cambia el caracter dcido de los residuos presentes en esta
region. El otro residuo conservado corresponde a la Arg93. Este residuo, segin los autores
del trabajo en que se determiné la estructura cristalografica de la PPX de E. coli
(Rangarajan y col. 2006), estd implicado en la formacién de un puente salino con el

reciduo Glul21 perteneciente al sitio catalitico.

La estructura tridimensional obtenida por cristalografia disponible para la enzima PPX de

-

E. coli se muestra en la figura 7 (Rangarajan y col. 2006).
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Figura 7. Estructura tridimensional de la PPX de E. coli. A) Estructura dimérica de
la proteina. En el panel izquierdo, se aprecia en color rojo el dominio I, en color azul el
dominio II, en color amarillo el dominio III y en color rosa el dominio IV, los que
conforman un mondémero de la proteina. El otro monomero se destaca en verde en su
globalidad. En el lado derecho se grafica la proteina en su forma dimérica, indicando en
rojo el bolsillo basico de union al sustrato. B) Se aprecia el monémero de la proteina
con los residuos que forman el bolsillo basico en rojo y en rosa el posible aminoacido
catalitico.

Utilizando como modelo la estructura cristalografica de la PPX de E. coli, se realizé un
modelo de la estructura mas probable de la enzima PPX de M. sedula. Para el
modelamiento de la estructura tridimensional de PPX de M. sedula se utiliz6 la pagina
web www.swissmodel.expasy.org y para visualizar los modelos obtenidos se utilizé el
programa PyMol. La probable estructura tridimensional de la PPX de M. sedula se

muestra en la figura 8A.
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Figura 8. Modelo por homologia de la PPX de M. sedula. A) Vista del modelo
estructural mas probable de la PPX de M. sedula desde dos posiciones espaciales
tomadas con un angulo de 90° una con respecto a la otra. El posible aminoacido
catalitico se destaca en rojo. B) Misma vista que en A de la estructura del monoémero de
PPX de E. coli con el aminodcido catalitico en rojo. C) Superposiciéon de los
mondémeros de PPX de E. coli (azul) y de M. sedula (rojo). D) Probable estructura de la
PPX de M. sedula, con los aminoacidos con carga positiva que formarian el bolsillo
donde se posiciona el sustrato, marcados en rojo y el aminodcido catalitico marcado en
verde.

Se puede apreciar una vista del monémero de la PPX de E. coli (Figura 8B) y M.
sedula (Figura 8A) con el aminoicido catalitico marcado en rojo, para ambas

estructuras. Al superponer las estructuras tridimensionales de ambas observa que la
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localizacion del aminoacido catalitico es similar en ambas estructuras. Ademads, se aprecia
que el modelo generado para la PPX de M. sedula carece del dominio IV, el cual se puede
apreciar tanto en la secuencia (Figura 6), como en la estructura de la PPX de E. coli
(Figura 8C). Se puede ver que los aminoacidos implicados en la formacién del bolsillo
bésico, en el que eventualmente se posiciona el sustrato cargado negativamente en la
enzima, no se encuentran exactamente conservados. Sin embargo, al analizar la estructura
modelada para la posible PPX de M. sedula, los aminodcidos que permanecen en fa zona
donde eventualmente se formaria el bolsillo bisico, se puede apreciar la presencia de
aminoacidos con carga positiva (Figura 8D), estos aminodcidos corresponden a Lys168,

Argl62, Lys165, Lys382, Lys383, Lys386, Lys387 y Lys397.
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5.2 Objetivo Especifico 2

Cuantificacion de poliP en M. sedula

Anteriormente se habia descrito la presencia de granulos densos al paso de los
electrones en M. sedula utilizando la técnica de microscopia electrénica de transmision
(TEM) (Orell y col. 2012). Segun estos resultados y los obtenidos en A. ferrooxidans y
S. metallicus, se supuso que los granulos observados correspondian a polifosfato. Para
determinar de manera fehaciente la presencia y composicion de estos granulos se realiz6
microscopia electronica de transmisién y microandlisis de energia de dispersion de
rayos X (EDX, por sus siglas en inglés). La figura 9A muestra una célula de M. sedula
con un granulo denso al paso de los electrones en su centro y la figura 9B muestra los

distintos puntos donde se realiz6 el anélisis de composicion elemental.

Figura 9. Granulo de poliP de M. sedula obtenido por microscopia electronica de
transmisién. A) Célula de M. sedula en la que se aprecia un granulo denso al paso de
los electrones en su centro (flecha). B) La célula mostrada en A, en la que se indican los
puntos de andlisis de la composicion elemental: Punto 1: centro del granulo, punto 2:
citoplasma celular y punto 3: exterior de la célula.
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En la figura 10 se puede apreciar el andlisis de la composicién de los distintos puntos
analizados. El punto 1 corresponde al centro del granulo y muestra un porcentaje de
fosforo de 20,72 % (Figura 10A). El punto 2 muestra un porcentaje de fosforo del 0,18%
(Figura 10B) y el punto 3 que se encuentra fuera de la célula indica una composicion
porcentual de fosforo de 2,8% (Figura 10C). En conjunto estos datos indican que el
granulo que se observa al centro de la célula contiene un elevado porcentaje de fésforo
entre sus componentes, lo que sugiere que el grénulo podria estar formado en su mayor

parte por fosfato en forma de poliP.

40




Punto 1: Porcentaje de fésforo: 20,72%
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Figura 10. Andlisis elemental de diferentes dreas en una célula de M. sedula
mediante EDX. Composicion elemental de A) granulo denso al paso de los electrones.

B) Region citoplasmatica y C) Exterior de la célula.
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El siguiente paso fue medir la concentracion intracelular de poliP en M. sedula. Luego de
extraerlos (como se indico en la seccion 4.3.1), los poliP se hidrolizaron con HCI durante
30 min a 95 °C, para finalmente determinar la cantidad de fosfato inorgénico (Pi)
generado. Para vincular la cantidad de Pi liberado en la hidrélisis con la cantidad de masa
celular, se expres6 el Pi liberado por mg de proteina del extracto celular. En la figura 11
A se puede apreciar una curva de crecimiento de M. sedula'y 1a concentracion intracelular
de poliP expresado como los nmoles de Pi por mg de proteina en un cultivo de M. sedula

a diferentes tiempos de su curva de crecimiento (Figura 11 B).
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Figura 11. Concentracion de poliP a distintos tiempos de la curva de crecimiento de
M. sedula. A) Curva de crecimiento, en donde se indican con flechas los puntos
cuantificados en B. B) Cuantificacién de poliP.

La concentracién maxima de poliP en M. sedula se alcanza en la fase exponencial tardfa,
tal como se habia descrito para otros microorganismos (Remonsellez y col. 2006). La
concentracion intracelular de poliP en M. sedula fluctiia entre ~100 nmoles de Pi/mg de
proteina en la fase exponencial temprana y aproximadamente 400 nmoles de Pi / mg de

proteina en la fase exponencial tardia.
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5.3 Objetivo Especifico 3

Determinacion del eifecto del Cu en M. sedula

En otros microorganismos acidofilos se ha observado una disminucion de los granulos de
poliP cuando éstos se exponen a cobre (Alvarez y Jerez. 2004; Remonsellez y col. 2006).
Por ello se estudié la dindmica de sintesis y degradacion de los granulos de poliP, a través
de Ia curva de crecimiento c.ie M. sedula crecida en presencia del metal. Para ello, se
realiz6 dos tipos de experimento. Uno en el que se agregd cobre al medio de crecimiento
de células que no habfan sido expuestas al metal y otro en el que las células se adaptaron
a la concentracién inhibitoria minima del 50% de cobre (MIC 50). En la figura 12 se ven
las curvas de crecimiento de los cultivos adaptados a 16 mM de CuSO; como la de

aquellos no adaptados, pero expuestos a CuSQO; 8§ mM,

3.0x108- - Control
- 8 mM CuSOy

4 {No adaptado)
£ 2.0x102+
n -+ 16 mM CuSOy
3 (Adaptado)
k)
©  1.0x10%

1] T T Y

] 50 100 150

Tiempo {h)

Figura 12. Curvas de crecimiento de M. sedula en ausencia y en presencia de cobre.
Se utilizé una concentracién no letal de cobre que permitiera alcanzar un 50 % del
crecimiento. Esta concentracion fue 8 mM para los microorganismos no adaptados y 16
mM para los adaptados. El andlisis estadistico mediante ANOVA arroj6 un valor de P
menor a 0,0001, lo que indica la alta significancia que tiene la disminucién en el
crecimiento.
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La figura 13 muestra que las células adaptadas a CuSO4 poseen una muy baja cantidad de
poliP en comparacion a las células control. En cambio, las células no adaptadas a CuSOs,
presentaron una baja en los niveles de poliP en el tiempo, pero su dindmica de sintesis y
degradaci6n de poliP fue Ia misma que en el control, alcanzando un punto maximo en la
fase exponencial tardia. Para las células no adaptadas a Cu el rango de poliP infracelular
fluctia aproximadamente entre 200 y 300 nmoles de Pi/mg de proteina durante la curva
de crecimiento. Por el contrario, las células adaptadas a Cu presentaron niveles de poliP
muy bajos, que oscilaron levemente en €l rango de los 80 nmoles de Pi / mg de protefna

desde el principio de la medicion.

@ 6001
= -a Control
° - 8 mM CuSO,
o {No adaptado}
5 400+
ey =~ 16 mM CuSQ,
£ {Adaptado)
S
f. 200+
=
— *%
g E L] cex * %
g 0 11 L] 1

40 80 80 100

Tiempo (h)

Figura 13. Determinacion de los niveles de poliP en M. sedula crecida en ausencia y
presencia de cobre. Se efectué la extraccion y cuantificacion de poliP como se describid
en materiales y métodos. Las condiciones de crecimiento de las células fueron como en
la figura 12. El anélisis estadistico mediante ANOVA arrojé un valor de P menor a
0,0001, lo que indica la significancia en el cambio de la concentracion de poliP
intracelular en las diferentes condiciones.
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Células crecidas hasta fase exponencial tardia se continuaron incubando por los tiempos
indicados en la figura 14 ya sea en ausencia (A) o presencia de un “shock” de cobre
agregado a tiempo 0 (B). Se puede ver que los niveles de poliP no varian en el tiempo en
el control sin metal. Por contrapartida, en presencia de cobre se observa que Ia
concentracién intracelular de poliP disminuye ripidamente a partir de los 15 min
alcanzando un minimo de aproximadamente 200 nmoles de Pi / mg de proteina a los 75

min, cantidad que se mantiene en el tiempo hasta los 180 min después del “shock™.
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Figura 14. Efecto del Cu en los niveles de poliP en M. sedula. Se crecieron células
hasta la fase exponencial tardia, en la que los poliP intracelulares estdn en su mayor
concentraciéon. A estas células se les determind los niveles de poliP a los tiempos
indicados en ausencia de cobre (A} y en condiciones de un “shock™ de 8 mM de cobre
agregado al tiempo cero (B). El anélisis estadistico mediante ANOVA arroj6 un valor de
P menor a 0,0028, lo que indica que la disminucion de los poliP intracelulares entre una
condicidn y otra es significativa.

Segiin lo observado, las células de M. sedula poseen poliP que disminuyen sus niveles
frente a la exposicién a CuSO4 en el medio de cultivo. En esta Tesis se ha demostrado
que la concentracion méxima de poliP en la célula se alcanza en la fase exponencial tardia
y corresponde a una magnitud de aproximadamente 400 nmoles de Pi / mg de proteina.
También se ha visto que los niveles de poliP disminuyen en un cultivo celular expuesto
a una concentracion no letal de 8 mM de CuSO4 y que poseen un minimo de
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aproximadamente 50 nmol de Pi / mg de proteina en cultivos adaptados a 16 mM de
CuSOs (Figura 13). Por otra parte, un “shock™ de CuSO4 promueve la disminucién de la

concentracion intracelular de poliP.

5.4 Objetivo Especifico 4

Caracterizacion de la enzima PPX de M. sedula

Como se ha descrito con anterioridad, en diversos microorganismos existe una enzima
responsable de la hidrélisis de los poliP que es la exopolifosfatasa (PPX) (Akiyama y col.
1993; Cardona y col. 2002; Lindner y col. 2009). La presencia de esta enzima en M.
sedula sblo esta propuesta por homologia de secuencia de DNA (Auernik y col. 2008).
Se ha predicho que el gen Msed 0981 codificaria para la enzima PPX en el genoma de
M. sedula. Para comprobar o descartar esta idea se clond, expresd y caracterizo el

producto de este gen que eventualmente codifica la PPX de M. sedula.

Para estudiar la actividad enzimadtica in vitro del producto del gen Msed_0981, este gen
se clond en el vector de expresion pET-TEV28a y se sobreexpreso en E. coli BL21 (DE3).
Ademds para determinar cudl o cuéles son los aminoécidos responsables de la catélisis en
esta enzima se realizaron sustituciones de los aminodcidos E111, E112 y E113 por el
aminoécido alanina. En la figura 15 se muestra la secuencia de los genes clonados en €l
vector con las respectivas mutaciones y su alineamiento con el gen de PPX de M. sedula.

En la seccidn 10.2 (anexos), se muestra el alineamiento completo del gen PPX.
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Figura 15. Alineamiento de las secuencias de DNA mutado de PPX de M. sedula
insertadas en el vector de expresion utilizado. Alineamiento de la region que muestra
la insercion de las respectivas mutaciones en el gen Msed_0981.

Una vez clonado el gen Msed 0981 en el vector, se efectud la expresion heteréloga de
la proteina (PPXr) que codifica el gen, en la cepa de E. coli BL21 (DE3). Los resultados

de la purificacion de la proteina se muestran en la figura 16.

Lavado Lavado Lavado Lavado

S50KDa |

Figura 16. Purificacién de la PPXr de M. sedula sobreexpresada en E. coli. Los
cuatro constructos creados, clonados y sobreexpresados heterologamente se purificaron
usando columnas de afinidad de Ni'. La separacion de las proteinas corresponde a una
electroforesis de 2 h a 200 V en un gel de poliacrilamida al 12 %.
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Para corroborar que el sustrato comercial (Polifosfato de 700 residuos de fosfato en
promedio) tuviese el mismo comportamiento descrito con anterioridad para los poliP
(Lichko y col. 2006), antes de efectuar los ensayos enzimaticos se hidrolizo parcialmente

con HCI (ver seccion 10.3).

Una vez comprobado que el comportamiento de los poliP 700 a utilizar correspondia a
los descritos con anterioridad, se realizé ensayos para determinar la temperatura dptima

de funcionamiento de la enzima.

La figura 17 muestra la temperatura Optima para la hidrélisis enzimatica del poliP

utilizando la PPXr purificada de M. sedula.

25+ -% Sin Enzima
- el
g 204 - PPXrde M. sedula
b
= 15- ns
L)
S
@ 10
Lo
2 ns
= 54
o
<

0 Y 4 1

50 60 70 80

Temperatura, °C

Figura 17, Determinacion de la femperatura éptima para la hidrolisis enzimatica in
vitre de poliP por la PPXr de M. sedula. Para determinar la temperatura Gptima de
reaccién se utilizé una concentracién de 50 nmol de Pi totales de poliP 700 en tampén de
reaccion (Tris-acetato 50 mM pH 7.0, KCI 175 mM y MnCl; 1 mM) y a cada reaccién se
agrego una cantidad de 200 ng de proteina pura y el producto liberado (Pi) se determind
luego de 30 min de reaccidn. El *** indica un valor P < 0,0001 y ns indica un cambio no
significativo.

Previo al andlisis que se muestra en [a figura 17, se efectuaron reacciones individuales a

distintas temperaturas (ver anexos) para determinar las tres temperaturas 6ptimas para
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realizar el ensayo en triplicado, que se muestra en la figura 17. Segin lo observado en los
anexos, la velocidad de liberacion de Pi mediada por la enzima difiere de la reaccion sin
enzima ya a 45 °C. Esta velocidad aumenta hasta llegar a un méximo a 65 °C y luego
disminuye a 75 °C. En la figura 17 se observa que la reaccién sin enzima libera Pi a 75
°C, por lo que la diferencia en esta temperatura entre ambas condiciones précticamente
no se observa, Mediante este experimento se logré determinar que la temperatura 6ptima
de ensayo para la enzima PPXr de M. sedula es de 65 °C. Aunque es importante
mencionar que la cantidad de Pi liberado es muchas veces menor a la cantidad de poliP700
agregado a la reaccion, Esto muy probablemente se debe a que la enzima requiere ademas
de algiin metal divalente para su reaccion. Por ello, se determing el efecto del Mn?* y el

Mg %' como se ha descrito anteriormente (Cardona y col. 2002; Rodrigues y col. 2002).

En la figura 18 se puede ver el efecto que tienen cada uno de los metales probados. La
figura 18A muestra el efecto del Mn?" en la reaccion enzimdtica. Se puede ver que existe
un pico a la concentracion 5 mM. En cambio, en la figura 18B se ve la aparicion del pico
de maxima actividad en la concentracion de 20 mM de Mg?*. También es importante
mencionar los niveles de Pi liberados, ya que como se menciond anteriormente, en cada
reaccion hay 50 nmol de Pi en forma de poliP 700, por lo que se puede inferir que es el

Mg?*, y no el Mn?*, el metal que activa de mejor manera a la enzima.

49




™
w

20- sn- + (3
- Sin Enzima
£ 5. =+ Sin Enzima = -+ PPXrde M, sedula
© -+ PPXrde K, sedule 0404
o k-]
g 104 E
2 4 2
p 204
& g3 ¢
E
¢ T Y T Y ) 0 4 7 4 .
o 10 20 30 40 50 1] 10 20 30 40 50
MnCl, (mM) MgCl; (mM)

Figura 18. Determinacién del efecto de Mn?" y Mg?* en la reaccion in vitro de la
PPXr de M. sedula. I.iberacion de Pi en una reaccion in vitro de la enzima PPXr de M.
sedula a tiempo final de reaccion de 30 min en presencia de Mn?* (A) o de Mg?" (B). El
procedimiento para determinar la cantidad de Pi liberado y la cantidad de poliP agregado
a la reaccion fue el mismo que se describid para los ensayos de temperatura y esta vez se
incubd a 65 °C. El valor estadistico de P en ambas figuras es < 0,0001.

Como una aproximacién cualitativa para estimar la actividad enzimatica capaz de
degradar el poliP se realizé un ensayo enzimético a diferentes tiempos y los productos de
reaccién se visualizaron por su separacién por electroforesis en gel. La figura 19 muestra
que a medida que aumenta el tiempo de la reaccién, la cantidad de poliP 700 disminuye

en el tiempo, lo que se atribuye a la accién de la enzima.

Ademas se puede apreciar que el poliP remanente en el tubo de reaccion sin ser degradado
es del mismo tamafio que el inicial (poliP700) a tiempo cero, pero disminuye su cantidad.
Al comparar éste experimento, con un experimento de hidrélisis dcida de poliP (Figura
37, anexos), se ve un cambio evidente en la formacién de especies intermedias de poliP.
Lo que se manifiesta en la formancién de una estela de poliP, a causa de [a formaci6n de
especies de poliP de diferente tamafio. Esto nos indica que la enzima es capaz de degradar

su sustrato desde el extremo.
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Figura 19. Analisis cualitativo de la degradacién enzimitica del poliP 700 mediada
por la PPXr de M. sedula. El ensayo enzimatico se realizo con 200 ng de enzima, 200
nmol de poliP 700 en 30 pL de reaccion a 65 °C por los tiempos indicados. Los
productos de la reaccion se separaron por electroforesis en un gel de poliacrilamida 15
%. Los poliP se tifieron con azul de toluidina.

Ademas de determinar las condiciones optimas para la reaccion de la PPXr se decidio
probar si eventualmente la enzima tenia preferencia por algtin sustrato en particular. Ya
que en el laboratorio se disponia de poliP s de distintos tamafios, se utilizaron para

comprobar la eficiencia de la enzima en la liberacion de Pi a partir de estos sustratos.
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Figura 20. Reaccion in vitro de PPXr con diferentes sustratos. Las incubaciones de la
PPXr de M. sedula se realizaron por 30 min a 65 °C. Los sustratos empleados fueron poliP
de 15, 45, 75 y 700 residuos nominales de Pi aproximados y con 50 nmoles (como Pi) de
cada uno. Segin el analisis estadistico: * P <0,1, ** P < 0,001 y *** P <0,0001.

De la figura 20 se puede inferir que la enzima puede de liberar fosfato desde los sustratos
poliP 45 y poliP 75, pero en menor cantidad que desde poliP 700, por lo que este tltimo
serfa el sustrato mas adecuado para medir la reaccién enzimatica. Ademds se ve que el
poliP 15 aparentemente libera una cantidad considerable de Pi. Sin embargo también lo
hace el control sin enzima. De esto se infiere que este sustrato se encuentra degradado en
su mayor parte y la liberacién efectiva de Pi por la enzima desde este sustrato de 15
residuos es minima y solo corresponderia a la diferencia entre el Pi liberado por la enzima
y lo que ya estaba inicialmente en forma de Pi en la solucién del sustrato
(aproximadamente 10 nmol de Pi).

Para determinar el aminoacido implicado en la catdlisis se construyd tres mutantes:
E111A, E112A y E113A. De estos aminoécidos, el responsable més probable de Ia
catdlisis enzimdtica en E. coli es el E112. En la secuencia de la PPX de M. sedula este

amino4acido corresponderfa al residuo E113. Se espera por lo tanto, que los otros dos
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aminoécidos no estan implicados en la catilisis, por lo que servirfan para evaluar esta
designacién de funcion.
En la figura 21 se muestra una curva de progreso de la reaccion, la que se efectud con'la

enzima WT y los mutantes E111A y E113A.
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Figura 21. Actividad de los mutantes E111A y E113A. La curva de progreso de la
reaccion enzimdtica se realizd en las condiciones experimentales determinadas
anteriormente. El andlisis estadistico de los datos indica que el valor de P para la
comparacion entre la curva de la reaccion con la enzima WT y los respectivos mutantes
es P < 0,0001. Este valor aumenta a 0,1 cuando se comparan las mutantes entre si.

En la figura 21 se puede ver que el mutante E111A posee muy baja actividad, pero la
pérdida de ésta es total en el mutante E113A. Este resultado indica que ambos amino
acidos estdn implicados en la reaccitn catalitica. En la figura 39 de la seccién 10, se
muestra la actividad que posee la enzima mutada en E112A, la que no se afecta por este
cambio.

Para determinar los parametros cinéticos de la enzima PPXr de M. sedula se realizaron
curvas de progreso a distintas concentraciones de sustrato con la enzima WT, las que se

muestran en la figura 22.
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Figura 22. Curvas de progreso de Ia reaccién enzimitica de Ia PPXr de M. sedula.
A) Curvas de progreso a todas las concentraciones de sustrato utilizadas. B) Se amplia la
escala de cada una de las curvas de progreso en forma separada para visualizar detalles
de los resultados.

Los grificos de la figura 22 muestran el comportamiento de la enzima PPX a diferentes
concentraciones de sustrato. Al realizar el anélisis de las pendientes de los gréficos en el
intervalo lineal de las curvas y graficarlas en funci6n de las concentraciones utilizadas,
&stas no se ajusta de buena manera a un comportamiento enzimético clasico de Michaelis-

Menten sino que se ajustan a una curva sigmoidea, lo que se puede ver en la figura 23.
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Figura 23. Comportamiento sigmoideo de la enzima PPXr de M. sedula. Curva
cinética de la enzima PPXr de M. sedula, los datos necesarios para efectuar esta figura
se tomaron de los resultados expuestos en la figura 21.

Para determinar si la PPX de M. sedula presenta inhibicion por producto, como se ha
descrito para la PPX de E. coli (Akiyama y col. 1993), se realizo ensayos de actividad

de la PPXr de M. sedula en presencia de Pi. En la figura 24 se observa un efecto que

sugiere la inhibicion de la actividad enzimética por uno de los productos de la reaccion

(Pi).
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Figura 24. Efecto inhibitorio del Pi sobre la PPXr de M. sedula. El ensayo para
determinar el efecto inhibitorio del Pi sobre la PPXr de M. sedula se realizé como se
indica en la seccion 4.5.2 con la diferencia que se agregd una concentracion conocida de
Pi al inicio de la reaccion.
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5.5 Objetivo Especifico 5

Ubicacion subcelular de la enzima PPX de M. sedula

Previo a los ensayos de inmunomicroscopia fue necesario purificar 3 mg de PPXr para
sintetizar los anticuerpos anti PPX. El método de purificacién fue el mencionado
anteriormente y Ia produccién de los anticuerpos policlonales se realizé por la empresa
Bios Chile S.A. En la figura 25 se muesttan los Western blots realizados con la enzima
pura y los anticuerpos preparados. El anticuerpo reconoce especificamente a la enzima a

diferentes diluciones.
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Figura 25. Reaccién del anticuerpo Anti PPXr con PPXr parificada por Western
blot. Se utilizd la misma cantidad de proteina en todos los carriles (aproximadamente
10 pg totales). Una vez realizada la transferencia y el bloqueo de las membranas, se
agregd el anticuerpo primario en las diluciones indicadas para cada gel. Posteriormente
se lavé la membrana y se incubé con €l anticuerpo secundario asociado a la peroxidasa
en una dilucién de 1:5000. C-: extracto celular de 4. ferrooxidans.

En la figura 25 se aprecia la efectividad del anticuerpo sintetizado contra la PPXr de M.
sedula empleando diferentes concentraciones de anticuerpo. Ademds se observa la
especificidad de este anticuerpo ya que no reacciona con el control negativo (extracto

celular de 4. ferrooxidans).
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Para determinar la ubicacion subcelular de la PPX de M. sedula se efectué inmuno
microscopia electrénica. La figura 26 muestra algunas microfotografias de células control
no expuestas a cobre (figura 26A) y células adaptadas a 16 mM de CuSOj (figura 26B).
Ademés se muestra en C un control de E. coli sobreexpresando la PPXr en un ensayo en
ausencia y en presencia del anticuerpo anti PPX. Este tiltimo control comprueba que la
posicion de las esferas de oro corresponden a la colocalizacion debida a la interaccion
entre el anticuerpo anti PPX y el anticuerpo anti IgG de conejo conjugado a esferas de
oro. Segin lo que se aprecia en la figura, las esferas de oro en las células de M. sedula no
parecen tener una ubicacién definida. Ademds, al comparar las células no tratadas con
cobre con las expuestas al metal, no se observa un cambio en la localizacion de las esferas

de oro.
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Figura 26. Localizacion subcelular de la PPX de M. sedula. A) M. sedula no
expuesta a cobre. B) M. sedula expuesta a 16 mM de cobre. C) E. coli sobreexpresando
la PPXr. D) E. coli sobreexpresando la PPXr a sin anticuerpo anti PPX. Las flechas
indican algunos de los granulos de oro visualizados.
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5.6 Objetivo Especifico 6

Analisis de la expresion transcripcional de probables determinantes de resistencia a

cobre por gRT-PCR

Se analizo los genes indicados en la Tabla 2 por qRT-PCR. Estos genes se escogieron
por su eventual implicancia en la resistencia a metales en este microorganismo. Junto

con la tabla se entrega un esquema de los genes en su contexto celular.

Tabla 2. Genes de M. sedula analizados mediante la técnica de qRT-PCR.

Nombre del gen  Proteina que codifica Descripeion de la proteina
Msed 1512 ortdlogo a pho84* Transportador general de sustrato
Msed_1094 ortologo a pho84* Facilitador de transporte principal
Msed 0866 ortologo a pho84* Transportador general de sustrato
Msed 0846 ortélogo a pho84* Transportador general de sustrato
Msed 0981 PPX Exopolifosfatasa
Msed 0490 Cop A ATPasa tipo P
Msed 0491 CopM Proteina de union a metal
Msed 0492 CopT Regulador transcripcional

* Segin Auernik y col. (2008).
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A continuacién se presenta una descripcion un poco mas amplia de las proteinas descritas
en la Tabla 2.

Posibles proteinas ortélogas a Pho84.

Msed 1512, su analisis mediante un BLAST de proteinas indica que posce un dominio
MEFS (The Major Facilitator Superfamily). Este dominio corresponde a un gran grupo de
transportadores secundarios. Ademés posee similitud con el sistema de simporter proton
fosfato. Msed_1094 anotado como “major facilitator transporter” y la proteina que
codifica pertenece a la familia MFS (Major Facilitator Superfamily). Msed _0866: gen
anotado como transportador general de sustrato codifica para una proteina de 458 amino
4cidos. Un analisis mediante BLAST mostro la presencia de dominio MFS y su anotacion
corresponde a una proteina general de fransporte de sustrato. Msed_0846 también es un
gen anotado como un transportador general de sustrato y la proteina que codifica esta
anotada como proteina general de transporte de sustrato que posee un dominio MES.
Componentes del sistema Cop en M. sedula.

Msed_0490 (Cop A), su producto génico estd descrito como una ATPasa tipo P
translocadora de metales (Maezato y col. 2012). Msed_0491 (Cop M) codifica una
proteina de 55 aminodcidos y tiene un dominio YHS. Este dominio posee
aproximadamente 50 amino4cidos y usualmente posee dos cisteinas que probablemente
sean funcionalmente necesarias. El dominio se encuentra en ATPasas transportadoras de
cobre, algunas fenol hidrolasas y en un grupo de proteinas de membrana no
caracterizadas. Este dominio se denomina YHS debido a la presencia altamente
conservada de estos tres aminodcidos en su secuencia. Probablemente corresponda a un
sitio de unién a metales, posiblemente cobre. Este dominio se encuentra duplicado en
algunas ATPasas de cobre. Msed _0492 (Cop T) es un gen anotado como de la familia

AsnC de reguladores transcripcionales. Esta subfamilia de represores transcripcionales
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corresponden a proteinas en cuya estructura poseen un dominio “helix-turn-helix” y al
parecer tienen la capacidad de disociarse del DNA en presencia de iones metalicos.

Los ensayos de gRT-PCR se efectuaron de dos maneras diferentes. Los primeros, se
centraron en determinar la presencia del transcrito de los genes mencionados en la Tabla
2 en distintos puntos de la curva de crecimiento de M. sedula en cultivos adaptados a
CuS0; 16 mM y en cultivos crecidos en CuSO4 8 mM no adaptados al metal. Ademas se
realizaron mediciones en cultivos sometidos a un “shock™ de 8 mM de CuSOgen la tapa
exponencial tardia del ciclo celular (para una mejor comprension de los cultivos utilizados
véase la seccion 4.1.4).

La figura 27 muestra los niveles de expresién de los RNAm de los cuatro genes tipo
Pho84. Se compara entre células adaptadas y no adaptadas a Cu. Se puede ver que la
expresion de los mensajeros varia de acuerdo a la fase de crecimiento de las células y

ademés la adaptacién a Cu también es un factor que afecta la expresion del mensajero.

61




Msed_1512 Msed 1094

F-
5

-
T
H
H
H
i
i
H

e

MR CuS0, 16mM
{Adaptado}

1 CuS0,8 mid
{Ho adaptade)

[2]
(1

Veces de cambio
i i

Veces do camblo

ns
Jrsrersrnsrenad
o-j'ﬂ i. ¢
& ¥ L

Tlempo {h) Tiempe th}
Msed_0866 Msed_0846
8 B
Forsmnmtesend ns

&
L

Vacos do camblo

i j.%] [~ ]

* Il I
-
i

[ty
il
A
Vetas do cambio
[=1] - ~
[1 1 [
-
* H
. i
i
i
H

pr 3
:] n

wha

N

$ < & & Av B
Tiempo (h} Tiempo {h}

Figura 27, Expresion cuantitativa de los transcritos de los genes ortélogos a Pho84
de M. sedula. La cuantificacion de los mRNAs correspondientes se realizé segin lo
descrito en materiales y métodos. Las extracciones de RNA totales para la posterior
generacion de los cDNAs se hizo en los distintos tiempos de la curva de crecimiento
indicados en la figura. El andlisis estadistico se hizo entre grupos de células (adaptadas y
no adaptadas) y entre tiempos (miembros de un mismo grupo). En donde: ** =P < 0,005,
*** =P <0,0001 y ns =No significativo. Las barras individuales que no poseen asteriscos
implican que no hay diferencia significativa entre ellas.

Dada la variabilidad del comportamiento de los cuatro transcritos, ¢l analisis de sus
niveles diferentes tipos de cultivo y en diferentes etapas de la curva de crecimiento no
resulta sencillo. Lo primero que resulta evidente es la importancia de determinar el
momento de la curva de crecimiento en el que se realiza este tipo de medicién ya que para
el caso de un mismo gen los niveles de transcrito son diferentes a lo largo de la curva de

crecimiento.
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En la figura 28 se muestra el andlisis por qRT-PCR de los transcritos del gen que codifica

a la enzima PPX en M. sedula.

Msed_0981
2.5 l CuSQ, 16 miM
" {Adaptado}
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Figura 28. Expresion cuantitativa de los transcritos del gen que codifica Ia PPX de
M, sedula. Los ensayos se realizaron del mismo modo como se explica en la figura 27.
El andlisis estadistico de los datos indico que no existe diferencia significativa entre los
-datos comparados entre las distintas condiciones. * =P < 0,01.

La figura 28 muestra que existe un aumento en la expresion del mRNA de la PPX en la
fase exponencial de crecimiento la que vuelve a disminuir en la fase exponencial tardia.
Este comportamiento se mantiene para los cultivos de células adaptadas a Cu, pero con
una magnitud de expresién un poco mayor en relacion a la de las células no adaptadas.
Segun el analisis estadistico, al comparar las células adaptadas con las no adaptadas, no
se observan cambios significativos en la presencia de este transcrito. Esto puede hacer
pensar en la expresion constante y similar de este transcrito bajo estas dos condiciones.

En la figura 29 se pueden ver los resultados de los niveles de transcripcion de los
transcritos de los genes que componen el operén cop mediante qRT-PCR (Maezato et al.

2012).
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Figura 29. Expresion cuantitativa de los transcritos de los genes que conforman el
operon cop de M. sedula. Los ensayos se realizaron del mismo modo que en la figura
26. El analisis estadistico se hizo de igual manera que en la figura 26 en donde: * =P <
0,01 ** =P <0,001, *** =P <0,0001 y ns = No significativo.

Los niveles de los transcritos que forman este operén muestran variaciones de expresion
similares en el tiempo del ensayo. Los transcritos que se cotranscriben presentan un
aumento en las células no adaptadas a cobre, el que luego disminuye hasta llegar a la
fase exponencial tardia. Las células adaptadas a cobre presentan un leve aumento en la
fase exponencial para luego volver a disminuir en la fase exponencial tardia. Por su

parte, el transcrito del gen copT (Msed_0492) disminuye hacia la fase exponencial.

Adicionalmente se estudié la expresion de los genes en condicion de “shock™ de cobre.
La figura 30 muestra los cambios en los niveles de expresion de los genes ortélogos a
pho84.
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Figura 30. Expresion cuantitativa de los transcritos de los genes ortélogos a pho84
en M. sedula en condiciones de “shock” de cobre. El experimento consistio en la
extraccion de RNA total de las células a distintos tiempos luego de un “shock™ de 8 mM
de CuSO; en la fase exponencial tardia del ciclo de crecimiento. El andlisis estadistico
de la varianza (ANOVA) de los datos en su globalidad arrojé un valor de P < 0,0001.
Una vez analizado los datos de forma global se analizé el valor menor de las veces de
cambio de cada gen (tiempo cero) v/s el valor méaximo alcanzado, segun estos
resultados: ** = P < (0,005 y *** =P <0,0001.

En la figura 30 se observan claramente un aumento en los transcritos a medida que pasa
el tiempo después del “shock”. Este aumento alcanza su méaximo a la media hora y
luego comienza a declinar.

La figura 31 muestra la evolucion de la expresion de los transcritos del gen que codifica
para la enzima PPX de M. sedula. Al igual que en el caso anterior, se puede observar un
aumento de los transcritos para este gen hasta la media hora después del shock, aunque
es importante destacar que la magnitud de aumento es menor a la observada en los casos

anteriores.
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Figura 31. Expresion cuantitativa del transcrito del gen que codifica Ia PPX en M.
sedula en condiciones de “shock”. Los ensayos se realizaron de la misma manera que
en la figura 29. El andlisis estadistico de varianza (ANOVA) realizado para el conjunto
de datos arrojé un P < 0,005.

Finalmente, la figura 32 muestra la cuantificacion de los transcritos de los genes
pertenecientes al operén cop de M. sedula. Los niveles de expresion de estos genes
cambian en el tiempo en forma similar a la de los otros genes estudiados en condiciones
de “shock” (Fig. 30 y 31), excepto para el transcrito perteneciente al represor
transcripcional copT, cuyos niveles se mantienen practicamente constantes luego del
“shock”. Esto indicaria que posterior al “shock” este transcrito permanece constante por
lo que Ja cantidad de proteina que se podria generar a partir de la sintesis de novo de este
mRNA serfa nula. Esta situacion ayudaria a tener menos represor en el sistema, lo que

permitirfa la expresion de los genes copA y copM.
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Figura 32. Expresion cuantitativa del transcrito de los genes pertenecientes al

operén Cop de M. sedula en condiciones de “shock” de cobre. Los ensayos se

realizaron de la misma manera que en la figura 30. El anlisis estadistico de varianza

(ANOVA) realizado para el conjunto de datos arrojé un P < 0,0001.
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5.7 Obietivo Especifico 7

Andlisis cuantitativo de la expresién de proteinas en condiciones de ausencia y

presencia de cobre en M. sedula

Este objetivo se llevo a cabo con proteémica cuantitativa, utilizando la técnica de
iTRAQ, con proteinas de un extracto de células de M. sedula control y adaptadas a 16

mM de cobre.

La Tabla 3 muestra los niimeros de proteinas que aumentan o disminuyen y la categoria

fincional a la que pertenece cada una de ellas.

Tabla 3. Proteinas de M. sedula que varian significativamente sus niveles en
presencia de cobre.

_ FUNCTIONAL CATEGORY Total protelns  Upregulated proteins  Down regulated proteins
INFORMATION STORAGE AND PROCESSING
Transletion; ribosomal structure and biogenesis
RNA processing and medification
Transcription
Replication; recombination and repair
Chromatin structure and dynamics
CELLULAR PROCESSES AND SIGHALING
cell cycle control; cell division: chromoscme partitiening

P ST TR IR Y

Huclear structure

Defense mechanisms

Signal transduction mechanisms

Cell wall/membrane/envelope biogenesis

Cell motility

Cytoskeleton

Extracellular structures

Intracellular trafficking; secrstion; and vesicular transport
Posttranslational modiricationi_prctein turnover; chaperones
METABOLYEM

Energy production and conversion

Carbohydrete transport and metabolism

Anino acid transport and metabolism

Nucleotide transport and metabolism

Ce o B WM N
P T IR . I R I - - )

[ ]

[t
~ W

Coenzyme transport and metabolism

Lipid transport and metabolism

Inorganic ion transport and metabolism

Secondary metabelites biosynthesis; transport and catabolism
POORLY CHARACTERIZED

General functien prediction oniy

Function unkaown

Hot predicted

TOTAL

PR e BN

oy e
W

-
Mol r  rrwe s W,

Brupn, rurwaprw Gi- '

B]
i

El andlisis se realizé mediante proteGmica cuantitativa utilizando la técnica de iTRAQ.
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La figura 33 muestra un resumen los datos de la Tabla 3 en forma de grafico. Sesenta y
una proteinas variaron significativamente su “expresion” en células adaptadas a 16 mM

de cobre.

= Metabolism

m Cellular processes and
signaling

= Information storage and
processing

m Poorly characterized

Figura 33. Categorias funcionales de las proteinas que varian significativamente en
células de M. sedula adaptadas a Cu 16 mM. Resumen grafico de los datos de la
Tabla 3.

En la Tabla 4 se muestra la categorizacion de cada una de las proteinas que aumenta su

““ 2 r % I3 . . . _
expresion™ ademds del nivel de aumento que tienen relativo al control en ausencia de

metal. Y la tabla 5 muestra las proteinas que disminuyen su “expresion” en células

adaptadas a cobre, ademas las ordena por categoria funcional y dentro de este orden

estan ordenadas desde mayor nivel de cambio a menor nivel de cambio.




Tabla 4. Proteinas que aumentan su nivel en células adaptadas a cobre.

Acceislonnumber  Gan code Fonction/simfarity Scare numbar _ Fold 16mM
METABOUSEL
% Fom transport and =
A4YG19 Msed 1210 Rhadanese domaln protein 356,33 31,03 12 739
Amina acid transport and metabolsm
A4YFD1 Msed 0962 Fhosphoadenylylsalfs d joredxin] 5533 700 1 826
AING Msed_2074 Glutamate dehydrogenase 149400 5833 37 324
AAvrO2 Msed 0813 3 fmal dehyd: 78,00 15,13 3 2,85
[o! ydra port and
AYIX4 Msed 2238 2,3-bisphosphoglycerate det phx mutase 117,00 7,53 3 3,11
and
A4YHGI Mised_1716 Ribonudecside-diphasphate reductase 970,00 3417 26 A
AAYEFD Msed_0726 Histidine triad (HIT) protein 18,00 550 1 2,62
Energy production and comversion
ANRRO Msed_2012 NADH dehydrogenase subcit B 37,00 760 1 11,08
AdYHY4 Msed 1896 NADH defydrogenase subunit € 102,67 1230 3 301
ALYHYT Msed_1839 NADH-quinone oxidoreductase, chain I 16,00 5,90 1 2,85
ALYDHL Msed_0296 Rubrerythrin 293,33 T8 26 228
Coenzy port and
AdYCMS Msed_0004 Nicotiramide nucleotide sdenybytransferase .. 533% 650 2 29
CELLULAR PROCESSES AND SIGNALING
F protein
ALYEWD Msad 0787 Putative unchararterized protein Thioredox_DsbH (FR11150) 5331 2,03 1 659
ALYD28 Msed_Q153 Glutaredain-like comain protein 398,33 35,20 -] 407
AYECY Msed_0640 Heat shock protein Hp20 230,00 4293 -] 2,34
Daterse mechanisms
AAYHAL Msed 1648 ___ Putstiveuncharacterized peoteln 2500 14,33 1 491
INFORMATION STORAGE AND PROCESSING
T = T and blogenesis
AAYI2S Msed_229Q Putative uncharacterized protein 116,33 3510 3 2,40
AAYEVE Msed 0076 Exosome complex compohent Rrpd 518,00 46,83 13 227
Replicaion; recanbination and repalr
ASYEIR Msed 0663 Nuxlelc acd binding, 08-fold, tRNA/heficase type 252,13 48,53 7 428
AdYIPO Msed_2153 DNA primase DnaG 97,67 6,50 2 3,29
AAYET3 Msed_G760 Putative uncharacterized protein (HerA Heficase) 101,23 577 FA 230
Transcription
MYIAZ Msed_3955 DNA-directed RKA polymerase, subonit M 40,33 7 2 4,10
AVERS Msed_0565 . __ Fenscriptionat regulator, PadR famtly . 3 62,50 6,50 z 2,16
POORLY CHARAGTERLZED
Genesal function prediction only
AdYHB4 Msed_1661 Putative uncharacterized protein (Pac2) 26,00 5,50 1 250
A4NID3 Mised_205% Putathve d in (1 Hpid-bindi otein, PBP famity) 249,00 867 T 2,40
Function unknown
ALYEBO Msed 0557 Pulative uncharactenired protein 2100 510 1 605
MIYEAL Msed_0578 Putative uncharacterized protein 293,00 6293 s 3,58%
AJYGEM Msed_1489 F i + terized protein (zinc-+ibbon domain} 4533 6,98 1 3,91
ARYHMD Msed 1767 Putative uncharacterized proteia 372,33 17,40 9 3,10
ASYEIE Msed_0663 Putative uncharacterized protein £0,00 7,0 2 2,81
AAYCES Msed_0Cs0 Putative uncharacterized protein 450,33 2433 11 1,04
AdYVA Wsed_0429 Putastive uncharacterized protein {Dominio DUF3834) 740,67 70,19 22 236
ALYDXS Msed_0450 Putative ingharacterized protein (OrsE) £04,00 7033 15 2,17

70




Tabla 5. Proteinas que disminuyen su nivel en células adaptadas a cobre.

I Actesslon number  Gencode Functlonfsimllarity Seora Peptide number  Fold 16mM Cu;
: METABOUSM f
panici pect and
A4YEYL Msed_0808 Trka-N damain protein 41,60 430 1 022
Amino ackt ranaport and mataboksm
MVFAS Msed_0874 Arginine deiminase 47,00 4,00 1 313
ANVDAS Msed 8270 N2-acetyl-Llysine deacetylase 30,00 750 1 027
ATHRO Msed_1686 ] t 1| e} 16,00 12,20 1 042
AAYEES Mszed_ 0623 2sopropylmalate synthase 2800 =.R0 1 0,44
Ci A
AYGa3 Msed 1286 ABC transporter ATP-binding protein 3000 6,50 1 LX)
Nucleolkis lranaport and metaboism
AVIET Msed 1979 : yigh il hase 1 2067 1367 2 048
AYIEE Msed 1578 Phasphoribarylformylglycinamidine synthase, pars 1850 1670 1 0,46
Energy production and conversian
ALYELS Mised 0485 Cymchrome ¢ oxidass, subunit} 6267 400 2 0,40
AMYGP2 Msed_3437 4Fe-45 ferredaxin, fron-sulfur binding domain protein 3300 6850 1 < g
AYGIC Msed_1201 3 dorodk defta submit 3857 2,80 1 X1
G and
ASYEF4 Msed_0G31 Dihydsoptercate synthase-related protein 53,00 320 1 D47
Lipi} transpart and meataboksm
ASYGOE Msed_1291 AMP-depandent syathetzse and igase 18,00 4,40 1 035
AAYDE? Msed_0272 fAcyl-Coh dehydragenase domakn protein 2433 10 9 0,38
AAVEGL Msed_ 0635 e, MethylmalomdCoAmutase | 69,67 423 2 039
CELLULAR FROCESSES ARD SIGHALING
Datensa mechsnisms
ALYFWI Msad 1153 Putative uncharacterized protein [CRISPR assoclated protein, COG151Y family) 259467 40,13 7 046
Signal ransduction mechanizms
ALYGUS Msed 1490  __ Fadomalneomalingpemiein _ . 2100 9,60 1 046
INFORMATION STORAGE AND PROCESSING i
and biog
PATTYS Msed_2247 305 ribesomnal pratein $15 15,00 5,90 1 037
AdyCUs Mised_0069 Putative unch d proteln {505 ri blnding GTPase) 38,00 5,30 1 [ 41:]
AsYCR2 Msed 0117 154 ribososat protein L34E 15233 2533 [ c48
AYHHS Msed 2721 $5U rlbosomsal protein S30E 26,33 .73 1 o048
Transaription
AAYGS3 Msed_1468 Transcriptional regutator, Abre family 209,33 8240 & 040
t i and dy
ATYRLS Miad_$762 . . ChromatinproeinCren?_ . 300 32,90 2 0,33
L PODRLY CHARACTERIZED :
Ganerat funcbon prediction only
AAYELL Msed_5485 Putative signat transduction, protein with CBS domains 21000 2480 5 057
Funchion unlnown
MAYEXF Msed_0804 Pyrrolo-quincline quinone: 2150 150 1 016
AAYHT4 Msed 1621 Putative uncharacterized proteln 26,00 240 1 08
AYGIS Msed_ 1413 Putative uncharacterized pratein (DUF1955) 7150 9,50 3 0,48
Not pradictad
AAVGNZ Mied_1519 Putative uncharacterized protein 3100 2320 1 041

El dato principal que arroja el andlisis de las Tablas de los experimentos de proteémica

cuantitativa, indica que las proteinas que al parecer tienen una mayor variacién en

condiciones de adaptacién a cobre son aquellas que estdn involucradas en funciones

metabdlicas de la célula.

Para facilitar el estudio de las 61 proteinas que variaron de manera significativa se

realizé un anilisis de enriquecimiento, el que consiste en una validaci6n, basada en el

conocimiento biol6gico previo, de los resultados obtenidos por téenicas de agrupacién

de genes (Clustering y Biclustering) sobre bases de datos de expresitn genética (Priness

y col. 2007). Los analisis de enriquecimiento se realizaron utilizando el sistema

disponible en: http://david.abce.nciferf.gov.
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El analisis de enriquecimiento realizado para las proteinas que aumentan su nivel de
expresion dan indicios de que existe una activacion de los procesos relacionados con la
unién a metales y los procesos redox, la actividad oxidoreductasa que involucra NADH
o NADPH y de fosforilacion oxidativa. La Tabla 6 muestra un resumen de los

resultados obtenidos en el analisis.

Tabla 6. Analisis de enriquecimiento para las proteinas que aumentan su nivel de
manera significativa en un cultivo de M. sedula adaptado a cobre.

Puntuacién de enriquecimiento: 1,36  Cuentas

Actividad oxidoreductasa 3 2,5x10”
Oxidoreduccién 6 2,7x 107 |
Fosforilacién oxidativa 3 1,2x107

Puntuacién de enriquecimiento: 1,27

Unién a iones

1
Unién a cationes 6 51x10°
1
Unién a iones metélicos 6 5,1x10” i
Unién a iones metalicos de transicion 5 6,0x 10” |
|

El mismo andlisis se realizé para las proteinas que disminuyeron su expresion en células
adaptadas a cobre. Los resultados obtenidos, se resumien en la Tabla 7. Los procesos
biologicos relacionados con las proteinas que disminuyen su nivel son aquellos
vinculados con la union de distintos metales. Esto plantea una paradoja con lo visto en
el analisis anterior, pero cabe destacar el hecho que el valor de enriquecimiento para

esta muestra es de 0,7 y ademas los valores de p, son elevados, lo que indica qué debido

al bajo niimero de proteinas que disminuyen su nivel, no es posible diferenciar si esta




disminucion, es a causa de la exposicion a cobre o solamente corresponde a un eventual

azar.

Tabla 7. Anilisis de enriquecimiento para las proteinas que disminuyen su nivel de
manera significativa en un cultivo de M. sedula adaptado a cobre.

Puntuacién de enriquecimiento: 0,7 Cuentas = Valor p' -

Unién a metales de transicion

Inién a ion hierro 3 1,2x10"
Actividad transportadora de electrones 4 2,1x10"
Inién a ion zinc 3 2.3x10"
Unién a iones 5 2, 7% 10"
Unién a cationes 5 2,7x10"
Unién a metales 5 2,7x% 10"
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6. DISCUSION

6.1 Analisis bioinformaético

El alincamiento de las secuencias de las proteinas PPX de M. sedula y PPX de S.
solfataricus versus la PPX de E. coli mostro un porcentaje de identidad de 19,6 % en
ambos casos. Al comparar la enzima PPX de M. sedula contra la de S. solfataricus se
observa que el porcentaje de identidad entre ambas secuencias es de 37,4 %. Este nivel
de identidad hace prever que la funcionalidad de la PPX de M. sedula serd similar a la
descrita para la PPX de S. solfataricus (Cardona y col. 2002). El alineamiento de las
secuencias de las PPX de E. coli, M. sedula y S. solfataricus mostré que los aminoécidos
responsables de la catilisis, unién a Mg y los aminoé4cidos que forman un puente salino
con el sitio catalitico en la PPX de E. coli (Rangarajan y col. 2006) se conservan en la
secuencia de las PPX de M. sedulay S. solfataricus. La Gnica salvedad en la conservacion
de estos sitios, es el hecho que el aminoécido Aspl143 de E. coli, involucrado en la unidn
de Mg est4 sustituido por dcido glutdmico (Glu), lo que no cambia el caracter dcido del

residuo.

Las principales caracteristicas de la estructura cristalografica descrita para PPX de E. coli
son que la enzima funcional estd conformada por un dimero, el quel esta costituido por
dos monémeros que se componen de cuatro dominios. El sitio activo de la enzima esta
conformado por la interfase de los dominios Iy IL Otra caracteristica que se ve en la
estructura de la PPX de E. coli es la presencia de un sitio rico en aminodcidos de caracter
basico, los que en su mayoria se encuentran entre los dominios I'y II y en menor medida
en los dominios III y IV (Rangarajan y col. 2006). Estos residuos forman un “bolsillo
basico” en el que se posicionaria el sustrato con una alta carga negativa (poliP). Llama la

atencién que los aminodcidos que forman el bolsillo bésico en E. coli no se encuentran

74




conservados en las secuencias de las PPX de M. sedula y S. solfataricus. Al realizar el
modelamiento de la PPX de M. sedula utilizando como molde la estructura de la PPX de
E. coli, se observa que en la zona cercana al amino#cido catalitico (la interfase entre los
dominios Iy II) hay presencia de un grupo de aminodcidos de caracter bésico que estarian

formando el “bolsillo basico” donde se posicionaria el sustrato.

La estructura de la PPX de M. sedula mostrd la ausencia del dominio IV, que posee
similitud con algunas proteinas de “shock frio” de unién a RNA (Rangarajan y col. 2006),
pero al que atin no se le ha otorgado una funcion especifica en la PPX de E. coli. Este
dominio no seria esencial para la actividad de la PPX ya que también est4 ausente en la
PPX de S. solfataricus y su ausencia no supone una merma en la actividad de la enzima,

como se determind en el trabajo de Cardona y col. (2002).
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6.2 Identificacién y cuantificacion de poliP

Para comprobar que los granulos observados al interior de M. sedula (Orell y col. 2012)
corresponden a granulos ricos en fosforo, se observaron por microscopia electronica de
transmisién asociada a EDX (energia de dispersion de rayos X). Esta técnica se utiliza
para el analisis elemental o caracterizacion quimica de una muestra. Se basa en una
interaccién de alguna fuente de excitacion de rayos X y una muestra. La capacidad de
esta técnica de detectar los elementos presentes en la muestra se debe al principio
fundamental de que cada elemento tiene una estructura atémica tinica que permite un
conjunto tinico de picos en su espectro de emision de rayos X (Goldstein y col. 2003).
Para estimular la emision de rayos X caracteristicos del espécimen que se esudia, se centra
un haz de alta energfa de particulas cargadas, como electrones o protones. Un &tomo, en
reposo, dentro de la muestra se encuentra en estado fundamental (no excitado) con sus
electrones en orbitales discretos de energia cercanos al niicleo. El haz incidente excita un
electrén, el que aumenta su nivel de energia por lo que se transfiere a un orbital de mayor
energfa (generando un orbital de baja energfa vacio). El orbital vacio es ocupado por un
electrén de mayor energia, por lo que la diferencia de energfa entre el orbital de mayor
energia y el de menor energia es liberada en forma de rayos X. El ndmero y energia de
los rayos X emitidos desde una muestra se pueden medir mediante un espectrémetro de
energia dispersiva. Como se mencion6 anteriormente el patrén de picos de cada elemento
es unico, con lo que se puede establecer la composicion elemental de la muestra

(Goldstein y col. 2003).

Los resultados mostraron la presencia de un granulo al interior de las células de M. sedula.
Este grénulo al ser sometido al analisis de EDX, mostré un porcentaje de fosforo mayor
al de los otros dos puntos analizados, tanto en el citoplasma como el exterior de la célula.

El punto analizado al exterior de la célula mostr6 un porcentaje de fosforo mayor que el
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analizado en el citoplasma celular, lo que puede deberse a que la muestra se lava varias
veces en un tampon rico en fosfato, el cual al secarse, probablemente acumula las sales
presentes en el tampén y las concentra al exterior de la célula. En conjunto, estos datos
indican que el granulo denso al paso de los electrones observado en M. sedula
corresponde a un granulo de alto contenido de fosforo, por lo que se sugiere que este

podria estar formado en su mayor parte por polifosfatos.

La cuantificacién de los poliP intracelulares mostré que Ja cantidad méxima de poliP
intracelular se alcanza en la fase exponencial tardia, similar a lo observado en 4.
ferroxidans (Alvarez y Jerez 2004). El rango en el que fluctiian los niveles de poliP en M.

sedula es entre 100 y 400 nmoles de Pi / mg de proteina.

Al vincular la presencia de granulos de poliP con la resistencia a metales, en la teoria
propuesta por Keasling (1997), se ha sugerido una aparente correlacion entre la cantidad
de poliP y la eventual resistencia a metales que pueda tener un mricroorganismo. Para
comprobar que hay una mayor resistencia a metales cuando se tiene mayor cantidad de
poliP intracelular, se necesitarfa poder modificar los niveles de poliP intracelular de este
microrganismo. Lamentablemente no se dispone de un sistema en de M. sedula para
montar los genes implicados en la sintesis de poliP. Por otro lado, la comparacién de la
resistencia a cobre de M. sedula con otros miembros similares, incluso de su propio
género, como S. solfataricus, no pueden hacerse directamente, ya que las condiciones de
cultivo de los microorganismos no son las mismas y ademds los poliP poseen diferentes
funciones en las células (Kornberg y col. 1999). En este dmbito, experimentalmente en
nuestro laboratorio se ha observado que una cepa de E. coli que carece del regulador
PhoU (Morohoshi y col. 2002), por lo que acumula poliP en forma de granulos, aumenta

su resistencia a cobre en comparacion a la cepa silvestre, elevando su MIC de cobre de 3
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mM a aproximadamente 9 mM (no publicado). Esto reafirma la idea que los poliP son

importantes en la resistencia de los microorganismos a los metales.

6.3 PoliP en presencia de cobre

Los resultados indican que cuando M. sedula se expone a cobre las células no adaptadas
poseen niveles de poliP similares a las células control. Se observa ademds que los niveles
de poliP sélo diminuyen hacia el final de la fase de crecimiento. En cambio células
adaptadas a cobre poscen alrededor de un 20% del poliP presente en las células control a
lo largo de toda la etapa de crecimiento. Este tipo de comportamiento reafirma lo
observado anteriormente para otras células (Alvarez y Jerez 2004; Remonsellez y col;
2006; Grillo-Puertas y col. 2014) y sugiere que células expuestas a cobre recurren a la
degradacion de sus poliP intracelulares en respuesta a la presencia del metal en el medio.
Las células no adaptadas posiblemente degradan una pequefia porcién de poliP para
resistir a la presencia no letal de cobre en el medio. Posiblemente la menor cantidad de
cobre en el medio de células no adaptadas cause la degradacién de una porcion de los
poliP intracelulares, mientras se expresan otros sistemas de resistencia al metal, y una vez
que estos sistemas de resistencia han sido expresados, la degradacién de poliP es
suprimida manteniéndose un nivel de poliP menor al del control, pero mayor al de las

células adaptadas.

El hecho que Jas células adaptadas al metal presenten un nivel de poliP bajo durante toda
la curva de crecimiento quizas se deba a que éstas sintetizan y degradan poliP a una misma
velocidad. Esto posiblemente se deba a la necesidad de energfa extra, ya que como se ha
descrito, el poliP en algunas ocasiones puede ser utilizado como sustrato para la sintesis
de ATP (Haeusler y col. 1992). Por otro lado, la célula puede estar utilizando el Pi

degradado desde el poliP para unirse al metal y ser expulsado a través de los
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transportadores de fosfato ya que como se ha demostrado anteriormente los
transportadores de Pi poseen una vital trascendencia en el transporte de metales en la
célula (Keasling 1997; Elias y col. 2012). Ademds, como en estas condiciones las células
estan en su maximo nivel de resistencia a cobre, es posible que tengan operando a maxima
capacidad todos sus sistemas de resistencia a metal, por lo que la utilizacion de poliP
como elemento de resistencia a metal no puede ser suprimida, sino que se necesita de
manera constante. Esto provocaria que las células en esta condicién de adaptacién a cobre

no acumulen poliP y presenten un nivel bajo de poliP durante la curva de crecimiento.

Para determinar que sucede con los poliP de M. sedula inmediatamente después que la
célula es expuesta a cobre, se realizaron experimentos de “shock de cobre”. En estas
condiciones, los poliP no varfan en el control sin metal y en presencia de cobre se observa
que la concentracién intracelular de poliP disminuye luego de 15 min después del shock
alcanzando un minimo que Inego se mantiene en el tiempo. Este resultado indica que la
célula degrada los poliP en respuesta a una exposicion repentina de cobre, como se habia
descrito con anterioridad (Alvarez y Jerez 2004; Remonsellez y col. 2006; Grillo-Puertas
y col. 2014), reafirmando la idea que para M. sedula esta respuesta corresponde a una de
las primeras barreras que posee en su defensa contra el aumento repentino de cobre en el

medio.

Otro hecho que llama la atencién de este resultado es que, si bien la célula es capaz de
degradar los poliP en presencia de cobre, ésta degradacién no es total, ya que se llega a
un nivel determinado de poliP. Es posible que este comportamiento se deba a que los
poliP tienen otras funciones en la célula. En este sentido, recientemente se ha descrito una
imporante funcién de los poliP como chaperonas inorgdnicas de proteinas, que las

protegen de su oxidacién y agregacion en las células sometidas a estrés (Azevedo y col.
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2015). Es muy probable entonces que la degradacion de los poliP, mediada por la PPX,

esté sujeta a sistemas de regulacion para sus diferentes funciones celulares.

6.4 Actividad de Ia enzima PPXr de M. sedula

Para caracterizar la PPX de M. sedula (Msed_0981), se clond y expresé el gen PPX

silvestre y mutantes sitiodirigidos.

La temperatura éptima de funcionamiento de la enzima fue de 65 °C. Esta temperatura
esta dentro del rango en que crecen las células de M. sedula, (60 °C - 75 °C) (Huber y col.
1989). Anteriormente se describi6¢ la actividad PPX de Sulfolobus solfataricus, un
microorganismo similar a M. sedula respecto a su temperatura de crecimiento. La
temperatura 6ptima para la PPX de S. solfataricus fue de 55 °C (Cardona y col. 2002).
Esta diferencia en las temperaturas dptimas de reaccion para dos enzimas muy similares
se puede deber principalmente a que cuando las enzimas de terméfilos se expresan de
manera heterdloga y luego pasan por un proceso de purificacién, probablemente van
perdiendo ciertas caracteristicas que poseian, principalmente interacciones de carédcter
débil como puentes de hidrogeno o interacciones hidrofébicas, lo que causa que las
temperaturas de reaccion in vitro a las que las enzimas recombinantes son activas, difieran
de Ia temperatura de crecimiento del microorganismo al cual pertenecen (Vieille

y Zeikus 2001).

Como se ha descrito anteriormente para otras PPX, éstas requieren de cationes divalentes
para su actividad (Cardona y col. 2002; Akiyama y col. 1993). La PPXr M. sedula mostrd
que tanto Mn como Mg tienen un efecto en la liberacion de Pi por parte de la enzima,
siendo el maximo de actividad a 5 mM de MnCl: y 20 mM de MgCla. Segin estos
resultados, la PPXr de M. sedula actiia de manera mas eficiente en presencia de Mg. El

efecto del Mg en las PPX se ha descrito como necesario para su funcionamiento (Akiyama
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y col. 1993; Bolesch y Keasling 2000; Cardona y col. 2002). Aunque a la fecha no se sabe
especificamente el efecto de este cation sobre la enzima y su actividad es posible que el
Mg cumpla alguna de sus tres funciones mejor descritas como cofactor enzimatico: I}
Estabilizador de algfin intermediario de la reacci6n, II) estabilizador de algin grupo
saliente o III) unién de dos sustratos reactivos y facilitacién de su reaccién por proximidad
(Wolf'y Cittadini 2003). Nuestros resultados indican que el Mg?* es de vital importancia

para el funcionamiento de la enzima.

Anteriormente se ha demostrado que la actividad de la PPX es diferente dependiendo del
largo de cadena del sustrato (Lindner y col. 2009). Para probar este efecto en la PPXr de
M. sedula se utilizar6 poliPs comerciales de diferente largo de cadena. La enzima liber6
fosfato desde los poliP 45 y poliP 75. Pero la mayor liberacion de Pi se produce al utilizar

el poliP 700 como sustrato.

A este resultado se suma el dato experimental (no mostrado) obtenido en el laboratorio
que los poliP extraidos de M. sedula poseerian un tamafio similar a los poliP 700. Es
bastante posible que el sustrato ideal para la PPX de M. sedula sea un poliP en el rango
de 700 residuos de Pi. De esta manera, el sustrato requerido por esta PPX serfa similar,
por ejemplo, al de la PPX de E. coli, que requiere de un sustrato Optimo de

aproximadamente 500 residuos de Pi (Akiyama y col. 1993).

Con la finalidad de identificar al aminoécido responsable de la catélisis, se disefiaron y
expresaron mutantes de la PPXr de M. sedula. Los resultados obtenidos en una curva de
progreso de reaccion al utilizar los mutantes, muestran que el mutante E111A posee muy
baja actividad, pero la pérdida de ésta es total en el mutante E113A. El mecanismo de
reaccion descrito para la PPX de E. coli involucra la escisién de un residuo de Pi terminal

de la cadena de poliP a través del ataque nuclofilico de una molécula de agua activada
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por el residuo de 4cido glutdmico. Esta activacion de la molécula de agua permite que
ésta ataque el fosfato terminal de la cadena de poliP, generando la liberacion del Pi
(Rangarajan y col. 2006). Como se puede ver en la figura 33, para el caso de E. coli, existe
otro residuo importante en el mecanismo de accién, ya que un aminodcido de cardcter
bésico es el responsable de nivelar las cargas del Pi, permitiendo que este pueda escindirse
del poliP. La PPX de M. sedula posee el residuo E113, que seria el acido glutdmico
equivalente al de E. coli involucrado en la catélisis (figura 34). Dentro del sitio catalitico
también existen otros aminoacidos importantes para que esta reaccion se lleve a cabo, y
muy probablemente este aminoacido corresponda a la arginina que estd formando un
puente salino con el sitio catalitico en la PPX de M. sedula. Es por lo tanto muy probable

que la PPX de M. sedula tenga un mecanismo similar al propuesto para E. cofi.
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Figura 34. Esquema explicativo del mecanismo de reaccién mas probable para la
catilisis efectuada por la PPXr de E. coli. El cardcter acido del residuo de é4cido
glutdmico activa una molécula de agua, la cual efectiia un ataque nuclofilico al Pi terminal
de la cadena de poliP, causando asi la liberacién de Pi.
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El comportamiento cinético de la enzima de M. sedula mostrd que la enzima posee un
comportamiento que mas bien se ajusta a una curva sigmoidea. Las enzimas con
comportamiento sigmoideo corresponden a aquellas que presentan una union cooperativa.
Esta unidn cooperativa se refiere a que la union del sustrato o ligando a un sitio de unién
afecta a la afinidad de otros sitios para sus sustratos. Se observa la forma sigmoidea
caracteristica con baja actividad de la enzima a una concentracién de sustrato baja y un
aumento ripido e inmediato de la actividad enzimatica a medida de que la concentracion

de sustrato aumenta (Koshland 1970).

Para finalizar la caracterizacion de la PPXr de M. sedula, se llevé a cabo un ensayo de
actividad en presencia de Pi, con el propdsito de probar el posible efecto del producto de
la reaccion sobre la actividad de la enzima. Los resultados experimentales mostraron gue
al agregar Pi desde el inicio de la reaccidn, la liberacion de producto disminuyé
considerablemente comparado con la reaccidn sin Pi en el medio. Este efecto se observé
a bajas concentraciones de Pi como 5 mM y a concentraciones medias (10 mM). Por su
parte, la disminucién de la actividad fue casi completa cuando la concentracién inicial
de Pi fue de 20 mM. Este efecto de inhibicién por producto de 1a PPX ha sido reportado
anteriormente para la PPX de E. coli (Akiyama y col. 1993). Es interesante vincular este
efecto de inhibicién con lo observado anteriormente, ya que como se ha mencionado
antes, al realizar la cuantificacién de los poliP intracelulares de M. sedula en un
experimento de “shock de cobre”, se vio que la cantidad de poliP disminuye, es decir
existe una accion de la PPX sobre los poliP, pero esta degradacién no es completa
quedando aproximadamente a 200 nmol de Pi/ mg de proteina y se mantuvo en este nivel.
Este fenémeno podria tener relacién con el efecto inhibitorio del producto de reaccion
sobre la enzima. Si se extrapola este efecto inhibitorio, a lo que eventualmente puede estar

pasando a nivel intracelular, probablemente la degradacién del poliP de la célula por la
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PPX a causa de la presencia de cobre en el medio, seria uno de los primeros mecanismos
de defensa celular ante la presencia de cobre. El Pi generado se uniria al cobre y éste seria
expulsado de la célula por algin transportador de fosfato. Por otra parte, el exceso de Pi
generado durante la degradacion del poliP por la enzima, servirfa también para regular la
actividad de la enzima, deteniendo la degradacién de los poliP. Esto seria de vital
importancia para la célula, ya que como se mencioné antes, es importante que exista un
nivel de reserva de poliP para las demds funciones que éstos cumplen. Una vez que el
sistema de respuesta temprana a la presencia de metal se ha montado (degradacion de
poliP), probablemente aparecen otros sistemas de resistencia que tienen que ver con un

tipo de respuesta candnico a la presencia de metales como las ATPasas de cobre u otros.

6.5 Ubicaci6n subcelular de la PPX de M. sedula

La deteccion del posible lugar intracelular donde se ubica la enzima PPX se efectud6 por
inmunomicroscopia electrénica. Para realizar este ensayo se llevo a cabo microscopia de
distintas células en diferentes condiciones de exposicioén a cobre. Por ejemplo, se utilizé
E. coli sobreexpresando la proteina como control que la técnica estaba funcionando, ya
que al utilizar estas células sobreproductoras de PPXr de M. sedula se vi6 1a presencia de
una elevada cantidad de particulas de oro asociadas al anticuerpo secundario. En células
de M. sedula, expuestas o no a cobre, se observd la presencia de particulas de oro en
ambos casos. Esto se interpreté como la existencia de asociacién del anticuerpo
secundario a particulas de oro con su anticuerpo primario, el que estaria unido a la PPX
presente en el interior de la célula. Un aspecto que llama la atencion en estos dos tipos de
células de M. sedula y que no se observé en las células controles de E. coli
sobreproductoras de la PPXr, es que las particulas de oro asociados al anticuerpo
secundario se ven agrupadas en pequefios cimulos distribuidos de manera homogénea en

la célula, En cambio, en las células control de F. coli se abservé la presencia de particulas
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de oro distribuidas homogéneamente por la célula. Otra observacion que se puede hacer
es que el niimero de particulas de oro observadas en M. sedula no expuesta a cobre fue
de aproximadamente 50, en cambio, en las células expuestas a cobre fue de
aproximadamente 100. Aunque serfa necesario confirmarlo, esto sugiere que la célula
expuesta al metal posee una mayor cantidad de unidades de PPX. Esto reafirmaria la idea
que esta enzima es parte de un mecanismo de respuesta a la presencia de cobre en el
medio. Lamentablemente, una de las expectativas que se tenian al realizar este ensayo era
ver la PPX asociada a los granulos de poliP presentes en esta célula, lo que no ocusrio.
Este eventual resultado negativo quizés se deba a la técnica empleada en la microscopia,
ya que como se menciona en materiales y métodos las muestras observadas al
microscopio corresponden a secciones de la célula y no a la célula completa. Para generar
estas secciones se debe tratar la célula y luego cortarla, lo que eventualmente podria
causar algin dafio en la estructura del granulo causando que €ste no se vea en Ja imagen

y por ello las particulas de oro agrupadas no se visualizan asociadas a un granulo de poliP.

6.6 Expresion de probables determinantes de resistencia a cobre en M. sedula

Se utiliz6 qRT-PCR para estudiar el efecto del cobre sobre la expresitén de algunos genes
posiblemente involucrados en la respuesta de M. sedwla al metal téxico. Los genes

estudiados fueron los siguientes:

Homoélogos de pho84 (Msed_1512, Msed_1094, Msed_0866 y Msed_0846).

El gen pho84 fue descrito por primera vez como el que codifica una proteina
transportadora de fosfato en Saccharomyces cerevisiae (Bun-Ya y col. 1991).
Anteriormente en nuestro laboratorio se propuso la existencia de Pho84 en A

Jerrooxidans (Alvarez y Jerez. 2004) debido a la ausencia de un transportador de fosfato
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tipo Pit. Dada a la importancia del transporte de Pi en la resistencia a cobre mediada por
poliP (Grillo-Puertas y col. 2014), es importante la presencia de algin sistema de

transporte de Pi en M. sedula.

Al medir los niveles de expresion de los genes homologos a pfio84 en M. sedula en
cultivos adaptados o no a cobre, en la fase exponencial, fase exponencial tardia y
comienzo de la fase estacionaria de crecimiento, se observd que el maximo nivel de
transcrito del gen Msed 1512 ocurre en la fase exponencial de cultivos adaptados a cobre.
En cambio, en el resto de los puntos y cultivos su presencia aparentemente no es
determinante. Por su parte, el transcrito del gen Msed_1094 se mantiene en niveles
basales en relacion al control sin cobre, pero en el comienzo de la fase estacionaria se
evidencia un aumento en el transcrito de este gen. Para el transcrito del gen Msed_0866,
se puede distinguir dos comportamientos ya que para los cultivos adaptados a cobre existe
una disminucion desde la fase exponencial hasta el inicio de la fase estacionaria. En
cambio, para cultivos no adaptados al metal se ve un leve aumento en la fase exponencial
tardia para luego volver a los niveles basales de transcrito. Finalmente, al observar el
comportamiento de los niveles de transcrito del gen Msed_0846 se observa que para los
cultivos adaptados a cobre hay un nivel superior al basal en las fases exponencial y
exponencial tardfa de la curva de crecimiento, pero en el comienzo de la fase estacionaria
el nivel de transcrito disminuye. Para el caso de los cultivos no adaptados a cobre se ve

un aumento de los niveles de transcrito de este gen en la fase exponencial tardia.

En relacién a la eventual implicancia en la resistencia a cobre de los genes estudiados, es
importante recalcar la idea que el transporte de cobre seria responsable de la
destoxificacién del metal en la célula (Grillo-Puertas y col. 2014). En el estudio citado,
se utilizd la modulacion de los niveles de Pi en el medio, para ver el efecto que tiene éste

en la resistencia a cobre. Células WT crecidas en un medio alto en Pi fueron maés
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tolerantes a cobre que las mismas células crecidas en un medio con menor cantidad de Pi.
Ademis, las células tolerantes a cobre indujeron la degradacion de los poliP mediada por
]a PPX. Finalmente, una cepa mutante para el sistema Pit (sistema transportador de Pi,
Rao y Torriani 1990) fue extremadamente sensible a la presencia de cobre, incluso en
medio rico en Pi. Esto, sumado al dato que el sistema Pit utiliza como soluto transportable
un complejo metal fosfato (Hendrik y col. 1994), evidencia el hecho que este sistema

transportador de Pi seria muy importante en la resistencia al metal.

Estos antecedentes llevan a pensar que los sistemas transportadores de Pi también tienen
implicancia en la respuesta a cobre en M. sedula. Al analizar los niveles de transcrito de
estos genes en su conjunto, se observan que en toda la curva de crecimiento de M. sedula
existe al menos uno de ellos que est4 inducido, lo que reafirmaria la idea que el transporte

de Pi es importante en la resistencia al metal.

Una observacién insoslayable que apoya esta tiltima proposicion, es la descripcién de una
cepa de M. sedula con una resistencia a cobre mayor a la descrita para la cepa WT
(McCarthy y col. 2014). En este estudio se caracterizé la cepa CuR1 como una cepa que
posee una mutacion que le permite reconstituir el gen Msed_1517, que corresponde a un
ortélogo al transportador de Pi de E. coli PitA. El hecho que la cepa CuR1 posea un gen
funcional pitd, el que no est4 presente en la cepa anotada como WT, y que ademds posea
una mayor resistencia cobre, indica que los sistemas transportadores de Pi son
importantes para la resistencia a cobre en M. sedula. Ademds, se puede recalcar que la
cepa estudiada en esta Tesis requiere para su resistencia a cobre de algin sistema
transportador de Pi que compense la falta del sistema Pit. Debido a ello, cobrarian vital
importancia los genes homoélogos a pho84, ya que como se menciond, al menos uno de

ellos es siempre transcrito en los distintos momentos de la curva de crecimiento, para

87




asegurar que la célula tiene algin sisterna de transporte de Pi funcionando durante la

exposicion a cobre.

Al medir los niveles de transcrito de los cuatro genes homdlogos a pho84 a diferentes
tiempos después del “shock” de cobre, tres genes (Msed 1094, Msed 0866 y
Msed_0846) aumentaron progresivamente sus niveles llegando a un méximo luego de 30
min después del “shock”. Luego de este tiempo, ocurre una disminucitn en los niveles
de transcrito de los tres genes. Por otra parte, los transcritos del gen Msed 1512 no
presentaron una variacion significativa luego del “shock” de cobre. Por otro, lado este
gen solo evidencié un aumento en sus niveles de transcrito en la fase exponencial de
células adaptadas a cobre, lo que posiblemente signifique que sea un transportador que se
utiliza en células que ya han sido sometidas a un proceso de adaptacién al metal.

Los resultados mostraron que los niveles de poliP en M. sedula se degradan rapidamente
luego de un “shock” de cobre. Esta degradacién de los poliP se detiene luego de 30 min
para llegar a un nivel que se mantiene en el tiempo. Esto sugiere que la concentracion de
Pi al interior de la célula llega a un nivel constante, por lo que su eventual expulsion
asociada al metal ha llegado a un méximo en ese momento, seguida de su disminucion
posterior. En paralelo, los sistemas encargados de expulsar el Pi de la célula (los genes
ortélogos a pho84) también alcanzan un nivel maximo de expresién a la media hora
después del “shock™, para soportar el aumento de Ia presencia de Pi intracelular debido a

la degradacién de los poliP.
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PPX de M. sedula (Msed_0981).

Como se ha demostrado en este estudio, el gen Msed 0981 codifica para la enzima PPX
de M. sedula. Debido a la ya descrita importancia de esta enzima en la resistencia a
metales (Keasling 1997) se cuantificé los niveles de transcrito de esta enzima en las

mismas condiciones empleadas para los genes ortdlogos de pho84.

Se encontré que en cultivos no adaptados al metal existe un aumento en los niveles de
transcrito de PPX en la fase exponencial tardia. Por su parte, en los cultivos adaptados a
cobre se vi6 que los niveles de transcrito de este gen fueron siempre mayores a los de los
cultivos no adaptados. En cambio en la etapa exponencial tardia se observé el mismo
nivel de aumento aunque de magnitud menor que en las células no adaptadas. En cultivos
adaptados a cobre los resultados sugieren que la célula estd siempre degradando los poliP
mediante la accién de la PPX y es por esto que los transcritos de esta enzima en estas
condiciones son siempre mayores a los observados en las células control. Como era
esperable, la disminucién de los niveles de poliP intracelulares en la fase exponencial

tardia coincide con el aumento de los niveles del transcrito del gen de la PPX.

Los niveles de transcrito del gen PPX de M. sedula sometidos a “shock™ de cobre
aumentaron alcanzando un méximo luego de 30 min. Esto se condice con la baja en los
niveles de poliP que disminuyen durante el mismo periodo de tiempo y luego se
“estacionan”. Esto sugiere que en respuesta al estrés por cobre, la sobreexpresién de PPX

es clave para disminuir el efecto del metal en la célula.
Sistema Cop (CopA: Msed_d490, CopM: Msed_0491 y CopT: Msed _0492)

Los tiltimos tres genes analizados por esta técnica fueron los componentes del sistema
Cop. Este sistema est4 compuesto por la ATPasa CopA, la que, en E. coli, transloca cobre

desde el citoplasma al periplasma (Rensing y col. 2000). Ademads, estudios posteriores
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mostraron su participa-cién en el eflujo de plata hacia el periplasma de E. coli (Stoyanov
y col. 2003) por lo que se considera que es un determinante de resistencia a metales. Los
otros dos componentes de este sistema son CopM y CopT. El primero corresponde a una
chaperona de metal que es capaz de unirse al cobre y de esta manera escindir al represor
transcripcional CopT del sitio promotor de la transcripcién de los genes CopM y CopA,

para asi favorecer la expresion de estos (Eftema y col. 2006).

Estos tres genes han sido descritos por homologia de secuencia en el genoma de M. seduia
(Auemnik y col. 2008) y corresponden a los genes: Msed_0490, gen descrito como
ortdlogo de CopA, Msed_0491, descrito como ortolégo de CopM y Msed 0492, gen

ortdlogo de CopT.

Los transcritos de copA y copM aumentaron durante el crecimiento de M. sedula no
adaptadas a cobre para luego disminuir hasta Hegar a la fase exponencial tardia. Los
niveles de transcrito de copT fueron siempre muy similares en los del control, lo que
sugiere que el sistema puede estar mas reprimido que en las células sometidas a mayor

cantidad de cobre en el medio.

El transcrito del gen copT disminuye hacia la fase exponencial, lo que se condice con el
aumento de los genes para copd y copM ya que el producto de copT actia como un

regulador transcripcional negativo (Maezato y col. 2012).

Los genes copA y copM aumentaron luego del “shock”, hasta llegar a un maximo luego
de media hora después para luego disminuir, Por su parte, el transcrito correspondiente al
represor transcripcional copT mantiene sus niveles practicamente constantes luego del
“shock”, Esto es un posible indicio que luego del “shock™ la cantidad de represor CopT
permanece constante, por lo que la cantidad de proteina nueva que se podria generar a

partir de la sintesis de novo de este mRNA seria nula o muy baja. Esto implicaria que Ila
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cantidad de represor (CopT) permaneceria constante o disminuirfa (debido a la
degradacién de la protefna). Esta baja en la disponibilidad del represor del sistema

facilitarfa la expresion de los genes copA y copM para la expulsion del metal intracelular.

En conjunto, estos resultados muestran que el sistema Cop al parecer es funcional en M.
sedula, y que la sobreexpresién de este sistema ayudaria a la expulsion del metal en

células sometidas a la presencia de cobre.

En M. sedula posiblemente existen varios sistemas involucrados en la respuesta a cobre,
ya que al parecer se requeriria algiin sistema de transporte de Pi, la presencia y accion de
la enzima PPX y la sobreexpresion de los componentes del sistema Cop. En su conjunto,
todos estos sistemas ayudarian a que la célula pueda sobrellevar el aumento de cobre

intracelular.

6.7 Respuesta global de M. sedula a la presencia de cobre determinada por protedmica

cuantitativa

Se realizd la cuantificacién de las proteinas que cambian sus niveles en células de AL
sedula adaptadas a cobre por iTRAQ. Los resultados muestran que de un total de 61
protefnas que variaron significativamente, 33 que aumentaron su nivel y 28 disminuyeron
su nivel en las células adaptadas a cobre. La mayoria de las proteinas que cambiaron sus
niveles correspondieron a la categoria de metabolismo (44% del total). Ademds, llama Ia
atencion que la categoria de proteinas pobremente caracterizadas corresponden a un 25
% del total de los cambios. Esto indica que en este microorganismo quedan atin muchos
elementos desconocidos, los que eventualmente pueden tener relacién con la respuesta

pleiotrdpica a la presencia de cobre en el medio.
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6.7.1 Proteinas que aumentan su nivel
Actividad oxidoreductasa que involucra NADH o NADPH

De las proteinas que aumentan su nivel y estdn involucradas en la actividad
oxidoreductasa que involucra NADH o NADPH se pueden mencionar: a las proteinas
codificadas en los genes Msed 1896, Msed 1899 y Msed 2012. Estos genes
corresponden a la subunidad C de la NADH deshidrogenasa, a la cadena I de la NADH
quinona oxidoreductasa y la subunidad B de la NADH deshidrogenasa respectivamente.
Las subunidades B y C de la NADII deshidrogenasa (Msed_2012 y Msed_1896), forman
parte de la enzima involucrada directamente en la fosforilacién oxidativa. La otra proteina
es la cadena I de l]a NADH quinonaoxidoreductasa (Msed_1899) también involucrada en

la cadena transportadora de electrones (Brandt 2006). Estas enzimas participan en

reacciones redox en las que NADH o NADPH actiian como dadores de hidr6égeno o

electrones y reducen un hidrégeno o un aceptor de electrones.

Procesos de oxidacion reduccion (Redox)

Dentro del proceso biolégico de oxidoreduccion (redox) se encuentran las tres proteinas
antes mencionadas junto con las codificadas por los genes Msed_0962, Msed_2074 y
Msed_1716. Estos genes codifican para una thioredoxina, glutamato deshidrogenasa y
una ribonucledsido difosfato reductasa respectivamente. Las dos primeras estan dentro de
la categoria funcional de transporte y metabolismo de aminoécidos y la tercera esta dentro
de la categoria funcional de transporte y metabolismo de nucle6tidos. En conjunto con
las tres mencionadas anteriormente, seglin el analisis de enriquecimiento estarfan
involucradas en el proceso biologico redox. Esto implica un proceso metabdlico que
resulta en la remocion o adicion de uno o més electrones desde o hacia un elemento, con

la concomitante remocion o adicion de uno més protones.
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Las proteinas que presentan al menos un dominio Trx son parte de la familia de las
protefnas tioredoxinas. Este tipo de proteina estdn implicadas en miltiples funciones
celulares (Pedone y col. 2010). Las tioredoxinas son proteinas que estan implicadas en la
reduccién de otras proteinas mediante el uso de su centro cisteina thiol-disulfuro activo.
De esta manera actitan como agentes reductores en una gran variedad de reacciones

enzimdticas (Eklund y col. 1984).

La enzima glutamato deshidrogenasa utiliza como cofactor NAD(P)* y es la responsable
de la desaminacién oxidativa del glutamato a u-cetoglutarato con la correspondiente
liberacién de amonio. Uno de los productos de la reaccion (a-cetoglutarato) es un
intermediario del ciclo de Krebs, por lo que posiblemente al estar aumentada la presencia
de esta enzima en las células adaptadas a cobre, la célula esté intentando aumentar su tasa

metabélica para resistir la presencia de cobre en el medio.

La ribonuleésido difosfato reductasa (RNR) es la enzima limitante en la sintesis de DNA,
la cual se encarga de catalizar la reduccidn de diferentes ribonucledtidos en los
desoxiribonucledtidos correspondientes (Sengupta y Holmgren 2014). Para el correcto
funcionamiento de 1a RNR, se requiere de la accién de thioredoxinas (Sengupta y
Holmgren 2014). Esto se relaciona con lo mencionado anteriormente, que una de las
proteinas sobreexpresadas en esta condicion es un tipo de tioredoxina, por lo que
probablemente el aumento de la RNR esté relacionado con el de la tioredoxina antes

mencionada.
Fosfortlacion oxidativa

Las tres proteinas involucradas en este proceso bioldgico que aumentan su nivel de
expresion corresponden a la subunidad C de Ia NADH deshidrogenasa, a la cadena I de

la NADH quinona oxidoreductasa y a la subunidad B de la NADH deshidrogenasa. Estas
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proteinas estdn presentes dentro de los tres procesos biolGgicos identificados mediante el

andlisis de enriquecimiento.
Uni6n a iones, cationes, metales iénicos y metales de transicion

Estos procesos bioldgicos involucran al menos cuatro proteinas caracterizadas y una
menos conocida. Estas proteinas estan codificadas por los genes: Msed 2238 (2,3-
bifosfoglicerato independiente fosfoglicerato mutasa), Msed_0296 (ruberythrina),
Msed_1489 (proteina poco caracterizada con un dominio de “dedo de zinc”), Msed 1899
(cadena I de la NADH quinona oxidoreductasa) y Msed_2012 (subunidad B de laNADH

deshidrogenasa).

De las no mencionadas hasta ahora, la 2,3-bifosfoglicerato independiente fosfoglicerato
mutasa cataliza la conversion reversible del 3 fosfoglicerato y el 2 fosfoglicerato de la

glicolisis y Ia gluconeogénesis (Johnsen y Schénheit 2007), y la ruberythrina se cree que

actiia como una peréxido reductasa (Weinberg y col. 2004; Kurtz. 2006) disminuyendo

el estrés provocado por perdxido de hidrégeno.

Categorias funcionales

Como se ve en el andlisis de enriquecimiento, los procesos bioldgicos en los que estan
involucradas las protefnas que aumentan su mivel son actividad oxidoreductasa que
involucra NADH o NADPH, procesos de oxidacién reduccion (Redox), fosforilacién
oxidativa y unién a iones, cationes, metales i6nicos y metales de transicion. Sin perjuicio
de esta clasificacion generada por este tipo de analisis, al buscar la categoria funcional
hecha en el analisis de los datos de protedmica, los genes identificados en el andlisis de
enriquecimiento se encuentran dentro de las categorias funcionales de metabolismo y

sefializacion y procesamiento celular.
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En la categoria de sefializacién y procesamiento celular sélo hay una proteina poco
caracterizada que corresponde a la codificada en el gen Msed_1648 y que esté en la sub
categoria funcional de defensa celular. El resto de las proteinas se encuentran en la
categoria funcional de metabolismo entre las que se encuentran las codificadas en los
genes Msed 0296 (ruberythrina), Msed 1899 (cadena I de la NADH quinona
oxidoreductasa), Msed_1896 (subunidad C de la NADH deshidrogenasa) y Msed_2012
(subunidad B de la NADH deshidrogenasa) y que pertenecen a la subcategoria de
produccién y conversién de energia. Dentro de la sub categoria de metabolismo y
transporte de aminoacidos se encuentran los genes Msed 0962 (thioredoxina) y
Msed 2074 (glutamato deshidrogenasa). La sub categoria de transporte y metabolismo
de carbohidratos cuenta con Ja proteina codificada por el gen Msed 2238 (,3-
bifosfoglicerato independiente fosfoglicerato mutasa). Finalmente la sub categoria de
transporte y metabolismo de nucle6tidos tiene a la proteina codificada en el gen

Msed_ 1716 (ribonucledsido difosfato reductasa).

Los andlisis y categorizaciones hechas parecen apuntar a que la célula efectia una
respuesta pleiotrdpica ante la presencia de cobre en el medio y dentro de esta respuesta
destacan el aumento de los procesos que tienen que ver con el balance redox de la célula.
Posiblemente esta respuesta tenga que ver con tratar de frenar el estrés oxidativo que
causa el metal en la célula (Eral y col. 2001), dado que como se ha demostrado en arqueas
de este tipo, existe una respuesta especifica para contrarrestar el efecto del estrés
oxidativo, como por ejemplo se ha descrito en S. solfataricus hay un aumento en la
expresion de proteinas como rubreritrina, ferrodoxina y 6xido reductasa ante la presencia

de estrés oxidativo (Maaty y col. 2009).

El conocimiento de las proteinas que varian ante la presencia de cobre en M. sedula es

practicamente incxistente y aqui se ha dado por primera vez un indicio de cuales proteinas
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son las que eventualmente pueden estar cambiando. Lamentablemente por razones
desconocidas, el nlimero de proteinas identificadas que variaron su expresion no se
compara con las identificadas en otros estudios de proteémica. Esto quizas se deba a la
naturaleza termoestable de las proteinas que componen a este microorganismo, cuya
degradacion por proteasas puede ser mucho menor que en meséfilos. El hecho que el
nimero de proteinas que se identificaron y variaron significativamente sea bajo, no
amerita que se descarte la eventual importancia de alguna de las proteinas encontradas y
que se descartaron en el analisis de enriquecimiento, por esto, en la seccion anexos se da
una breve revision de las proteinas que aumentaron o disminuyeron su nivel

significativamente.
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7. CONCLUSIONES

M, sedula posee granulos intracelulares de poliP que se degradan parcialmente en

respuesta a la exposicion a cobre.

El producto del gen Msed_0981 corresponde a la exopolifosfatasa funcional

(PPX) de M. sedula y es responsable de la degradacion de los poliP.

El aminoécido mas importante de la catélisis de la PPX de M. sedula es el 4cido

glutdmico 113.

El Pi inhibe a la PPX de M. sedula, sugiriendo una posible regulacion de la enzima
mediada por este producto de su reaccién. Ademés la enzima posee un

comportamiento cinético sigmoidal.

La inmunomicroscopfa mostré que la PPX forma ctimulos al interior de Ia célula,
probablemente estos ciimulos se encueniren asociados a los granulos de poliP, los

cuales no son visibles con esta técnica.

Los transcritos de los genes involucrados en la respuesta a cobre flucttian durante

la curva de crecimiento.

La célula monta una respuesta contra el estrés oxidativo ante la presencia de cobre.
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8. MODELO

Finalmente, a modo de resumen para hacer mis didéctica las conclusiones, se presenta
un modelo que representa los mecanismos de resistencia a cobre que presentaria M.

sedula.

En la figura 35 se expone el modelo sugerido para células de M. sedula expuestas a
cobre a un tiempo temprano de exposicion (A) y adaptadas a la presencia de cobre (B).
En este modelo se puede apreciar que en las células sometidas a cobre existiria una
respuesta de primera fase en la resistencia a metal, ya que Ia degradacion de ltos poliP
ante una exposicién repentina a cobre es pricticamente inmediata (A), mientras otros
sistemas comienzan a sobreexpresarse. Lo mds caracteristico de esta fase es la
degradacién del poliP, esta degradacion generarfa el Pi necesario para unirse al cobre y

ser expulsado de la célula por la accidn de los ort6logos a Pho84.

Si luego de esta respuesta de cardcter temprano la exposicién a cobre continua, la célula
montara otros mecanismos de resistencia, con un cardcter mas adaptativo. Dentro de los
que se pueden mencionar al sistema cop y la expresion del transportador pho84 (B).
Ademas, se puede ver que el cobre presente generaria especies reactivas de oxigeno, las
que eventualmente pueden dafiar Ia célula por lo que también se genera una respuesta
global al estrés oxidativo, aumentando los niveles de proteinas relacionadas con esta

respuesta (B).

En ambos casos, se aprecia que la degradacién de poliP no es total, probablemente y
entre otras razones, a causa de la inhibicién por producto (Pi) que afecta a la PPX.
Ademés en un sistema adaptado a cobre, se puede apreciar la agrupacion de la PPX y un
aumento en el sistema cop, pero no en transcrito del represor, lo que supone un montaje

y mantenimiento de este sistema en la célula (C). Por ultimo en un sistema adaptado a
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cobre se plantea la posibilidad que la célula esté sintetizando ATP mediante el uso de
ADP y poliP por medio de la posible actividad PPK (enzima ain no caracterizada), para
satisfacer las necesidades energéticas en aumento de una célula estresada por el

ambiente en el que se encuentra.
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Figura 35. Modelo propuesto para el sistema de resistencia a cobre de M. sedula.
A) Respuesta temprana de células expuestas a cobre. B) Células adaptadas a cobre.
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10. ANEXOS

10.1 Partidores

Tabla 8. Partidores utilizados.

NOMBRE

SECUENCIA 5'---3"

FUNCION

MRIFw3
MRJIRv3
MRJIFwA
MRJIRvA
MRIFwB
MRJIRvB
MRJFw(C
MRIRVC
MRJFwD
MRJRvD
MRJIFw6
MRIRv6
MRJIFw7
MRIRvT
MRJFw8
MR.JRvS
MRIFw9
MRJIRv®
MRJFw10
MRIRy 10
MRJIFwil
MRJRv1I
MRJIFwi2
MRIRvIZ
MRJIFwi3

MRIRvVI3

CATATGGAGGAAGTTGGAG
CTCGAGTCAATAAACACCCAAGGG
AGACTCGCAGCCCTAGGATCCATA
TATGATCCTAATATCGTGACCCAG

CCAGGAGAAGCGGAGGGAAGACTCGCAGCCCTAGGATCCATA
TCCCTCCGCTTCTCCTGGTATGATCCTAATATCGTGACCCAG
CCAGGAGCGGAGGAGGGAAGACTCGCAGCCCTAGGATCCATA
TCCCTCCTCCGCTCCTGGTATGATCCTAATATCGTGACCCAG
CCAGGAGAAGAGGCGGGAAGACTCGCAGCCCTAGGATCCATA
TCCCGCCTCTTCTCCTGGTATGATCCTAATATCGTGACCCAG
TTACCTTGCCTCCAGATCTTGCCT
AGGCGTTTCTGGGACCTTTCTTCT
TGGAGGTATTCCTTCGCGTTGGA
TTGGGTTGGGATTCCATCTCCCTT
ACTGCAGGTTGTAGGATTCGTGGT
TGCAGTCCGTAAAGGAAGAAGGCT
AGTGCAGGCCTAAACGACAGACTT
TGCCGAAGAGGAAAGCAAAGAGGA
ATCTTTGAGCTGGGAGGAGGTTCA
GGCAACCAGCTTGGCAATGAGTAA
CGCAAGTGAAACACCACCCATGAA
ACCTTTGGGCTCCCGTGTTATCTT
AGTTAAGGAGACCTCGGCCTACAA
AAAGGCCGTCTTACAGTGTGGACT
CAGTGGCAAAGATCCTTCGT

CCGCTATCTCTCCTCCACAG

Expresion PPX Msed en pET28

Expresion PPX Msed en pET29
Generacion mutantes
Generacion mutantes

Generacion Mutante E112A
Generacion Mutante E112A
Generacion Mutante E111A
Generacion Mutante E111A
Generacion Mutante E113A
Generacion Mutante E113A
gRT PCR gen Msed_1512
gRT PCR gen Msed_1512
gRT PCR gen Msed 1094
gRT PCR gen Msed_1094
gRT PCR gen Msed_0866
qRT PCR gen Msed 0866
qRT PCR gen Msed_0846
qRT PCR gen Msed 0846
gqRT PCR gen Msed_0981
qRT PCR gen Msed 0981
gRT PCR gen Msed_0490
qRT PCR gen Msed_0490
qRT PCR gen Msed_0491
qRT PCR gen Msed_0491
qRT PCR gen Msed_0492

qRT PCR gen Msed_0492
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10.2 Alineamiento de genes

Para comprobar que los genes utilizados para expresar las proteinas, solo contienen las
sustituciones hechas por mutacién sitio dirigida y que no ocurrié ninguna mutacién
espontanea, En la figura 36 se muestra el alineamiento completo de los genes clonados.

PPX i sad.
PPXWT

Mutante E111A
Mutante E112A
lutante E113A ENN
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Figura 36. Alineamiento completo del gen Msed 0981 (PPX Msed) y los clones
utilizados insertos en el vector de expresion pET-TEV28a. Gen WT insertado en el
vector de expresion (PPX WT) y los respectivos mutantes insertados en el vector de
expresion (Mutante E111A, Mutante E112A y Mutante E113A.
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10.3 Hidroélisis acida del poliP 700

Para la hidrolisis parcial de los poliP 700 en HCI 2 N, se tom6 150 nmoles de poliP 700
(medido como Pi), los que se incubaron a distintas temperaturas durante 15 min en el
acido. Luego de neutralizar las mezclas, los productos obtenidos se separaron por
electroforesis a 300 V durante 1 h en un gel de poliacrilamida (12 %) en tampon TBE
conteniendo urea 7 M. Luego de la electroforesis se tifi6 el gel con una solucién de 0,05
% de azul de toluidina, 25 % metanol y 5 % glicerol. El exceso de colorante se removio
del gel mediante lavados con una solucion de 25 % metanol y 5 % glicerol. La figura 37
muestra que la hidrdlisis en acido del poliP 700 aumenta a mayor temperatura de

incubacion, lo que se constata por su mayor migracion hacia el frente del gel.

Tiempo (minutes) 15 15 15 0
Temperatura (°C} 95" 60° 35" 0"

poliP 700

Figura 37. Hidrdlisis dcida del sustrato utilizado en la reaccién enzimdtica de la
PPX. El poliP 700 se sometio a hidrolisis dcida con HCl 2 N durante 15 min a las
temperaturas indicadas. Los productos obtenidos se separaron por electroforesis y se
visualizaron mediante tincion con azul de toluidina.
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10.4 Determinacion de la temperatura optima de reaccion de la PPXr de M. sedula

Como se ve en la figura 38 se efectud un barrido de temperaturas desde 25 hasta 75 °C en

intervalos de 10 grados. Este ensayo se realiz6 con reacciones individuales para cada

temperatura, en que cada una se realizé con una concentracién de 50 nmol de poliP 700

en tampén de reaccién (Tris acetato 50 mM pH 7,0, KCI 175 mM y MnClz 1 mM) y a

cada reaccion se le agregd una cantidad de 200 ng de proteina pura y el producto liberado

{Pi) se determino luego de 30 minutos de reaccién.

15
2 ~& PPXrde M. sedula
s - Sin enzima
'u -1
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Figura 38. Actividad de PPXr en funcién de la temperatura. Se realiz6 este ensayo

preliminar en las mismas condiciones que la figural7.
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10.5 La actividad de mutante E112A no es afectada

En la figura 39 se muestra en A la temperatura dptima a la que ésta enzima mutante es
activa. En B se muestra Ia concentracién de Mn?* a la que responde el mutante y en C se
muestra la concentracién de Mg?* a la que el mutante es activo. Este mutante tiene una
actividad similar a la del WT. A la luz de estos resultados es claro que este aminoécido
no estaria involucrado en la catalisis y sirve como control positivo de actividad sobre un
mutante. Con esto se comprueba que la mutacién de E113A corresponde a la del sitio

activo.
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Figura 39. Actividad enzimdtica de PPXr mutada en E112A. A) Efecto de la
incubacion a distintas temperaturas. B) Efecto de la concentracion de Mn?*. C) Actividad
enzimdtica a diferentes concentraciones de Mg?*. El andlisis estadistico de la varianza
{ANOVA), se realizé6 comparando solo los datos de la enzima wild fype v la mutante
E112A, para los puntos en donde se indica. En los casos de B y C, el andlisis se realizé
solamente para los puntos méaximos de actividad. *** =P <(,0001, ns = No significativo
(P > 0,05).
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10.6 Anélisis proteGmica cuantitativa

A continuacién se presenta un andlisis de las proteinas que aumentan su nivel
significativamente en células de M. sedula adaptadas a 16 mM de cobre y que fueron
descartadas mediante el andlisis de enriquecimiento. Segiin su subdivisién en categorias

funcionales.
Metabolismo
Transporte y metabolismo de iones inorginicos

La tnica proteina de esta subcategoria que se vio aumentada corresponde a una proteina
que contiene un dominio de rhodanasa. Las proteinas que presentan dominios de
rhodanasa estén presentes en varios tipos celulares (Cipollone y col. 2007). La rhodanasa
fue descrita como una proteina responsable de la conversion de tiosulfato y cianuro en
tiocianato y sulfito (Lang 1933). Pero desde ese descubrimiento hasta hoy se han descrito
muchas proteinas que poseen dominios de rhodanasa y que estan involucradas en una
gran cantidad de procesos celulares. Las proteinas con dominios de rhodanasa se han
clasificado en 4 grupos. Grupo I: “Single Domain Proteins”, Grupo II: “Tandem-Domain
Proteins”, Grupo III: “Multidomain Proteins” y el Grupo IV: “Elongated Active-site Loop

Proteins” (Cipollone y col. 2007).

Si bien uno de los aspectos mas estudiados en cuanto a la funcién celular de las
rhodanasas es la destoxificacion que estas proteinas otorgan a la célula cuando ésta es
expuesta a cianuro (Sylvester y Sander 1990). También existe evidencia que las proteinas
con dominio rhodanasa pueden reparar proteinas con sitios hierro-azufre. Al parecer, la

thodanasa podria movilizar el azufre de los centros hierro- azufre y asi ayudar a la
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reparacién de estos. Por ejemplo los centros hierro-azufre de ferrodoxinas, succinato
dehidrogenasas y NADH deshidrogenasas mitocondriales pueden ser reconstituidos a
partir de la incubacion con un tipo de rhodanasa y un dador de azufre, un aceptor de azufre

y una fuente de hierro (Bonomi y col. 1977; Pagani y Galante. 1983; Pagani y col. 1984).

El hecho que en un experimento de proteémica se viera aumentada una proteina con
dominio rhodanasa quizas muestra que el efecto de la presencia de cobre en el medio
afecta diversas funciones celulares entre las que estd posiblemente la reparacién de

proteinas con centros hierro azufre.
Transporte y metabolismo de aminogcidos.

Dentro de esta subcategoria hay 3 proteinas que presentan un aumento en su nivel en
células adaptadas a 16 mM de cobre, que son: phosphoadenylylsulfate reductase
(thioredoxin) (Msed_0962), glutamato deshidrogenasa (NAD/NADP) (Msed 2074) y 3-
isopropylmalate dehydratase, small subunit (Msed_0829).

Las proteinas que presentan al menos un dominio Trx son parte de la familia de las
tioredoxinas, las que estdn implicadas en miiltiples funciones celulares (Pedone y col.
2010) como la reduccioén de otras proteinas usandso su centro cisteina thiol- disulfuro
activo. De esta manera actian como agentes reductores en una gran variedad de

reacciones enziméticas (Eklund y col. 1984).

La enzima glutamato deshidrogenasa es la responsable de la desaminacitn oxidativa del
glutamato a a-cetoglutarato con la correspondiente liberacién de amonio y utiliza como
cofactor NAD(P)* . Uno de los productos de la reaccién (u-cetoglutarato) es un
intermediario del ciclo de Krebs, por lo que posiblemente al estar aumentada la presencia
de esta enzima en las células adaptadas a cobre, la célula esté intentando aumentar su tasa

metabdlica para resistir la presencia de cobre en el medio. Ademas, como se vi6 en los

115




experimentos de qRT-PCR los niveles de Ios transcritos de CopA estan elevados en Ia
fase exponencial de crecimiento de células adaptadas a 16 mM, Io que implica la
presencia de la ATPasa en el sistema, por lo que para un correcto funcionamiento de la
ATPasa y la expulsion del metal de la célula es altamente probable que la célula busque
la manera de exacerbar la produccién de ATP y una posible manera de lograr esto es
mediante la desaminacion del glutamato para formar a-cetoglutarato y canalizarlo al ciclo

de Krebs.

La 3-isopropilmalato dehidratasa es la-enzima responsable de catalizar la isomerizacion

del 2-isopropilmalato en 3 isopropil malato en la sintesis de leucina (Gross y col. 1963).

Transporte y metabolismo de carbohidratos

En esta subcategoria funcional se detecta el aumento de la 2,3-bifosfoglicerato
independiente fosfoglicerato mutasa (Msed 2238). Esta enzima cataliza la conversién
reversible del 3 fosfoglicerato y el 2 fosfoglicerato en la gliclisis y la gluconeogénesis
(Johnsen y Schénheit 2007). Si se toma en cuenta lo mencionado anteriormente, que la
célula adaptada a cobre 16 mM probablemente requeriria la formacién de mayor energia
en forma de ATP, el hecho de que esta enzima involucrada en la glic6lisis esté aumentada,
podria indicar que esta idea es correcta, ya que la glic6lisis es una de las vias metabélicas

elementales en la obtencién de ATP.

Transporte y metabolismo de nucledtidos

En esta sub categoria las proteinas que muestran un aumento son la ribonucledsido
difosfato reductasa (Msed_1716) y una proteina perteneciente a la superfamilia HIT
(histidine triad) (Msed_0726). La ribonuledsido difosfato reductasa (RNR) es la enzima
limitante en la sintesis de DNA, la que se encarga de catalizar la reduccién de diferentes

ribonucledtidos en los desoxiribonucledtidos correspondientes (Sengupta y Holmgren
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2014). Para el correcto funcionamiento de la RNR, se requiere de la accion de
thioredoxinas (Sengupta y Holmgren 2014), lo que se relaciona con que una de las

proteinas aumentadas en esta condicion era un tipo de thioredoxina.

Las proteinas de la stiper familia HIT corresponden a un grupo de proteinas que poseen
un dominio de unién a nucledtidos (Brenner y col. 1999). Como ejemplo de la
importancia de estas proteinas en el metabolismo energético de la célula se puede
mencionar el del caso de la “Histidine Triad Nucleotide Binding Protein 1” de E. coli, la
que tiene como funcidén regular la accién de la D-alanina deshidrogenasa, enzima

involucrada en el catabolismo de la alanina para generar piruvato (Bardaweel y col. 2011).
Producecion y conversion de energia

Dentro de la categoria funcional de metabolismo, las méds numerosas son las que
corresponden a la subcategoria de produccién y conversién de energia, estas son: las sub
unidades B y C de la NADH deshidrogenasa (Msed 2012 y Msed_1896), enzima
involucrada directamente en la fosforilacién oxidativa. La otra proteina que se observa
aumentada es la cadena I de la NADH quinona oxidoreductasa (Msed_1899), también
involucrada en la cadena transportadora de electrones (Brandt 2006). Por tltimo, la
cuarta proteina aumentada es la ruberitrina (Msed_0296), que pertenece a la familia de
las proteinas similares a ferritinas (Andrews 2010). La ruberitrina se cree que actiia como
una peréxido reductasa (Weinberg y col. 2004; Kurtz 2006) disminuyendo el estrés

provocado por perdxido de hidrogeno.
Metabolismo y transporte de coenzimas

La enzima que presenta un aumento en su nivel en esta sub categoria funcional, es Ia
nicotinamida-nucleotido adeniltransferasa, la que sintetiza NADP+ a partir de ATP y

NAD+ (Zhai y col. 2009).
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Procesamiento y seiializacion celular
Modificaciones post traduccionales, intercambio de proteinas y chaperonas

La proteina codificada por el gen Msed_0787 estd anotada como una proteina hipotética
que posee un dominio tioredoxina, ademds de ser una posible DsbH, una oxidoreductasa
(Mac y col. 2008). Las proteinas de la familia Dsb (Disulfide bond) tienen como funcién
la formacién de puentes de disiilfuro tanto como la isomerizacion de puentes mal hechos;
esta funcién hace pensar que el aumento en la expresién de esta posible DsbH tiene
correlacién con la necesidad de la célula de corregir la formacién de puentes disdlfuro
presentes en ciertas proteinas de la célula, los que fueron posiblemente dafiados por la

accién del metal.

Otra de las proteinas que aumenta su nivel en esta categorfa es la codificada por el gen
Msed_0153, anotada como una proteina con dominio similar a glutaredoxina. Las
glutaredoxinas son oxidorreductasas pequefias de la familia de las thioredoxinas que

regulan el estado redox de los grupos sulfidrilo de las proteinas (Lillig y Berndt 2013).

La tercera proteina que aumenta su nivel en esta sub categoria es la Hsp 20 (Heat shock
protein 20). Las proteinas pertenecientes a la familia Hsp estdn presentes en todas las
células, tanto eucariotes como procariontes y se ven inducidas principalmente en
condiciones de estrés celular y pese a que su nombre dice relacién con una respuesta a fa
exposicién al calor no todas son inducidas mediante esta forma de estrés (Kiang y Tsokos

1998),
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Almacenamiento y procesamiento de informacién
Traducei6n; estructura ribosomal y biogénesis

En esta sub categoria junto con una proteina no caracterizada, se observa el aumento de
un componente del exosoma (Rrp4). El exosoma es el complejo encargado de la
degradacitn y la adenilacién post transcripcional del RNA en eucariontes y arqueas.
Especificamente la proteina Rrp4, que forma parte del exosoma, tiene como funcion
otorgarle la especificidad de unién a las colas poliA de los RNAs (Witharana y col. 2012).
En un contexto celular en que la célula estd sometida a un estrés por parte del cobre en el
medio, quizds la degradacién de RNAs para la utilizacién de los nucel6tidos que lo
componen en otros procesos celulares, sea una forma de atenuar el dafio producido por el
metal. Por lo que el aumento de esta proteina parte del exosoma, seria un reflejo de esta

situacion.
Replicacién; recombinacién y reparacién

Una de las proteinas que aumenta en esta sub categoria esta anotada como de unién a
acidos nucleicos con un dominio OB (oligonucleotide/oligosaccharide-binding fold), tipo
RNA helicasa. La arquitectura de los dominios OB presenta una cara de uni6n que se ha
adaptado para unirse a diferentes ligandos. El dominio OB es un barril beta cerrado de
cinco a seis hebras formado por 70 a 80 aminoacidos. Los hilos estdn conectados por
bucles de longitud variable que forman los apéndices funcionales de la proteina. La
mayoria de las proteinas OB utilizan la misma cara de unién al ligando como un sitio
activo. Diferentes protefnas-OB utilizan esta cara, para unir oligosacaridos,

oligonucleétidos, proteinas, iones metalicos y sustratos cataliticos.
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La DNA primasa (DnaG) también se encuentra aumentada en esta condicién, esta enzima
es la que sintetiza los fragmentos cortos de RNA que servirdn de partidores en la

replicacion del DNA (Frick y Richardson 2001).

Transeripcién

La sub unidad M de la RNA polimerasa se encuentra aumentada, ademds de un regulador

transcripcional perteneciente a la familia PadR.

La sub unidad M de la RNA polimerasa corresponde a un factor de transcripcion que se

encarga de la escision de la RNA polimerasa del RNA sintetizado (Hausner y col. 2000).

Los reguladores transcripcionales pertenecientes a la familia PadR estan relacionados con
proteinas que controlan la expresion de genes asociados con la desintoxicacion, la

virulencia y la resistencia 2 multiples firmacos en las bacterias (Guntur y col. 2012).

Proteinas poco caracterizadas

Dentro de esta categoria se han descrito s6lo algunas con dominios funcionales, lo que da

un indicio de que proteina podrfa ser o que eventual funcién podria tener.,

Prediccién general de la funcién

Una de las protefnas identificadas posee un dominio Pac (de las siglas en ingles:
Proteasome Assembly Chaperones) (Ramos y Dohmen 2008). Esto habla del posible

favorecimiento en el ensamblaje del proteosoma en las condiciones de adaptacién a cobre.

La otra protefna identificada posee un dominio de la familia PBP (phospholipid-binding
protein), los miembros de esta familia mejor descritos son las anexinas, las que en

presencia de Ca?* s unen a fosfolipidos (Schlaepfer y col. 1987).
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A continuacién se presenta un andlisis de las proteinas que disminuyen su nivel
significativamente en células de M. sedula adaptadas a 16 mM de cobre y que fueron
descartadas por el andlisis de enriquecimiento. Se ordeman y presenian segin su

subdivision en categorias funcionales.

Metabolisnto

Transporte y metabolismo de iones inorganicos

Una proteina con un dominio N terminal TrkA se ve disminuida en esta condicién. Este
tipo de dominio es uno de los pertenecientes a la categoria de SMBD (por las siglas en
inglés de: dominio de uni6n a moléculas pequefias), dominios que muchas veces estén
involucrados en respuestas alostéricas de protefnas (Anantharaman vy col. 2001).
Especificamente el dominio N terminal TrkA est4 involucrado en Ia regulacién de
procesos redox y su molécula de unién es el dinucle6tido de nicotinamida (Anantharaman

y col. 2001).

Transporte y metabolismo de aminoacidos

Esta sub categoria funcional es una de las que més protefnas posce, lo que quizés refleja

la importancia del metabolismo de aminoécidos en Ia respuesta a cobre.

La proteina que presenta la mayor disminucién es la arginina deaminasa, que cataliza el

primer paso en la via de degradacion de la arginina (Fenske y Kenny, 1976).

La N2-acetil-I.-Lisina deacetilasa, cataliza la reaccion de formacién de lisina,

La antranilato sintasa (glutamina amidotransferasa) s otra de las enzimas que disminuye

su nivel y cataliza el primer paso en la sintesis de tript6fano (Romero y col. 1995).
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Por iltimo, la 2-isopropilmalato sintasa también se encuentra disminuida en esta
condicién, enzima encargada de formar malato a partir de acetil-CoA y 4cido alfa-

cetoisovalérico en la primera ctapa de la sintesis de leucina (Frantom 2012).

Las cuatro protefnas mencionadas tienen que ver con la sfntesis o la degradacién de un
aminodcido. Por lo general Iz sintesis de aminoacidos es un proceso que involucra varias
enzimas y ademds el aporte de energia. Quizas en esta condicién la célula intenta ahorrar
energia desactivando los procesos que la requieren, Y que no estin relacionados
directamente con la resistencia al metal y por ello Ia sintesis de aminodcidos se veria

mermada.

Cabe destacar un efecto paradéjico en la via de sintesis de la leucina. Como se menciond,
existe una enzima de esta via que eta aumentada, la 3-isopropilmalato dehidratasa. Y
dentro de las protefnas que disminuyen su produccién ests la 2-isopropilmalato sintasa,
miembro de la misma via. La explicacion a este comportamiento paraddjico puede ser el
hecho de que la sintesis de leucina tiene dos vias principales, una que utiliza directamente
piruvato como sustrato, en la que est4 involucrada la 3-isopropilmalato dehidratasa que
aumenta su nivel. Y ofra via que también utiliza piruvato en su inicio, pero proviene de
una ramificacion de la sintesis de valina, por lo que se hace mas larga y compleja, es en
esta en la que estd involucrada la 2-isopropilmalato sintasa (ver figura 40). Esto hace
suponer que la célula estd favoreciendo la via més corta en la formacién del aminodcido
y depreciando la via energéticamente menos conveniente. Lo que concuerda con la idea
que la célula aprovecha al méximo su capacidad para ahorrar energia en las condiciones

de adaptacion a cobre.
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Figura 40. Via metabélica de la sintesis de leucina. Se aprecian las dos vias que
derivan en la sintesis de leucina. Se pueden distinguir las proteinas que fueron
identificadas mediante iTRAQ. La 2- isopropilmalato sintasa que disminuye su
expresion (rectdngulo rojo) y la 3- isopropilmalato deshidrogenasa que aumenta su

expresion (rectangulo azul).

Transporte y metabolismo de carbohidratos

El transportador de trehalosa tipo ABC esta disminuido en la condicion de exposicion a

16 mM de cobre. Este transportador, como su nombre lo indica, tiene la funcién de

transportar trehalosa hacia el interior de la célula, aunque también se ha descrito que

transportadores similares pueden transportar otros tipos de aziicares como sacarosa

(Silva y col. 2005).

Transporte y metabolismo de nucleosidos

La fosforibosilformilglicinamidina es una enzima involucrada en la sintesis de purinas

(Anand y col. 2004), la que se encuentra disminuida en esta condicion de crecimiento.
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Produccion y conversién de energia

La subunidad I de la citocromo C oxidasa se encuentra disminuida en las células
adaptadas a cobre 16 mM. Este dato pareciera ir en contra de lo observado con
anterioridad en las proteinas que aumentan su nivel, ya que existen algunas proteinas
involucradas en la cadena transportadora de electrones que se ven ammentadas. Quizas
esta disminucion en la subunidad I de la citocromo C oxidasa se deba a que a temperaturas
elevadas Ia solubilidad del oxfgeno disminuye hasta un 60% en comparacion a la que
posee a temperatura ambiente (Wilhelm y col. 1977). Por lo que posiblemente esta
subunidad disminuya su expresién y sc aumente otra subunidad alterna, aun no
identificada, que posea mayor afinidad por oxigeno como se describe para otros

termdfilos (Radzi y Soulimane 2012).

Una ferrodoxina tipo 4Fe-4S se encuentra disminuida en esta condicién. Estas proteinas
estdn involucradas en una gran variedad de reacciones que involucran el traspaso de

electrones (Romberger y Golbeck 2010).

Transporte y metabolismo de coenzimas

Una proteina relacionada a la dihidropteorato sintasa, involucrada en la sintesis de acido
f6lico. Es la enzima encargada de catalizar la condensacién del dcido para amino benzoico

y la pteridina para formar 4cido dihidropteroico (Ska&ld 2000)

Transporte y metabolismo de lipidos

La sintasa y ligasa dependiente de AMP corresponde a una enzima necesaria para la
sintesis de dcidos grasos de cadena larga esta enzima al parecer actila mediante [a unién

de AMP a sus sustratos, esta unién es dependiente de ATP,

124




Una proteina descrita con un dominio similar a la Acyl-CoA deshidrogenasa disminuye.
La Acil-Coa deshidrogenasa, enzima que cataliza la alfa, beta deshidrogenacién de los

ésteres de acil- CoA en el catabolismo de los 4cidos grasos y los aminoécidos.

(Swigonova y col. 2009).

Por dltimo, la metil-malonil CoA mutasa, responsable de la isomerizacién del metil
manolil CoA a succinil CoA (Takahashi-Ifiiguez y col. 2012). Como se sabe el succinil
CoA es un intermediario del ciclo de Krebs. Anteriormente se habian visto enzimas del
ciclo de Krebs aumentadas, lo que hacia pensar que la célula estaba tratando de obtener
energfa. La disminucion en esta enzima que genera una molécula perteneciente al ciclo
de Krebs a partir del catabolismo de dcidos grasos, hace pensar que la célula no utiliza Ia
degradacion de 4cidos grasos de manera preferente para generar energfa sino que

preferiria otras vias.

Procesamiento y sefializacion celular

Mecanismos de seiial y transduccion

Para esta categoria se describe la disminucién de una proteina con un dominio FHA
(forkhead-associated domain). Este dominio reconoce fosfopéptidos en muchas proteinas

reguladoras (Hofmann y Bucher 1995).

Informacién almacenamiento y procesamiento

Traduccion; estructura ribosomal y biogénesis

Al menos tres proteinas relacionadas con la estructura del ribosoma se encuentran
disminuidas en esta condicién. Una de ellas es la proteina ribosomal S15 una de las
primeras en acoplarse al RNA 168 donde coopera con Ia nucleacion y el ensamblaje de

la sub unidad 308. Las ofras dos son los constituyentes del ribosoma, las proteinas L34E
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y S30E. Si se atribuye una disminucién de la estructuracion del ribosoma a causa de estas
disminuciones, se podria asumir que la traduccién de proteinas se ve mermada debido a
que se ensamblan menos ribosomas, por lo que la sintesis de novo de proteinas en esta

condicidn se veria disminuida.

Transcripcién

Un regulador transcipcional de la familia AbrB se encuentra disminuido.

Dindmica y estructura de la cromatina

La proteina Cren7 que corresponde a una histona altamente conservada (Feng y col. 2010)
tambicn se encuentra disminuida en esta condicién. Estas proteinas juegan un rol
importante en la compactacion del nucléolo para la organizacién funcional de] DNA

genomico (Driessen y col. 2013).
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