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Resumen

s RESUMEN

Sulfolobus metallicus es un arquedn termoaciddfilo capaz de oxidar fierro y azufre,
ampliamente utilizado en la extraccién de cobre desde minerales como la calcopirita,
durante el proceso de biolixiviacién. El uso exitoso de este microorganismo se debe en gran
medida a su capacidad de prosperar en ambientes con altas concentraciones de metales
pesados y a altas temperaturas de crecimiento, que aceleran los procesos de bioloxiviacién.

El cobre es un importante cofactor para varias enzimas involucradas en diversos
procesos celulares. Mientras que cantidades trazas de este metal son esenciales para la vida,
su exceso puede catalizar la formacién de especies reactivas de oxigeno causando
importantes dafios celulares. Es asi como procariontes y eucariontes han desarrollado
diversos mecanismos de resistencia con el fin de evitar los efectos nocivos del cobre.

Recientemente demostramos que S. mefallicis es capaz de crecer en la presencia de
hasta 200 mM de CuSO, (Remonsellez y cols., 2006). Este nivel de resistencia al cobre
presentado por S. metallicns es uno de los més altos reportados a la fecha, y supera en 40
veces la resistencia que muestran otras especies del género Su/folobus y de bacterias como
Eischerichia voli y Enterococcus birae. Hasta ahora no existen estudios sobre los mecanismos
genéticos y bioquimicos que le permiten a S. mefallions prosperar en tan altas
concentraciones de cobre. La comprension de estos mecanismos podria ser de mucha
utilidad en potenciales mejoras genéticas de los microorganismos biolixiviantes para
aumentar la eficiencia de los procesos de biolixiviacién.

Aunque la resistencia al cobre ha sido ampliamente estudiada en bacterias, se tiene

escasa informacion sobre los mecanismos de resistencia 2 este metal en arqueas.
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Recientemente se ha identificado un grupo de genes (cop) de resistencia al cobre altamente
conservado en algunas especies del dominio Archaea. ste incluye un transportadot de tipo
ATPasa posiblemente involucrada en la exportacién del metal (¢gp-4), una metalochaperona
de cobre (copM) y un regulador transcripcional (cpT) que controlatia la expresion de los
genes «p. Debido a que ain no se dispone de la secuencia genémica de S. merallicus,
utilizamos las estrategias de CODEHOP-PCR y “genome walking” para buscar y aislar los
genes cgp en este microorganismo. Aqui, reportamos la presencia en el genoma de S.
metallicus de 2 loci cop (copl y eop2), con la estructura copT7, copM1, cop Al y copT2, copM2,
cop.A2, respectivamente. Esta duplicacién génica constituiria una caracteristica inédita para
un representante del dominio rhaea y podria explicar en patte la elevada resistencia al
cobre que muestra S, mefalicus.

Mediante analisis transcripcionales determinamos que los pares génicos copMAT y
wpMA2 se cotransctiben y los niveles de los mRNA policistronicos aumentan
concomitantemente por la adicién externa de Cu®” o cuando se generd este ién metalico
producto de la oxidacién de la calcopirita por el microorganismo. La expresion de estas
ATPasas (CopAl y CopA2) en la presencia de cobre sugiere que el sistema de transporte
esti funcionando para permitir Ia salida del metal. Adicionalmente, reportamos en J.
melallions que mientras el gen ¢pT2 mostrd una expresién constitutiva, los niveles del
transcrito capT7 aumentaron en la presencia de Cu®".

Con el objetivo de encontrar otros posibles mecanismos responsables de la
resistencia al cobre en S. metallicus analizamos la expresion diferencial de proteinas de

membrana en células expuestas a Cu'. Asi, se encontraron aumentadas proteinas

involucradas en el estrés oxidativo y en el plegamiento y la degradacién de las proteinas.
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Estos resultados sugieren que la presencia de cobre produce dafio oxidativo, que afectaria
la integtidad de las proteinas, evidenciando que esta arquea usa miiltiples mecanismos para
resistir las altas concentraciones de cobre.

Otro posible mecanismo adicional de resistencia al cobre en especies del géneto
Sulfolobus comprenderia a los polifosfatos (poliP). En nuestro grupo hemos demostramos
que 5. metallions acumula altas cantidades de este polimero, y que cuando esta arquea se
expone a cobre, los poliP se degradan progtesivamente, lo que es acompafiado por el
exporte de iones fosfato, y supuestamente de los cationes de cobre, desintoxicando de esta
forma el ambiente intracelular (Remonsellez y col., 2006). Para evaluar la contribucién del
metabolismo de los poliP en la resistencia al cobre en los Swffolobales, y debido a que no se
dispone de herramientas para la manipulacién genética en S. mefalliicns, generamos una cepa
recombinante de 5. so/fataricus incapaz de acumular poliP. Asi, determinamos que esta cepa
recombinante, carente de poliP, mostrd una mayor sensibilidad al cobre demostrindose
experimentalmente la participacién de los poliP en la resistencia al metal. Adicionalmente,
mediante un estudio preliminar sobre los cambios en el proteoma de la cepa de S. soffataricus
carente de poliP, encontramos aumentadas proteinas relacionadas al ciclo de Krebs y al
estrés oxidativo. Estos hallazgos sugieren la relevancia tanto en las funciones energéticas
como regulatorias de los poliP en la cepa recombinante de S. soffataricus carente de poliP, lo
que podtian explicar su mayor sensibilidad al cobre.

Los resultados obtenidos en este estudio nos permiten concluir en conjunto que los
elementos claves en la resistencia al cobse en S, metallicus parecen ser la duplicacién de genes
cap de resistencia al cobre, un mecanismo basado en la acumulacién de poliP y una respuesta

defensiva ante el estrés oxidativo.
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ABSTRACT

Sulfolobus metallicus is a thermoacidophile archaea capable of oxidizing iron and
sulfur. It is widely used in the extraction of copper from minerals such as chalcopyrite in
the process of bioleaching. This microorganism is succesfully used in bioleaching
processeses mainly due to its capacity to survive in environments with high heavy metal
concentrations and to grow at high temperatures, where the bioleaching processes are
favored.

Copper is an important cofactor for several enzymes involved in diverse cellular
processes. While trace amounts of copper are essential for life, an excess of this metal can
catalyze the formation of reactive oxygen species triggering significant cellular damage. In
order to avoid the harmful effects of copper prokaryotes and eukaryotes have developed
numerous mechanisms involved in the resistance this metal.

Our laboratory recently demonstrated that S. metalliens is able to grow in the
presence of up to 200 mM CuSO, (Remonsellez et al., 2006). The level of copper resistance
presented by S. metallicus accounts as one of the highest reported to date, exceeding in over
40 times the resistance found in other species of the genus Swuffolobus and of bacteria,
including Escherichia coli and Enterococcus hirae. Thus far, there are no studies on the
prospective genetic and biochemical mechanisms that enable S. metallicus to thrive in such
high concentrations of copper. Understanding these mechanisms could be particulatly
useful in potential genetic improvement of the bioleaching microorganisms, which could
likely increase the efficiency of bioleaching processes in due course.

Although resistance to copper has been widely studied in bacteria, the reported

information on mechanisms of resistance to this metal in archaea is very scarce. Recently a



Abstract

highly consetved group of genes (cp) related to the resistance to copper was identified in
some species of Anhaea. Considering that the genomic sequence of S. #retallicus is not yet
available we made use of strategies such as CODEHOP-PCR and “genome walking” in
otder to look and isolate for the cgp genes in this microorganism.

Interestingly, we found two ap loci (cgp7 and cop2) within the genome of S. mesallicns,
having the genomic structure copT?, copMi, copAT and wopT2, eopM2, copAZ, respectively.
This finding would constitute an unprecedented feature for 2 representative of the Arhaea
domain, Such a genetic duplication could somewhat explain the high resistance to copper
detected in S. metallicns.

Moreover, we determined that the genetic pair wpMA7 and wpMAZ are
cotranscribed. In fact, the levels of detected policystronic mRNA concomitantly increased
in the presence of Cu”" or when the organism uses chalcopyrite as an energy source. The
expression of these ATPases (CopAl and CopA2) in the presence of copper suggests that
the transport system is in effect working, enabling a steady output of copper. In addition, it
we reported that egpT7 transcript levels were increased in the presence of Cu®, even while
epT2 showed a constitutive expression.

To find additional mechanisms potentially involved in the high resistance to coppet
in S, metallicus, we analyzed the differental expression of membrane proteins in cells
exposed to Cu'® Several proteins which have been identified to be involved in cellular
processes including oxidative stress and folding and degradation of proteins were found
with increased expression. These results illustrate the fact that the presence of copper

produces oxidative damage, which would in turn affect protein integrity, suggesting that this

atchaea makes use of multiple mechanisms in order to tesist high copper concentrations.
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Another potential mechanism involved in copper resistance in species of the genus
Sulfolobus would involve polyphosphates (polyP). We have already demonstrated that S.
metallicns accumulates high amounts of this polymer. Furthermore, when exposed to copper,
polyP is progressively degraded, a process which is linked to the export of phosphate ions,
presumably together with coppet cations, thus detoxifying the intracellular environment
(Remonsellez et al., 2000).

Since there are no tools for genetic manipulation in S. mefallicus, to assess the
contribution of polyP metzbolism in copper resistance in Swffolobales, we generated a
recombinant strain of S. seffataricus which is incapable of accumulating polyP. This polyP
deficient tecombinant strain showed an augmented copper sensitivity, being and
experimental demonstration of the involvement of polyP in copper resistance.

Additionally, through a preliminary study on the changes in the proteome of the S.
solfataricus polyP deficient strain, we found an increased expression of proteins related to
both the Krebs cycle and oxidative stress mechanism, which suggesting a link between the
higher copper sensitivity of the . so/fataricus recombinant strain and the lack polyP.

Altogether, the results obtained in this study allow us to conclude that the key
elements in the resistance to copper in S. metallicus appear to be the duplication of the
copper tesistance ¢p genes, a polyP-based accumulation mechanism and a defensive

response to oxidative stress.
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1. INTRODUCCION

1.1. El dominio Archaea

1.1.1. El arbol de la vida

En 1990, Woese y col. basandose en la comparacion de las secuencias nucleotidicas
del RNA ribosomal 16S/18S, propuso que las arqueas constituyen un dominio
independiente y separado de las bacterias. Desde entonces, se destruyd el paradigma de la
existencia de procariontes y eucariontes, permitiendo de esta forma la construccién de un
4rbol filogenético universal que agrupa a los seres vivos en tres dominios, Baderia, Eukarya y
Archaea (Fig. 1A) (Woese y col,, 1990).

Posteriormente, con el advenimiento de la secuenciacién de los genomas de
diferentes arqueas, que comenzaron con Methanococons jannaschi, Methanobacterinm
thermoantotrophicum y Archaeoglobus fulgidus (Bult y col., 1996; Smith y col, 1997), se puso en
evidencia que dos tercios de los genes presentes en las arqueas no tierien homélogos en
Bacteria y Enkarya, enfatizando de esta manera la posicién genéticamente distinta del
dominio Archaea en el arbol de la vida. Adicionalmente, estos andlisis también demostraron
que la transferencia lateral de genes se ha producido no sélo entre diferentes especies del
dominio Archaea, sino también entre bacterias y arqueas, constituyendo asi una fuerza
importante en la evolucién biolégica (Nelson y col, 1999; Diruggiero y col, 2000;

Olendzenski y col., 2000).




Introduccion
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Figura 1. Asbol filogenético de la vida. El drbol filogenético de los tres dominios de la
vida basado en las secuencias del RINAr 16S.

1.1.2, Caracteristicas del dominio Archaea.

Desde la descripcién de la primera arquea en 1972, Sulfolobus acidocaldarius (Brock y
col., 1972), el nimero de microorganismos descritos que pertenecen a este dominio ha
aumentado de forma constante. Muchas de estas arqueas prosperan en ambientes muy
extremos, donde los parimetros fisicos como la temperatura, la salinidad, el pH 6 la presién
muestran valores inesperados para el desarrollo de cualquier forma de vida. Asi, muchos de
los representantes de este dominio han suscitado especial interés como modelos estudio de
la adaptaci6n de la vida en condiciones extremas (Rajagopal y col., 1998).

La secuenciacion de genomas de arqueas ha revelado que la mayor parte de los
sistemas de procesamiento de la informacién como la replicacién, la transcripcién y la
traduccién, que mantienen y expresan los genomas son claramente de tipo eucarionte

(Rowlands y col, 1994; Baumann y col, 1995; Dennis, 1997). En cambio, los genes

relacionados con funciones metabdlicas son de tipo bactedano (Olsen y Woese, 1997;




Introduccion

Gaasterland, 1999). Otras similitudes de las arqueas con bactetias son sus tamafios celulares,
la ausencia de membrana nuclear y de organelos, y la presencia de un cromosoma circular
acompaiiado de plasmidos circulares mis pequefios (Brown y Doolittle, 1997). La estructura
de las envolturas celulares formadas por la capa S de glicoproteinas y una membrana
plasmitica que contiene una gran proporcion de tetra-éteres lipidicos, constituye una
caracteristica original de las arqueas (Brown y Doolittle, 1997; Rajagopal y col., 1998).

El dominio Archaea se divide en los reinos Crenarchacota, Enryarchacota y Korarchaeota.
Los Crenarchaesta incluyen a los termoacidofilos extremos, que crecen a pH entre 1 y 3,y a
temperaturas sobre los 60 °C (Brown y Doolittle, 1997), mientras que los Ewnryarchacola
incluyen a las arqueas halofilicas, capaces de tolerar concentraciones muy altas de sal, y 2 los
metandgenos que generan metano bajo condiciones anaerdbicas. Los Korarchacota
comprenden microorganismos de ambientes terméfilos atin no cultivados, identificados en

base al anilisis del RNAr 168 (Barns y col., 1996).

1.2. El género Sulfolobus

1.2.1. Caracteristicas del género Sulfolobus

El género Suffolobus pertenece al reino Cremarhesfa y comprende especies
termoacid6filas aisladas de hébitats geotermales como las fuentes solfatiricas (Ciaramella y
col., 2002). Estos ambientes extremos se caracterizan por las altas temperdturas de sus aguas
circulantes, la presencia de minerales de hierro y azufre y una gran acidez (Stetter, 1995).

Debido a la existencia de especies heterdtroficas y aerobias pettenecientes a este
género, varios de estos microorganismos pueden cultivarse ficilmente en medio liquido,

siendo ampliamente utilizados como modelos para estudios bioquimicos y genéticos. Desde
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el punto de vista basico, se ha avanzado mucho en el estudio de Suffolobus acidocaldarins y
Sulfolobus soffataricus. Los genomas de estas arqueas se encuentran secuenciados y anotados
(She y col,, 2001; Chen y col,, 2005), y se han desarrollado recientemente en S. soffataricus
herramientas genéticas para la expresion de proteinas y para la mutagénesis (jonuscheit y

col,, 2003; Albers y col., 2006).

1.2.2. Sulfolobus merallicus y su utilizacién en biomineria

S. metallicus es un termoacidoéfilo que se desarrolla 2 65 °C y a pH entre 2 y 3, que es
capaz de obtener su energia mediante la oxidacién de hierro y azufre (IHuber y Stetter,
1991). Es el representante menos estudiado del género Swffolobus, sin embargo presenta
caracterfsticas fenotipicas que lo hacen particularmente interesante desde el punto de vista
biotecnolégico. En este contexto, S. mefallicns se ha empleado con gran beneficio para
extraer metales como cobre y oro desde los minerales que los contienen, en el proceso
biotecnologico conocido como biolixiviacion (Lindsttém y col,, 1992; Aguilar, 1996). Este

proceso es de gran importancia para la industria minera nacional e internacional, ya que

permite aprovechar minerales que no pueden lixiviarse de manera quimica, y ademas genera
un menor impacto ambiental comparado con los métodos tradicionales (Gentina y
Acevedo, 1985; Acevedo y col., 1993; Rawlings, 2002)

En las ultimas décadas los procesos de biolixiviacién a altas temperaturas se han
desarrollo fuertemente, en donde la utilizacién de arqueas termoacidofilicas como S.
| metallicns, M. sedula y Acidianus brierleyi ha resultado en un aumento de las tasas de obtencién
de minerales (d"Hugues y col. 2001; Stott y col,, 2001; (Rawlings, 2002; Mikkelsen y col.,

2006). Esto se debe en parte, a que las reacciones quimicas a altas temperaturas ocurren a

| 4
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mayor velocidad, y adicionalmente constituye una importante alternativa.para la lixiviacién
de minerales recalcitrantes como la calcopirita (CuFeS,), un mineral de cobte muy
abundante en la naturaleza (Rodriguez y col, 2003; Jordan y col, 2006). A pesar de las
ventajas de la biolixiviacién a altas temperaturas, existe escasa informacién sobre los
mecanismos de adaptacion de este tipo de microorganismos 2 estos atnbientes extremos
como lo son las altas concentraciones de metales pesados a las que se ven expuestos
durante la faena biominera.

Por todo esto, existe un gran interés por dilucidar los mecanismos que les
permitirian a estos extreméfilos adaptarse y responder a su medio ambiente. El
conocimiento de estos mecanismos sera de importancia ya podria conttibuir en el control

del complejo ecosistema microbiano presente en operaciones de biominerfa (Aguilar, 1996).

1.3. El cobre y su relacion con los sistemas bioldgicos

1.3.1 La relevancia bioldgica del cobre

El cobre con una abundancia relativa en la corteza de la Tierra de 68 ppm, estd
ampliamente distribuido en la naturaleza, y se encuentra principalmente en forma de
sulfuros, oxidos o carbonatos, asi como en minerales de calcopirita (CuFeS,), calcocita
(Cu,S), cuprita {Cu,O) y malaquita (Cu,CO,(OH),).

El cobre es un micronutriente esencial para la gran mayoria de los seres vivos
(eucariotas y procariotas) y sus funciones bioldgicas estan estrechamente relacionadas con
sus propiedades como un metal de transicién. Este metal tiene parcialmente ocupado el
otbital 4 por lo que puede encontrarse con mis de un estado de valencia, ya sea en la forma

de Cu(l) (4) o Cu(Il) (#) (Solioz y Stoyanov, 2003a). Como el icido de Lewis més fuerte
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en el Grupo IB, el cobre tiene la capacidad de mediar en el transporte de electrones, asi
tiene un papel estructural y funcional en metaloenzimas tan importantes para el
metabolismo energético como la Citocromo ¢ oxidasa. Adicionalmente, el 16n cuproso
(Cu™) actia como un grupo prostético de varias enzimas celulares entre ellas la superdxido
dismutasa, la lisil oxidasa y en enzimas microbianas que participan en la reduccién de

nitritos y de 6xidos de nitrégeno (Pefia y col., 1999; Solioz y Stoyanov, 2003a).

A pesar de su funcién biolgica, el cobre puede ser altamente toxico cuando se
encuentra en concentraciones que exceden a las requeridas fisiolégicamente. Aunque la
toxicidad del cobre no estd completamente entendida, en gran parte se debe a su capacidad
pata generar especies reactivas de oxigeno a través de una reaccién tipo Fenton (Ecuacion

1) (Lloyd y Phillips, 1999; Bruins y col., 2000; Teitzel y col., 2006).

Cut - H305 = Cu®* 4 OH™ + O
(Ecuacion 1)

Asi, los radicales libres generados mediante esta reaccién pueden dafar las
membranas celulares, alterar la estructura de las proteinas y del DNA, perturbando las
funciones celulares en general (Yoshida y col., 1993; Bruins y col., 2000; Solioz y Stoyanov,
20032). Por todo esto, la homeostasis de cobre en los organismos es un proceso
estrictamente tegulado, que permite mantener una concentracién del metal que no supere el
limite sobre el cual se vuelve tdxico. Es asi como procariontes y eucariontes han

desatrollado diversos mecanismos de resistencia que se activan con el fin de evitar los
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efectos nocivos del cobre (Dameron y Harrison, 1998; Rensing y Grass, 2003; Teitzel y col,

2006).

En términos generales estos mecanismos de resistencia al cobre incluyen:

sy

Componentes intra 6 extracelulares que captutan al cobre
neutralizandolo. Un ejemplo de esto es la capacidad de las sustancias
poliméricas extracelulares (EPS) de algunas bacterias de atrapar el metal,
o en el caso de los eucariotas las metalotioneinas (mamiferos y levaduras)
o fitoqueatinas (plantas), proteinas que capturan el cobre a través de un
dominio rico en cisteinas,

La disminucién de la entrada de cobre a la célula, mediante la alteracidn
de las envolturas celulares y la represién de la expresion de potinas de
membrana externa.

La conversién enzimatica del metal a la especie quimnica menos toxica
(Cu™).

La expulsion de los iones de cobre hacia el medio extracelular mediante
transportadores especificos de membrana, principalmente dependientes
de energia como las ATPasas de membrana.

La reduccion de la sensibilidad al metal de los blancos celulares, mediado
por mecanismos moleculares normales de la célula, como pueden ser los

sistemas de reparacién del ADN y de plegamiento de proteinas.

Estos sistemas en particular o en conjunto pueden representan la respuesta celular al

exceso del metal, y por lo general son los encargados de disminuir el exceso de cobre en el
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citoplasma celular (Silver y Phung, 1996; Dameron y Harrison, 1998; Dopson y col., 2003;
Solioz y Stoyanov, 2003b; Teitzel y col., 2006; Lutsenko y col., 2007; Waldron y Robinson,

2009).

1.3.2. Mecanismos de resistencia al cobre en bacterias

Se ha propuesto que entre los distintos mecanismos de resistencia al cobre descritos,
el eflujo activo del metal desde el citoplasma mediante transportadores especificos de
membrana constituye la alternativa mas utilizada por los microorganismos procariotas
(Outten y col.,, 2000; Ryan y col., 2007; Smaldone y Helmann, 2007). A la fecha existe
bastante informacién sobre los mecanismos de resistencia al cobre en bacterias. En
particular, Enferococcus birae ha servido de modelo de estudio en gram positivas, y Escherichia

¢0/i ha sido el modelo en gram negativas (Outten y col,, 2001; Solioz y Stoyanov, 2003a)

El sistema de homeostasis al cobre en E. hirae esta codificado’en su genoma, y
consiste de 4 genes organizados en el operdn ap. Los genes wpA y cgpB codifican para
ATPasas de cobre de tipo CPx, ¢wpY codifica un represor transcripcional que es inhibido en
presencia de cobre, y cpZ codifica una chaperona que facilita el trafico intracelular de cobre.
De acuerdo al modelo de homeostasis, CopA es responsable del importe del metal cuando
éste es litnitante, mientras que CopB participa en la expulsion de cobre cuando éste ha
alcanzado concentraciones intracelulares toxicas. Debido a que estas j}TPasas (CopA ¥
CopB) transportan i6n cuproso (Cu®), se ha propuesto la presencia de una enzima reductora
de Cu* (CorA). Dicha actividad se ha detectado asociada a membrana en E. Airae, sin

embatgo aun no se ha identificado la proteina responsable. Adicionalmente, se ha

demostrado que la chaperona de cobre (CopZ) es capaz de interactuar directamente con
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CopA y CopY entregindoles el atomo de Cu’ y cumpliendo un papel crucial en la funcion
de estas proteinas (Solioz y Stoyanov, 2003a). En cuanto a [i. o/, se han identificado 2
sistemas de destoxificacion de cobre codificados en su genoma. Uno de ellos, el sistema
Cue (“copper efflux”), incluye una ATPasa tipo CPx (CopA) que participa en el eflujo del
cobre desde la célula, muy similar al que presenta . hirae (CopB), y una multi-oxidasa de
cobre (CueO), que cataliza la oxidacién del i6n cuproso (Cu’), la especie mas toxica del
cobre para la célula, hasta Cu®” (Outten y col., 2001; Singh y col., 2004). La expresion de
estos genes es controlada por la proteina CueR (Rensing y Grass, 2003). Como mecanismo
adicional, E. /i posee el sistema Cus, un antiporte de protones para el eflujo de i6n
cuproso de la familia RND (“resistance, nodulation and division”), que permite la expulsion
del metal desde el citoplasma hasta el espacio extracelular (Rensing y Grass, 2003), y una
chaperona de cobre periplismica (CusF), que transferiria un dtomo de Cu’ el metal al
sistema Cus (Grass y Rensing, 2001; Franke y col., 2003). Por su parte, el mecanismo que

permotiria la entrada de cobre en E. @/ aun no se ha descrito.

Sistema
Cus

e

i ® 2+ o
M.e / Copz Cu G .
L@ copA _
—opy—{ cop¥]copZ[copA] copb ==
Enterococcus hirae Escherichia coli

Figura 2. Mecanismos de resistencia al cobre en bacterias. Se ilustran los modelos de
estudio de la resistencia al cobre en bacterias, . hirae en Gram(+) y E. co/i en Gram(-).
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1.3.3. Resistencia al cobre en especies acidofilas.

Los valotes de concenttacién minima inhibitoda (CMI) a cobre de E. w/'y E. hire
son 1 y 8 mM respectivamente (Outten y col,, 2001; Solioz y Stoyanov, 2003a). Estos
valores de CMI son muy bajos si se les compara con los mostrados por algunas especies
acidofilas presentes en ecosistemas tales como los drenajes 4cidos de mina, donde las
concentraciones de los metales pesados, especialmente Cu, son uno o dos 6rdenes de
magnitud mds altas (Dopson y col, 2003). Entre estos microorganismos acidofilos
altamente resistentes al cobre destacan la bactetia Gram negativa ampliamente utilizada en
biomineria Acidithiobacillus ferrooxidans, que puede ser adaptada para crecer en la presencia de
800 mM de Cu (Das y col,, 1998), y las arqueas F. acidarmanus y S. metallicns que muestran
valores de resistencia al cobre de 312 y 200 mM respectivamente (Dopson y col., 2003;
Remonsellez y col., 2006) (Tabla 1). Este nivel de resistencia al cobre presentado por JS.
metallicns es uno de los mds altos hasta ahora reportados, y supera en 40 veces Ia resistencia
que muestran otras especies del género como S. acidocaldarius (CMI = 1 mM) y S. solfataricus

(CMI = 5 mM) (Remonsellez y col., 2006)(Tablal).

La elevada resistencia al cobre que muestra S. mefallicus estd también documentada
en los estudios realizados en pruebas de biolixiviacién de calcopirita. En dicho proceso el
mictootganismo se va exponiendo progresivamente a cantidades crecientes del metal
alcanzado concentraciones de aproximadamente 90 mM de ién Cu®* (Rodtiguez y col,
2003). Por otra parte, un problema ordinario en la industria minera es la paralizacion de los
procesos de biolixiviacién de calcopirita a alta temperatura. Se ha reportado que este

fenémeno se debe en gran parte a la toxicidad del metal sobre la microflora operante. Asi, la
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seleccién de cepas altamente resistentes al cobre ha sido de especial interés (Norts y col.,

2000).

Tabla 1. Concentraciones maximas de cobre en las cuales se ha reportado el
crecimiento para algunos microorganismos acidéfilos y neutrofilos.

Microotganismo Concentracion Referencia
maxima(mM)

Acidoéfilos

Acidithiobacillus ferrooxidans 800 (Das y col.,, 1998)

Ferraplasma acidarmanus 312 (Baker-Austin y col., 2005b})

Sulfolobus metallicus 200 (Remonsellez y col., 2006)

Metallosphaera sednla 16 (Huber y col., 1989)

Sulfolobus acidocaldarins 1 (Miller y col.,, 1992)

Sulfolobus solfataricus 5 (Remonsellez y col., 2006)

Neutrofilos

Fischerichia coli 1 (Outten y col,, 2001)

Enterococens hirae 8 (Solioz y Stoyanov, 2003)

A pesar de estos extraordinarios valores de resistencia al cobre que muestran
algunos acidéfilos existen pocos estudios que intenten explicar los mecanismos que les
permiten prosperar en tan altas concentraciones del metal. En este contexto, nuestro
laboratorio ha estudiado recientemente los determinantes genéticos que podtian conferir
resistencia al cobre en la bacteria A, ferrooxidans. A través de una busqueda bioinformitica

en su genoma se observd la presencia de al menos 10 genes que estatian posiblemente
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relacionadas con la resistencia al cobre. Entre ellos se encontraron tres genes que codifican
para ATPasas potencialmente involucradas en el transporte de Cu (epA7. 5 c0pA2,y copB 4,
tres genes relacionados con un sistema tipo Cus, complejo proteico de la familia RND
(eusA 5 cusB yy ensC,y), y dos genes que codifican para chaperonas periplismaticas de cobre
(ensF gy copC ). Junto con esto, se demostrd que la expresion de Ia mayoria de éstos ORFs
aumentd cuando la bacteria se expuso a CuSO, en el rango de 5 a 25 mM. Adicionalmente,
se demostrd la funcionalidad de casi todos estos ORFs mediante ensayos de
complementacién en E. /. Estos resultados en conjunto sugieren que la alta resistencia al
cobte que muestra A. fermoxidans puede deberse en parte a su amplio tepertorio de
determinantes de resistencia al cobre y a la duplicacién de algunas de estos determinantes

(Navatro y col., 2009).

1.3.4. Mecanismos de resistencia al cobre en arqueas acidofilas

Tl primer reporte sobre la caracterizacién funcional de una potencial ATPasa de
cobre (CopA) en una arquea hipertermofila, Archaeaglobus fulgidus, se realizd hace pocos
afios. Fn este estudio se demosttd que esta ATPasa tipo CPx era capaz de transportar iones
Ag"y Cu*'. Esta fue la primera ATPasa termofilica de Ag'/Cu®" expresada y purificada
funcionalmente, haciéndola un buen candidato para estudios estructurales (Mandal y col.,
2002).

Debido a la disposicidn del genoma completo de S. soffataricns P2 se han realizado
algunos estudios bioinformaticos en busca de determinantes genéticos involucrados en la
resistencia a cobre. Uno de estos estudios describe la presencia de un dominio peptidico

denominado TRASH (por “Trafficking, Resistance and Sensing of Heavy metals”), el cual
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contiene motivos con residuos de cisteina muy conservados que dan cuenta de su posible
papel en la coordinacién de metales, entre ellos el cobre. Este dominio TRASH, que
también se ha identificado en otros genomas procariotas, forma parte de reguladores
transcripcionales, ATPasas que transportan metales y de hidrogenasas. Asi, se sugiere que
este dominio es un nuevo componente para el trifico intracelular de metales y podtia
constituir un modulo estructural importante en proteinas involucradas en los mecanismos
de resistencia a metales pesados (Ettema y col., 2003}.

Otros autores han descrito la existencia de dos genes que codifican para potenciales
A'TPasas de cobre en S. soffataricus P2, CopA y CopB. Adicionalmente, en estudios i vifro
realizados con la ATPasa CopB, se demostrd la funcionalidad de su dominio fosfatasa
mediante la capacidad de hidrolizar ATP a altas temperaturas y en la presencia especifica de
i6n Cu'% Asi, se concluy6 que la proteina CopB setia una ATPasa para la traslocacion de
cobre, sin embargo no se ha demostrado si este transportador participaria en el importe o el
exporte del metal en S. soffataricus (Deigwether y col., 2004).

Recientemente se ha identificado un grupo de genes ¢wp de resistencia al cobre
altamente conservado en .4rhaea. Estos genes cop codifican para una metalochaperona
(CopM), una ATPasa de cobre de tipo CPx (CopA}, y un regulador transcripcional (CopT)

que controlatia la expresién de los genes ¢gp (Eittema y col, 2006) (Fig. 3).

13




Introduccion

copT copM copA

Sullolobxs sellaeacicus

STIS

Sullolabus tokodaii

Crenarchacola
s
a
8

Sulfolobus acidocaldarivs

Thermoplasma acidophilum

T™VMIT?

Tharmoplasma voleanium @
Picrophips torridus @

10290173
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Euyarchacots

Haloarcula marfemontui

Pyrococtus furiosus

Archaeoglobus falgidus

Figura 3. Otganizacion genética del loci cop en Archaea. Los genes que codifican wpT,
wpM y CopA se indican en color blanco, negro y gris, respectivamente. Los nimeros sobre
cada gen indican el nombre del ORF anotado. Los dominios presentes en las proteinas
codificadas se abrevian como T, dominio TRASH y H, dominio HMA de unién a cobre.
(Adaptado de Ettema y col., 2006.) )

En Sulfolobus solfataricns P2 se demostrtdé que los genes que codifican para la
metalochaperona, cpM, y la ATPasa, wpA, se transcriben formando parte de una misma
unidad transcripcional. Adicionalmente, se determind que los niveles de este policistrén
(copMA) aumentan cuando el microorganismo se expone a concentraciones de cobre
inhibitorias del crecimiento (5 mM de CuSO,), mientras que la expresion del gen cpT es
constitutiva. Estos resultados sugieren que el aumento en la expresion del gen cop4 podria
dar cuenta de un mecanismo de resistencia al cobre que involucra el eflyjo activo del metal

desde el citoplasma. Junto con esto, se demostré que el regulador CopT se une al promotor
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de wpM.A, no asi a su propio promotor. Esta unién dependiente de la ausencia de cobre
sugiere que CopT' funcionaria como un represor de la transcripcion. Por su parte, el papel
de la proteina CopM no esta claro, pero podria estar cumpliendo varias funciones, entre
ellas, coordinar el trafico intracelular de metales, regular la actividad de CopA, o modular la
regulacion transcripcional (Ettema y col., 2006). Basindose en los estudios realizados en §.
solfataricus P2, en la figura 4 se ilustra un posible modelo de la resistencia al cobre en esta

arquea.

Figura 4. Modelo de resistencia al cobre en §. solftaricus. Il simbolo ® indica un
dtomo de i6n Cu” o Cu®" (no se ha determinado). Los signos ? senalan los pasos que no se
han estudiado y se mantienen como supuestos (Ettema y col., 2000).

Por otra parte, en estudios realizados recientemente en la cepa de S. soffataricus 98/2,
se ha demostrado que el grupo de genes cwp se transcriben formando una sola unidad
transcripcional, wpRTA (referido como wpTM-A en S. solfataricus P2), mientras que en
presencia de exceso de Cu aumenta solo la expresion del policistron wpTA, que codifica

para la metalochaperona y la ATPasa de cobre respectivamente. Asi, los autores proponen
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un modelo para la homeostasis de Cu en S. soffataricus 98/2 que se basaria en el eflujo y el
secuestro de Cu (Villafane y col,, 2009).

En estudios realizados en el arquedn mesoaciddfilo Ferroplasma acidarmanus se han
obtenido resultados similares a los de S. soffataricns P2. En F. acidarmanus, capaz de crecer en
altas concentraciones de cobre (hasta 312 mM de CuSO,), los niveles del mRNA
policistténico wpZB (wpMA en 5. soffataricus P2) avumentan en respuesta a altas
concentraciones de Cu®’(Baker-Austin y col,, 2005a). Adicionalmente, mediante estudios de
ln expresion diferencial de proteinas en F. addarmanus expuesto 2 CuSO, se tevel la
induccién de proteinas de estrés asociadas con los procesos de plegamiento de proteinas y
la reparacién del DNA (subunidades del termosoma, chaperonas moleculates). Estos
resultados sugieren que la tespuesta a altas concentraciones de cobre en el F. acdarmanns
involucrarfa un sistema activo de expulsion del metal, replegamiento de proteinas y

reparacion del DNA (Baker-Austin y col., 2005a).

La capacidad que muestra S. mefallicns de crecer en concentraciones de cobre
similares a F. addarmanus, permite sugerit que este microorganismo podria presentar
mecanismos de tesistencia a cobre similares al descrito, hasta ahora, para esta arquea.
Debido a que aun no se dispone de la secuencia gendmica de . metallicus, desconocemos si
el grupo de genes cgp estaria presente en esta arquea. A pesar de esto, recientemente nuestro
laboratorio estudid la expresién diferencial de las proteinas totales en respuesta al cobre en
S. metallicns, con el fin de buscar determinantes de resistencia que pudieran expresarse en
respuesta a este metal. Este anilisis revelé la induccién de proteinas relacionadas con la
produccién y transporte de energia, la biosintesis de aminoacidos, la respuesta a estrés, y la

regulacion de la transcripcién. Entre ellas, se identificaron oxidoreductasas que
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responderian al estrés oxidativo causado por el exceso de cobre y la subunidad de la
chaperonina HSPG0 que jugaria un papel en asegurar la calidad y funcionalidad de las

proteinas (Remonsellez, 2007).

1.4. Los polifosfatos inorganicos (poliP’)

1.4.1. Aspectos generales de los poliP

Los polifosfatos inorginicos (poliP’) son polimeros lineales de decenas o centenas de
residuos de ortofosfato unidos por enlaces fosfoanhidrido (Korberg y col,, 1999) (Fig. 5).
Los poliP se observan, mediante microscopia electrénica, como granulos densos 2 los
electrones que desaparecen ripidamente bajo el haz de electrones, diferenciandose asi de Ia
cromatina (Wiame, 1947). Se ha encontrado poliP en todos los seres vivos en los que se ha
buscado: bactetias, hongos, protistas, plantas y animales (Wood y Clark, 1988) y también en

arqueas (Scherer y Bochem, 1983; Rudnick y col., 1990; Remonsellez y col., 2006).
l

1
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Figura 5. Polifosfatos inorgéinicos (poliP’) y granulos de poliP en S, mezallicus. (A)
Entre corchetes [ ] se muestra un monémero de ortofosfato, y n representa el nimero de
repeticiones del monémero. (B) Observacién de una de una célula de S. mefaliicus sin tincién
mediante TEM. La flecha indica uno de los granulos de poliP.
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la formacién y degradacién de este polimero en bacterias estd controlada

enzimaticamente, de acuerdo a las siguientes reacciones:

PPK
PoliP + ATP > PoliPn+1+ ADP

PPX
PoliP — > PoliPn-1+ Pi

La enzima PPK es la encargada de Ia sintesis de los poliP en una reaccién reversible
que utiliza el polimero y ATP como sustratos, liberindose una molécula de ADP y
obteniéndose la extensién en un residuo en el poliP. Se determiné que la reaccién de la
PPK es reversible, es decit los poliP en determinadas condiciones celulares se utilizan como
fuente de energia (Akiyama y col.,, 1992; Kato y col,, 1993). Sin embargo la reaccion mas
favorecida es la de formacién de poliP, ya que solo cuando la relacién ADP/ATP es igual o
mayor a 10, se desplaza el equilibrio de la reaccién hacia la formacién de ATP a partir de
poliP, es decir, cuando la célula ha utilizado la mayor parte de su contenido de ATP
(Kornberg y col., 1999). Con respecto a la degradacién de los poliP, mas ;allé de la reaccién
reversa de la PPK, se demostrd la existencia de una enzima exopolifosfatasa (PPX) que
hidroliza los enlaces fosfodiéster de los poliP con la consiguiente liberacion de fosfato
inorginico (Akiyama y col,, 1993; Rangarajan y col., 2006).

En eucariontes ain no se conoce con certeza si existe una o mds enzimas
responsables de la sintesis de poliP. Se ha descrito una actividad dolicol

pirofosfato:polifosfato fosfotransferasa asociada a la sintesis de glicoproteinas en levadura.

Esta enzima cataliza la transferencia de fosfato desde el dolicol fosfato hacia el poliP
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(Kulaev y col., 1999). Por su parte, se han caracterizado varias polifosfatasas a nivel genético
en levadura. Una de éstas es la exopolifosfatasa citosélica codificada por el gen ppx7 (Wurst
y Komberg, 1994; Wurst y col, 1995), que no presenta ninguna similitu(i con las
exopolifosfatasas bacterianas, También se ha desctito una endopolifosfatasa vacuolar
(Ppn1) en levadura (Sethuraman y col.,, 2001).

Si bien se ha demostrado la ocurrencia de los poliP en representantes de! dominio

Archaea, 2 1a fecha no se ha descrito la actividad enzimatica responsable de la sintesis de este
i

!
polimero. No obstante trabajos en nuestro laboratorio, permitieron identificar un gen ppx

1

en S. solfatariens con similitud a su ortélogo en E. ¢k, que codifica para una exopolifosfatasa
1

funcional (Cardona y cols., 2002). El gen ppx estd presente en la mayotia de los get‘nomas de

las arqueas secuenciadas a la fecha. '

1.4.2. Funciones de los poliP. _
Considerados clisicamente como componentes con funcién de reserva enérgética, la

i
regulacién y funcién de los poliP en los setes vivos permanecié desconocida po:r muchos
afios. Recientemente se han estudiado sus posibles funciones fisiolégicas y potenciales

!
aplicaciones industriales. Entre las funciones propuestas se ha postulado que el pi,oliP actia
como sustituyente de ATP en reacciones catalizadas por proteinas quinasas (Kotnberg y
col., 1999). También es una reserva de fosfato, debido a que el poliP puede ser convertido a
Pi por la acci6n de polifosfatasas (Kornberg y col,, 1999). Por otra parte, se ha dci:mostrado
que colabora en la mantencién del pH intracelular pues puede actuar como tampén contra

el dlcali (Kornberg y col,, 1999). Existen otras funciones del poliP, como por ejemplo

participar en la regulacion de la expresién de ciertos genes tales como 7p0S, un factor sigma
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de fase estacionaria (Shiba y col., 1997) y de los genes SOS, sistema global de respuesta ante

distintos tipos de estrés (Tsutsumi y col., 2000). Recientemente se ha demostrado que la
I

proteasa Lon de E. s/ forma un complejo con poliP. Este complejo es responsable de la
degradacion de proteinas ribosomales en respuesta a la catencia de aminoécidos (Kuroda y

col., 2001). !

X

1.4.2. El papel de los poliP en la resistencia a metales pesados ‘

Con respecto 2 la resistencia a metales pesados, se han propuesto al rr?enos tres

l
potenciales funciones de los poliP. La primera, y quizds la mas obvia, tiene que ver con las

caracteristicas quimicas de este polimero, ya que su alta densidad de cargas negr!idvas y la
flexibilidad de su enlace lo convierte en un buen quelante de iones metalicos (Iliomberg,
1999). La segunda funcién se basa en estudios desarrollados en E. ¢4, donde se %ctetmjné
que al clonar y expresar los genes codificantes para la PPK y PPX a;umentaba
considerablemente la resistencia a cadmio de la cepa recombinante (Keasling y Hupf, 1996).
A partir de estos resultados se propuso que la degradacion de los poliP por parte icle la PPX

?
generarfa moléculas de fosfato inorginico, los que en esas condiciones se asPciarian a

metales pesados y otros cationes tdxicos, los que serian eliminados de la célula! mediante
|

transportadores de fosfato inorginico ubicados en la membrana plasmitica(van Veen y col,

19942) (Fig. 6). La terceta funcidén propuesta pata los poliP es la de set un reservorio de

energia (Kornberg y col, 1999), particularmente por la reaccién revetsa de la PPK,

participando en los mecanismos de resistencia a metales de manera indirecta, mas bien

como una fuente de ATP.
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Figura 6. Modelo de destoxificacion de metales pesados mediado por los poliP en
bacterias. La concentracion intracelular del metal regula la actividad exopolifosfatasa
(PPX), afectando directamente los niveles de poliP. El fosfato liberado (P1) desde el poliP es
transportado fuera de la célula con el i6n metalico a través de un transportador de fosfato
tipo Pit (van Veen y col., 1994b; Keasling, 1997).

Recientemente, en estudios realizados por nuestro grupo se describié una relacion
directa entre los microorganismos que resisten altas concentraciones de cobre y su
capacidad para acumular grandes cantidades de poliP (Alvarez y Jerez, 2004; Remonsellez y
col., 2006). Asi, se determinaron los niveles de poliP en 3 especies del género Sulfolobus: §.
actdocaldarins, S. solfataricus y S. metallicus. St bien los 3 microorganismos sintetizan poliP
durante su crecimiento, se encontré que S. wmefallicus acumula grandes cantidades de este
polimero. Adicionalmente, se demostré que cuando S. welallicus es expuesto a altas
concentraciones de cobre, estos poliP comienzan a ser progresivamente degradados, lo que
es acompafiado por el eflujo de iones fosfato, y supuestamente de cationes de cobre
(Remonsellez y col., 2006). Este fenomeno fue también descrito en otro microorganismo

con altos niveles de resistencia al cobre y relacionado a procesos de biomineria: la bacteria

21




Introduccion

Acidithiobacillus ferrooxidans (Alvarez y Jerez, 2004). Se reportd, ademas, que S. .rolﬂui'affcm, que
acamula 10 veces menos poliP que S. metallicus, es tan sélo capaz de crecer en

concentraciones de cobre 40 veces inferiores a las reportadas para S. mefallicns (Remonsellez
t

y col,, 2006). Estos resultados sugieren que el mecanismo de resistencia a metales pesados

mediado por los poliP serfa funcional en S. mefallicns y debido a su capacidad dei acumular
|

poliP, presentaria una ventaja sobre las otras especies del género Su/folobus pata enfrentar un
estrés por cobre.

. . .1
En base a los antecedentes expuestos en este capitulo, es de gran interes para esta
i

!
Tesis doctoral estudiar los mecanismos moleculares que le permitirian a 5. mefallicus resistir

‘

. . . L.
tan altas concentraciones de cobre. La compresién de estos potenciales mecanismos

opetantes en S, metallicus podria ser un aporte tanto desde punto de vista basico como para

t

:
una eventual optimizacién de los procesos industriales de biolixiviacién. Es asi como se

]
plantea como Hipotesis: Que la resistencia al cobre en Su/folobus metallicus esta dada por la

presencia de determinantes genéticos codificados en su genoma y por su alto conitenido de
poliP, los que funcionan como un mecanismo de destoxificacién complementario.’

Para validar esta hipotesis se propuso como Objetivo general: Dcte%rminar Ia
presencia de determinantes genéticos de resistencia al cobre en S. metallicus, y evaluar la

contribucion del metabolismo de los poliP en la resistencia al cobre en especies del género

Sulfolobus.

En este trabajo de tesis se identificaton y aislaron 2 grupos de genes ap homélogos,
no idénticos, de resistencia a cobre en el genoma de S. metallicus, constitayendo a Ia fecha el

. .. . ]
primer repotte de una versidn duplicada de este grupo de genes en un representante del

dominio Archaea. Junto con esto, se caracterizd y determind la expresion de estos genes en
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respuesta al cobre. Adicionalmente, a través de una aproximacién protedmica se

1
identificaron otros posibles determinantes de resistencia al cobre. Entre ellos, se

encontraron proteinas relacionadas con los procesos de plegamiento 'y degradacién de
}

|
proteinas, y estrés oxidativo. Finalmente, mediante la generacion de una cepa recombinante
(

de S. soffataricns, incapaz de acumular poliP, se evalud el papel de este polimero en la

resistenncia al cobre. Asi, esta cepa recombinante mostr6 ser mds sensible

al cobre,

demostrindose experimentalmente la contribucion de los poliP en la resistencia

!

Adicionalmente, un estudio preliminar sobre los cambios en el proteoma de la c;:epa de 5.

al cobre,

solfataricus deficiente de poliP nos permitid revelar las posibles funciones eneg:géticas y

regulatorias de los polil’ en esta arquea, y de como la carencia de este polirne;ro podria

afectar su resistencia al cobre. i
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Cepas y condiciones de cultivo

2.1.1. Sulfolobus metallicus

Se utilizd la cepa de §. metallicns DSMG6482. El microoganismo se crecid a 65°Cy a
120 rpm (agitacién orbital) en medio 88 ajustado a pH 2, que contiene 1,3 g/1 (NH,),SO,,
0,28 g/1 KH,PO,, 0,25 g/l MgSO, x 7 H,0, 0,07 g/1 CaCl, x 2 H,0, 0,02 g/1 FeCl, x 6
H,0, 1,8 mg/1 MnCl, x 4 H,0, 4,5 mg/l Na,B,0, x 10 H,O, 0,22 mg/l ZnSO, x 7 H,0,
0,05 mg/1 CuCl, x 2 1,0, 0,03 mg/1 Na,MoO, x 2 H,0, 0,03 mg/1 VoSO, x 2 H,0 y 0,01
mg/1 CoSO, x 7 H,O. El medio se suplement6 con 0,05 % (p/v) de azufre elemental y 0,02
% (p/v) de extracto de levadura. Todos los cultivos se inocularon 2 una concentracién final
de 1 x 107 células/ml. Para los expetimentos en presencia de metales pesados se inoculd el
microozganismo en las condiciones descritas anteriormente y en la presencia de CuSO, (5,
20 6 50 mM), CdSO, (5 mM), NiSO, (15 mM), ZnSO, (50 mM) 6 AgSO, (0,08 mM). Para el
crecimiento en calcopirita (CuFeS,) el medio se suplementé con 1 % (p/v) de un
concentrado de calcopirita donado gentilmente por la empresa minera PUCOBRE. El
analisis de la composicién mineralégica del concentrado de calcopirita se muestra en el
anexo n°1. El crecimiento se determind por el aumento del nimero de células no tefiidas
mediante un microscopio Gptico Olympus BX50 y utilizando una cimara de conteo

Petroff-Hausser.

2.1.2. Sulfolobus solfataricus
Se utilizaron las cepas de §. seffataricus M16, M16-PPX y DSM1617. M16 es una cepa

mutante pyEF, auxétrofa de uracilo. M16-PPX es una cepa recombinante generada en esta
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tesis (ver seccién 2.5) que sobreexpresa el gen ppx enddgeno que codifica para la
exopolifosfatasa (PPX). Estas cepas se crecieron a 75°C y con agitacion orbital a 120 rpm.
Se utilizé medio Brock ajustado a pH 3, que contiene: 1,3 g/1 (NH,),SO,, 0,28 g/1 KH,PO,,
0,25 g/1 MgCl, x 7H,0, 0,07 g/1 CaCl, x 2H,0, 0,02 g/1 FeCl, x 4H,0, 1,8 mg/1 MnCl, x
4H,0, 4,5 mg/1 Na,B,0; x 10H,0, 0,22 mg/l ZnSO, x 7H,0, 0,06 mg/1 CuCl, x 2H,0,
0,03 mg/1 Na,MoO, x 2H,0, 0,03mg/1 VoSO, x 2H,0 y 0,01 mg/l CoCl, x 6H,0. Este
medio salino se suplementé con 0,1 % (p/v) de N-Z amina (Fukla®). Para el crecimiento de
la cepa M16, ademds de N-Z amina, fue necesario suplementar con 0,01 mg/ml de vracilo.
Para los experimentos de induccién de la enzima PPX recombinante se adiciond al medio
de cultivo 0,2 % de D-arabinosa (Sigma-Aldrich®). El preinéculo consistié en 2 ml de un
cultivo crecido hasta la fase exponencial media (DOgy 0,25) y mantenido en medio Brock
con 50 % de Glicerol, a -80°C. Fl mismo se inoculé en 50 ml de medio de cultivo y cuando
alcanzé una densidad dptica de 0,25 2 600 nm (DOyy), se utilizé como inéeulo al 2% (v/v).

El crecimiento se determind midiendo la DOy,

2.1.3. Escherichia coli

Se utilizaron distintas cepas de E. c/# para los experimentos de clonamiento molecular:
JM109 (Promega®), TOP10 (Invitrogen‘m) y Stable4 (Invitrogen®). Estas se crecieton en medio
LB (triptona 10 g/l, estracto de levadura 5 g/1 y NaCl 5 g/l) y cuando fue requerido, los
cultivos se suplementaron con ampicilina (Amp) a una concentracién final de 100 pg/ml. Para
la prepatacién de placas de medio solido, al medio LB se le adicion6 agat (Difco®) al 1,5 %

®/v)-
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2.2. Técnicas generales de biologia molecular

2.2.1, Extraccion de DNA gendmico

Las células de S. metallicns provenientes de 200 mL de cultivo crecido hasta alcanzar
las fase exponensial media (6 x 10’ células/mi) se colectaron por centrifugacién (6.000 x g
durante 10 min) y se lavaron tres veces con medio 88. Para Ja extraccién del DNA
cromosémico, se utilizé el protocolo para bacterias Gram-negativas del kit Wizard
Genomic DNA Purification kit (Promega®). Este se basa en un paso de lisis celular seguido
de una digestién enzimatica del RNA, con posterior precipitacién del DNA gendmico con
isopropanol y solubilizacién en agua. La extraccién del DNA gendmico de . soffataricus P se

realizé desde un cultivo de 50 ml crecido exponencialmente.

2.2.2. Extraccién de DNA plasmidial
Para todas las extracciones plasmidiales se utilizaron 2,5 ml de cultivos de E. ol

ctecidos durante 16 h en LB-Amp. Las construcciones plasmidiales derivadas de pCR2.1-

TOPO (Iavitrogen®) y pMZ se extrajeron utilizando el kit HiVield Plasmid Mini (RBC
Bioscience®). El método se basa en una lisis celular alcalina, seguida de neutralizacién y
centrifugacién. Para las construcciones plasmidiales derivadas de pJM0305 sc utiliz6 el kit
QUIAEX II (Quiagen®™). Este kit permite la extraccién de DNA plasmidial de alto peso
molecular (> 10 Kpb). Se basa en la unién de los fragmentos de DNA a micro particulas
de silice en la presencia de sales caotrdpicas. El DNA unido a las micro particulas se
centrifuga brevemente, se lava, y el DNA plasmidial se eluye en tampdn Tris o en agua. Se

sigui6 el protocolo recomendado por el proveedor sin cambios.
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2.2.2. Cuantificacién del DNA

La cuantificacién del DNA genémico y DNA plasmidial se realizé por la medicién
de la absorbancia a 260 nm (A,,) en un equipo espectrofotometro NanoDrop 2000
(Thermo Scientific®). Para la cuantificacién de DNA genémico se utilizé 1pl de una
dilucién de 50 veces, mientras que el DNA plasmidial se midié directamente, también
utilizando 1pl. Una A,y igual a 1 corresponde a una solucion de DNA de 50 pg/ml. La
pureza se determiné obteniendo la razdn de A/ By Se utilizé una preparacién de DNA

con una razén A,/ Ay > 1,8,

2.2.3. Purificacién de amplificados de PCR desde geles de agarosa y de otros

fragmentos de DNA.

Para la purificacién de productos de PCR desde los geles de agarosa se utiliz el kit
HiYield Gel/PCR DNA Fragment Extraction (RBC Bioscience®). El protocolo se basa en
1a escisién de la banda desde el gel de agarosa con bisturi y fundido de la agarosa a 65°C en
presencia de una resina que une el DNA. La resina se aplica 2 una mini columna de silicato
que retiene los acidos nucleicos y luego de dos lavados con isopropanol, el DNA se eluye
con agua libre de nucleasas y estéril mediante centrifugacién. Se utilizd este mismo kit para
limpiar los productos de digestion del DNA genémico. Los productos de digestion se
mezclaron directamente con la resina que une el DNA y luego se sigui6 el protocolo sin

cambios.
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2.2.3. Eléctroforesis del DNA en geles de agarosa

Se utilizaron geles de agarosa al 1 % 6 al 1,5 % en tampén TAE 0,5 X (20 mM Tris-
acetato pH 8,0; 0,5 mM EDTA). Las muestras se mezclaron con amortiguador de carga 6 X
(glicerol 25 % (v/v), SDS 0,5 % (p/v), 0,025 % (p/v} azul de bromofenol, y EDTA 12
mM). Para la tincién del DNA se utilizé6 una solucién de bromuro de etidio a una
concentraciéon de 0,2 pg/ml preparado en amortiguador TAE 0,5 X. Las bandas se

visualizaron bajo luz ultravioleta.

2.2.2. Reacciones de PCR

Se utiliz6 la enzima Tag DNA polimerasa (Promega®) siguiendo las especificaciones
del fabricante. Cada reaccién de PCR se monté en un volumen final de reaccion de 25 pl 6
50 pl y se utilizaron 1ng/pl de DNA gendmico de S. metallicus 6 S. solfataricus (dependiendo
del experimento), 5 ng/ul de cada pattidor, 0,1 mM dN'TPs, DMSO al 5 % (v/v), 0,1 U/pl
de Tag DNA polimerasa y un amortiguador adecuado para la actividad de dicha enzima.
Para la amplificacién, se utiliz6 el siguiente programa: 3 min 2 95 °C, seguido de 25 a 40
ciclos de 30 s 2 95 °C, 30 s a 55-62 °C (de acuerdo a los partidores utilizados), 0,5- 2 min a
72 °C, para finalizar con un paso de 10 min a 72 °C. Para los experimentos de RT-PCR se

utilizd una dilucion 1:10 de cDNA.

2.4.3. Reacciones de PCR en tiempo real
Para cuantificar la expresién de los genes wpd y copT de S, metallicns, se utilizd la
metodologia de RT-PCR en tiempo real. Fstos experimentos se desarrollaron en el equipo

Corbett Rotor Gene 6000 (Corbertt Research) y las reacciones se hicieron en tubos del tipo
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“Strip tube” de 0,1 ml. (Corbett Research) en un volumen final de 15 pl para cada
reacci6n. Para las mediciones de los genes cwpA y copT se usd 1 pl de una dilucién 1:10 de
cada cDNA previamente obtenido (ver seccion 2.4.2.) y 1:100 para el gen del tRNA 168, 0,5
uM final de cada partidor y 1,5 pl. de “master mix” QuantiFast SYBR Green (Quiagen). Las
condiciones de amplificacion fueron de 10 min de desnaturacién y activacién enzimatica a
95°C, seguido de 30 ciclos de 10 s a 95°C (desnaturacién) y 30 s a 60 °C (apareamiento y
extension). La especificidad de las amplificaciones se comprobé por anilisis de curvas de
fusion realizado en el mismo equipo. Fl andlisis se realizd luego de terminar el programa de
amplificacién y consiste en determinar la fluorescencia de cada producto de reaccién a
medida que aumenta la temperatura. Posteriormente se determina la razén de cambio de la
fluorescencia con la temperatura y se grafica en funcién de la temperatura. Cada producto
especifico mosttd una temperatura de fusién determinada. Para la cuantificacion del cDNA
se construyeron cutvas de calibracién a partir de diluciones seriadas de DNA gendmico de
S. metallicns cuyo rango fue desde 16 ng a 1,6 pg. Al graficar el valor de Ct, ciclo en el cual Ia
amplificacién comienza z ser exponencial, versus el logaritmo de la concentracién de DNA
se obtiene una recta con pendiente negativa, mediante la cual podemos calcular el ndmero
de copias del cDNA amplificado bajo estas mismas condiciones (Anexo 4). Para estos
experimentos se desarrollaron 3 réplicas biolégicas, con preparaciones independientes de
RNA y de ¢cDNA. El niimero de copias de los genes ep1 y copT medido en cada condicion

se normalizé con respecto al valor obtenido para el gen del tRNA 1685, el cual se preparé a

pattir del mismo RNA utilizado para la cuantificacién de los transcritos de interés.
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2.2.3. Clonamiento de los productos de PCR

Para las clonaciones de los fragmentos amplificados por PCR, DOP-PCR,
CODEHOP-PCR y “Genome Walking” se utiliz6 como vector el plasmidio pCR2.1-
TOPO (Invitrogen®). Este vector esti disefiado para el clonamiento de productos de PCR
ya que posee nucleétidos de timina en sus extremos 5°, los que se complementan con los
nucleétidos de adenina del extremo 3’ del amplificado agregados por error por la Tag DNA
polimerasa. La reaccion de ligacién se lleva a cabo mediante la actividad Topoisomerasa I,
cuya enzima estd unidad covalentemente al extremo 5 del vector. Generalmente, para la
ligacion se incubaron 20 ng del producto de PCR con 10 ng de vector siguiendo las
instrucciones del proveedor. La reaccién se desarrollé durante 30 min a temperatura
ambiente, y esta reaccién de ligacién se usd para transformar células quimio-competentes
cometciales E. co/i TOP10 (Invitrogen®), siguiendo el protocolo proporcionado por el
proveedot. Para la deteccién de los clones que presentaban insertos de PCR se realizé PCR
en colonias, Para ello, se utilizé como molde 2 pl de una suspensidén celular obtenida
picando cada colonia con una punta estéril y resuspendiéndola en 60 ul de agua destilada
estéril. La reaccidn se realizé en un volumen de 10 pl conteniendo 15 pmol de partidores
(M13F y M13R), 0,1 mM dNTP y 0,2 U de Tag DNA polimerasa. Posteriormente se realizd

una purificacion plasmidial de los clones seleccionados, los que finalmente se secuenciaron.

2.2.4. Secuenciacion de DNA

Se utiliz6 el servicio de secuenciacion de DNA ofrecido por Macrogen Inc. Para la

secuenciacion de productos de los PCR se enviaron 10 pl de una solucién a una
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concentracién de 50 ng/ul y para los plasmidios recombinantes se utilizaron 10 pl de una

solucién 2 una concentracién de 100 ng/ul.

2.3. Busqueda y aislamiento de los genes cop en el genoma de S.

metallicus

Se utilizaron las técnicas de DOP-PCR, CODEHOP-PCR y Genome walking para
buscar y aislar desde el genoma de 5. metallicus los genes wpM, copA y cop.

La técnica de DOP-PCR (“degenerate oligonucleotide primers”-PCR} consiste en
disefiar partidores degenerados utilizando las regiones conservadas dentro de un
alineamiento de secuencias aminoacidicas de proteinas homélogas a la proteina de intexés.
Una desventaja de esta técnica radica en el alto grado de degenerancia de los partidores
dado por la degeneracién del codigo genético (Telenius y col., 1992).

Por su parte, la técnica de CODEHOP-PCR (“consensus-degenetate
oligonucleotide primers”-PCR) es una modificacién del DOP-PCR y consiste en la
utilizacién de partidores consenso degenerados, que al igual que DOP-PCR, se disefian a
partit de regiones consetvadas de un alineamiento de secuencias aminoacidicas. Cada
partidor consiste en una zona 3’ de caricter degenerado y una zona 5’ de consenso. De esta
forma, sélo se necesitan 3 a 4 aminodcidos conservados para el disefio de la zona 3. La
zona de consenso 5, que abarca dos tetcios de la longitud del partidor, proporciona mayor
estabilidad en el apareamiento del partidor y aumenta la eficiencia en los primeros ciclos de

la amplificacion. Por estas caracteristicas el CODEHOP-PCR muestra ventajas por sobre el

DOP-PCR (Rose y col., 1998).
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2.3.1. Diseifios de los partidores DOP y CODEHOP

Para el disefio de los partidores DOP y CODEHOP se utilizaron las secuencias
aminoacidicas CopM, CopA y CopT de las arqueas S. soffataricus, 8. acidocaldarins y 8. tokodaii.
Se diseflaron partidores CODEHOP a partir de las proteinas CopA y CopT, los bloques
conservados dentto de las secuencias se identificaron mediante el uso del programa “Block
Maker” http://blocks.fherc.org/blockmkr/make blocks.html) (Rose y col, 2003). Este
mismo progtama entregb las secuencias de los partidores CODEHOP. Para CopM se
disefiaron partidores DOP, para ello las secuencias aminoécidicas se alinearon mediante el
programa  “Clustal  W”  (http:// www.ebiac.uk/Tools/clustalw2/index.html),  se
identificaron los bloques conservados y los partidores se disefiaron manualmente. Los
alineamientos de secuencias y la identificacién de los bloques conservados se muestran en el

Anexo 2. En la tabla A3 se listan las secuencias de los partidores utilizados.

2.3.2. Reacciones de PCR utilizando partidores degenerados (DOP-PCR) y

partidores consenso degenerados (CODEHOP-PCR)

Para las reacciones de DOP-PCR y CODEHOP-PCR se tomé 1 pl de DNA molde
(40 ng/pl), 4 p1 de partidor directo (F) a una concentracién de 100 ng/pl, 4 pl de partidor
reverso (R) a una concentracién de 100 ng/pl, 5 pl de dNTPs (1 mM), 10 pl de Buffer 5X
(250 mM de KCI; 50 mM Tris-HCI; pH 9,0; 0,5% Triton X-100), 5 ul de MgCl, (25 mM). El
volumen de reaccién fue de 50 pl. Todas las reacciones se hicieron con partida en caliente
(“Hot Start™). Se utilizé el termociclador MultiGene (Labnet) y el esquema general de
amplificacién fue el siguiente: 3 min a 95°C, seguidos por 30 ciclos de 3052 95°C,30sala

temperatura de hibridacién (X), con Y min de sintesis a 72°C. Finalizando con 7 min de
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sintesis a 72°C. La temperatura de hibridacion (X) y el tiempo de sintesis (Y) son funcién

del tamafio del amplificado a obtener y de la Tm de los partidores utilizados.

2.3.3. Experimentos de “genome walking”

La estrategia de “genome walking” permite aislar segmentos de DNA de secuencia
desconocida que estin adyacentes a una regién de secuencia conocida. La metodologia
consiste basicamente en la digestién de DNA gendmico con distintas endonucleasas de
restriccién, cuyos productos se ligan 2 una secuencia corta de DNA (entre 20 — 40
nucledtidos) de secuencia conocida, denominado el Adaptador. La mezcla de productos de
cada digestién ligados al Adaptador se denomina biblioteca de digestion. Asi, la region de
DNA que se desea aislar se amplifica mediante PCR utilizando un partidor especifico al
Adaptador y un partidor especifico a la regién de DNA de secuencia conocida. De esta
forma tanto la regién 5° como la regién 3, que flanquean la secuencia conocida pueden
amplificarse y la direccion va a depender exclusivamente de la orientacién del partidor
especifico a la regién de secuencia conocida. Durante esta tesis se utilizé la estrategia de
“genome walking” descrita por Acevedo y cols. (2008) (Acevedo y col,, 2008). La figura 7
muestra esquemiticamente los pasos descritos para esta metodologia.

2.3.3.1. Construccion de un ~1dapatader de DNA

Se construyd un Adaptador de DNA de doble hebra mediante el apateamiento de 2
oligonucledtidos  desfosforilados y de secuencia complementaria, AdaptF: (5-
CTAGGCCACGCGTCGACTAGTACTAGCTT-3%) y AdaptR: (5-

AGCTAGTACTAGTCGACGCGTGGCCTAG-3). El apateamiento se logrd incubando

una mezcla de los 2 oligonucledtidos (10 pM) a 95°C durante 5 min y seguido de
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enfriamiento 2 temperatura ambiente. Este Adaptador de DNA (AdapT) presenta una
timina desapareada en su extremo 3’ que permite su ligacién a productos de digestion de
DNA genémico para la generacidén de las bibliotecas de digestion.

2.3.3.2. Construccidn de las bibliotecas de digestion

Para la construccién de las bibliotecas de digestion ligadas al adaptador AdapT se
realizaron 6 digestiones independientes de 1 pg de DNA gendmico de S. metallicus utilizando
las siguientes endonucleasas de restriccion: Hindlll, BamHI, EcwRI, EcwoRV, Neol, Psfl. Para
cada reaccidén de digestién se agregaron 10 U de la enzima y 2 pl del Buffer 10X
cortespondiente a la enzima utilizadz. El volumen final de reaccidén fue de 20 pl y la
incubacién se realizé a 37°C durante 16 h. Para completar los extremos 3’ recesivos y
adicionar una base de adenina desapareada en ¥, los productos de digestién purificados
(500 ng) se incubaron con 5 U de Tag DNA polimerasa (promega®), 1 pl de dNTPs (10
mM) y 5 pl de tamp6n 10X de Tag DNA polimerasa. Se completé a un volumen final de 50
pl y se incub6 a 70°C por 45 min. Siete pl de esta mezcla se incubaron con 15 pmol de
adaptador AdaptT, 1 U de T4 DNA ligasa (promega®) y 2ul de amortiguador T4 ligasa 5X
en un volumen final de 10 pl. La reaccién de ligacion se incubd a 16°C durante 16 h.

2.3.3.3, Primera PCR: anmplificaciin lineal

Se utilizaron 5 pl de una dilucién 1:10 de Ia biblioteca de digestion como molde para
la PCR. La reaccién de amplificacion se realizé en un volumen de 50 ul y las
concenttaciones finales de los reactivos fueron las siguientes: 1X de amortiguador Elongasa,
1,9 mM de MgCl, 0,2 mM de dNTPs, 5 U de elongasa (Invitrogen®) (mezcla de
polimerasas de DINA) y 0,5 uM de partidor especifico 1 (SP1) (disefiado a partir de la

secuencia conocida del gen que se esti aislando). Las secuencias de los partidores utilizados
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se muestran en la tabla A3, Para la amplificacién de la regién 3’ se utilizé un SP1 directo, y
para amplificar la regién 5’ se usé un SP1 reverso. La amplificacién se desatrollé mediante
¢l siguiente programa: 1 ciclo a 94°C por 1 min, 20 ciclos de 94°C por 32 s y 68°C por 5
min, y un ciclo adicional a 70°C por 7 min. El producto de PCR se diluyé 10 veces y se
utilizaron 3 pl de esta dilucién como molde en la segunda PCR.

2.3.3.4. Segunda PCR: amplificacion exponencial

La segunda amplificacién se realiz6 en un volumen de 50 pl, donde las
concentraciones finales fueron: 1X de amortigunador Elongasa, 1,9 mM de MgCl,, 0,2 mM
de dNTPs, 0,5 pM de primer especifico 2 (SP2), 0,2 uM primer del adapatador (Adaptb2:
5-CACGCGTCGACTAGTACTAGCTT - 3) y 5 U de Elongasa. Se utilizo el siguiente
programa de amplificaci6n: 1 ciclo a 94°C por 1 min, 35 ciclos de 94°C por 32 s y 68°C por
5 min, y un ciclo adicional a 70°C por 7 min. Los productos de PCR se purificaron desde
geles de agarosa y se clonaron en el vector pCR2.1-TOPO (Invitrogen®) para finalmente ser

secuenciados.
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Figure 7. Estrategia de “genome Walking” desarollada por Acevedo y col. (2008). El
esquema muestra la amplificacién del exttemo 5° de un gen a partir de una regién de

secuencia conocida. Los pasos que se indican en el recuadro ejemplifica los resultados
hipotéticos en el caso de una amplificacién inespecifica.
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2.4. T'écnicas con RNA

2.4.1. Extraccion del RNA total

El RNA total de S. metallicns se extrajo durante la fase exponencial tardia del
crecimiento (aproximadamente 1 x 10° cels/mL). Para ello, se modificé el protocolo de
extraccion descrito para el reactivo TRIzol (invitrogen®). Las células se colectaron por
centtifugacién a 6.000 x g pot 15 min a temperatura ambiente y se lavaron dos veces con
medio 88. Para la obtencién del RNA se tomaron fracciones de 15 mg (peso himedo) de
sedimento de células y se resuspendieron en 60 pL. de tampén TEN (20 mM Tris-HCL; pH
8,0; 1 mM EDTA y 100 mM NaCl). Esta suspension se mezclé con 60 pl de solucion de
lisis (tampén TEN suplementado con 1,6 % de lauroylsarcosyl de sodio y 0,12 % de Triton
X-100) y se incubé durante 10 min a T° ambiente. A cada una de las suspensiones se
agregé 1 ml de reactivo TRIzol y se incubd durante 5 min a T° ambiente. Luego se
adicioné 200 pl de cloroformo, se agité vigorosamente por 30 s y se centrifugd a2 12700 x g
durante 15 min, seguido de la recoleccién de la fase superior acuosa. El RNA se precipitd
incubando la fase acuosa 2 T° ambiente con 250 pl de isopropanol y 250 pl citrato de sodic
(0,8 M) durante 15 min. Luego de Ia precipitacién, el RNA se recuper6 por centrifugacion a
12.700 x g por 15 min a 4 °C y se lavé 2 veces con etanol al 70 %, finalmente se
resuspendi6 en 20 pL de agua libre de nucleasas. Para eliminar los restos de DNA presentes
en la preparacién, el RNA se traté por 1Th a 30 °C con 30 U de DNAsa I (Roche®) en un
volumen final de 200 pL en presencia de 6 mM MgCl,. La enzima se inactivé con la adicion
de EDTA a una concentracién final de 10 mM y una posterior incubacién por 15 min a 65
°C. Luego de la digestién del DNA, el RNA se extrajo una vez con 400 pL de

fenol/cloroformo acido y dos veces con 400 pL. de cloroformo. Luego, se precipitd con
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1:10 de volumen de acetato de sodio 3 M pH 5,2y 2 a 3 volimenes de etanol absoluto a —
20 °C durante toda la noche o alternativamente 2 —80 °C por 2 h. Después de dos lavados
con etanol al 70 %, el RNA se resuspendid en 20 pl. de agua libre de nucleasas. La
integridad del RNA se observé mediante electroforesis en geles de agarosa al 1 %. Para
determinar la concentracién del RNA se utilizé 1 pl de la suspensién y se midid la A,y en
un equipo espectrofotémetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific®). Se utilizé Ja relacién 1
DO, = 40 pg RNA/ml.. La pureza del RNA se estimé por la razén Agg,/Auy,. Se utilizé

una preparacién de RNA con una razén Ayg/Ayy > 1,8.

2.4.2. Transcripcién reversa

Para cada una de las reacciones de transcripcién reversa se utilizé 1 pg de RNA
total. En los expetimentos de RT-PCR se adicioné 400 ng del partidor reverso respectivo y
para los ensayos de RT-PCR en tiempo real se utilizaron hexameros de oligonucledtidos
como partidores (500 ng). En un primer paso se mezclé el RNA con el 6 los partidores en
un volumen final de 14 pL y esta mezcla se incubd a 70 °C por 5 min, para luego ponetla en
hielo e incubar durante 2 min. Este paso tiene por objetivo permitit la desnaturacién de las
posibles estructuras secundarias del RNA y facilitar el acceso del partidor a su zona de
hibridacién. Luego, se agregd la mezcla de reaccion que comprendia: amortiguador
ImpromIl (“Moloney Mutine Leukemia Virus”) 1X, dNTPs 0,8 mM y 200 U de
transcriptasa inversa (RT) MMLYV (Promega®). La sintesis del cDNA se realiz durante 1 h

a 42 °C, y la enzima se inactivé incubando la mezcla por 10 min a 65 °C.
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2.4.3. Experimentos de Northern Blot

2.4.3.1. Preparacién de geles para Northern Blot

Se preparé un gel de agarosa al 1% que contenia MOPS 1X (1L de MOPS 10X
contiene 46,3 g de MOPS (sal sédica), 4,1 g de acetato de sodio, 2 mI. de EDTA 0,5 M pH 7
como amortiguador y formaldehido 0,4 M final. Para la preparacién del gel, Ia agarosa en la
cantidad de agua adecuada se calent6 hasta ebullicién y se dejo enfriar hasta una temperatura
de aproximadamente 50°C. Luego, se agregd formaldehido y MOPS a las concentraciones
indicadas anteriormente, y esta mezcla se dej6 gelificar bajo campana de extraccidn.

2.4.3.2, Tratamicnto de las mnestras de RNA

Las muestras de RNA para los experimentos de Northern Blot, se llevaron hasta 8 puL
en agua con DEPC y a esta solucién se agregaron: 2 pI, de MOPS 10X, 8 uL de solucién B
(350 pL de formaldehido, 1 mL de formamida) y 2 pl. de solucién de carga (300 pL de

glicerol, 700 pL de agua con DEPC, 2,5 mg de azul de bromofenol y 2,5 mg de azul de
xilencianol). Las muestras se desnaturaron 2 100 °C durante 10 min, se incubaron en hielo por
un tiempo minimo de 5 min, y se aplicaron en un gel de agarosa-formaldehido preparado
como se describi6 anteriormente.
2.4.4.3. Electroforesis de las muestras de RINA en geles con agarosa-formaldebide
La electroforesis se realizé a temperatura ambiente bajo campana de extraccion a un
voltaje constante de 70 V hasta que el frente de corrida se alcanzé la base de la cimara de
electroforesis.
2.4.3.4. Transferencia desde gel de agarosa-formaldebido a membranas de nitrocelnlosa
Una vez fotografiado el gel bajo luz UV, este se incubb de manera sucesiva en 100

mL de las siguientes soluciones: NaOH 50 mM durante 10 min, Tris-HCI 0,1 M pH 74
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durante 20 min y finalmente SSC 20X durante 30 min. Luego el RNA presente en el gel se
transfirid a una membrana de nylon (Hybond) por capilaridad. Para ello el gel se deposit6 con
su parte infetior hacia arriba sobre papel Whatman 3MM humedecido pteviamente en SSC
20X. Sobre el gel se colocé una membrana Hybond del tamafio del gel también previamente
humedecida en SSC 20X, y sobte ésta 3 papeles Whatman 3MM también humedecidos en
esta solucion salina. El sistema de transferencia se completd con setvilletas y sobre ellas se
colocé un peso aproximado de 500 g. El tiempo de transferencia fue de aproximadamente 18
h. Posteriormente la membrana se lavé por 10 min en SSC 6X y se dejé secar al aire por 30
min (Hempo suficiente para que quede completamente seca). Finalmente, el RNA se
entrecruzo a la membrana mediante itradiacién con luz UV (254 nm) a una potencia total de
0,12 J/cm® en un horno de hibridacién Hibrilinker HL-200 (UVP Laboratory Products).

2.4.3.5. Hibridacion y lavado de las membranas

Luego de fijar el RNA a las membranas de nitrocelulosa, éstas se humedecieron en
amortignador SSPE 2X (SSPE 10X: NaCl, 1,8 M; fosfato de sodio, 100 mM pH 7,7;
EDTA, 10 mM) dutante 5 min a temperatura ambiente y posteriormente se pre-hibridaron
en 7,5 mL de solucién de hibridacion sin sonda (SSPE, 5X; SDS, 2%; solucion de
Dendhardt’s, 1X; DNA de esperma de salmdn, 100 pg/mil) a 65 °C por 2 h. La hibridacién
se realizé con 5 mL de la solucién de hibridacion fresca precalentada a 65°C a la cual se le
agregd la sonda de DNA desnarurada previamente en agua hirviendo por 5 min. Se colocd
una cantidad de entre 1,5-2,5 x 10° cpm/mL de solucién de hibridacién. Las membranas se
incubaron con agitacién rotatoria a 65°C durante toda la noche.

Luego de finalizada la hibridacién se recuperé la sonda y la membrana se lavé varias

veces con una solucién que comprendia SSPE, 0,5X y SDS, 0,2%: 2 lavados de 5 min cada

40




Materiales y Métodos

uno con agitacién y a temperatura ambiente, y posteriormente 2 lavados de 20 min cada
uno con agitacién a 65 °C.

2.4.3.6. Obtencidn de las imdgenes

Las membranas hibridadas y lavadas como se describié anteriormente se
envolvieron en papel celofin y se expusieron en una pantalla K-Screen (Kodak) por
tiempos variables de entre 1 a 2 dfas, la que posteriormente se escanedé en un
PhosphorImager (Molecular Imager FX system, Bio-Rad) a una resolucién de 50 um/pixel

para obtener imagenes en formato TIFF.

2.5. Generacion de una cepa recombinante de S. solfataricus capaz de

sobreexpresar el gen ppx endogeno

2.5.1. Subclonamiento del gen ppx de S. solfataricus (ppxS.so) en pMZ1

El gen ppx se amplificé mediante PCR a partir del DNA genémico de S. soffataricus
P2 con los partidores 5°ppxS.soNewk 5'CCATGGTATCGGCAGTTATAGATIG vy
3ppxS.soBamHI: S'GGATCCTACTCITACACCGACAACG. El producto de PCR se
purificd desde un gel de agarosa. Para la ligacion, se. utilizé el sistema pCR2.1-TOPO
(Invitrogen®). Veinticinco ng del vector pCR2.1-TOPO y 10 ng del amplificado de PCR se
incubaton a T° ambiente en un volumen final de 6 pl durante 30 min. Se utilizaron 2 pl de
la reaccion para la transformacion de células E. cof JM109 quimio-competentes, siguiendo el
protocolo proporcionado por el proveedor. Luego, se purificd el plasmidio pCR2.1-TOPO-
ppxS.so desde un clon positivo, seleccionado mediante PCR en colonias. 0,5 pg del
plasmidio pCR2.1-TOPO-ppxS.so se digirid con 5 U de cada una de las enzimas de

restriccién Neol y BamHI, utilizando amortiguador Tango 1X (Fermentas) en un volumen
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final de 20 pL. Esta mezcla se incubd durante 2 h a 37°C y el producto de digestion se
purificé desde un gel de agarosa. Este producto de digestion se ligd al vector pMZ1
previamente digerido con las mismas enzimas de restriccion. Para ello, se incubaron 2 pl del
vector pMZ1 (25 ng) y 8 pl del producto de digestiéon (50 ng) en amortiguador T4 DNA
Ligasa 1X y 5 U de T4 DNA Ligasa. L.a mezcla se completé con H,O estéril hasta un
volumen final de 20 pl y se incubé durante 2 h a 37°C. Para la transformacion de células E.
cofi JM109 quimio-competentes se utilizaron 5 pl de la reaccién de ligacién. Luego de la
seleccion por resistencia a Amp y de verificar la presencia del gen ppxS.so mediante PCR en
colonias, se eligié un clon positivo y se purificé el plasmidio pMZ1-ppxS.s0. La integridad

del gen ppx se verificd mediante la secuenciacién de las dos hebras del DNA.

2.5.2. Clonamiento del gen ppxS.so recombinante (ppxS.so_r) en el vector de

expresion pMJ0503

Para la sobreexpresion del gen ppxS.so_r en S. soffataricus se utilizé el vector de
expresién inducida pMJ0503. Este es un vector binario (E. wk/S. solfataricus) de integracién
cromosomal en S. soffataricus e inducible por D-arabinosa. Adicionalmente el vector posee
un marcador de seleccidn pyrEEF, que permite su seleccidon en mutantes auxétrofas de
uracilo (Albers y col., 2006). Para la clonamiento del gen ppxS.so_r en pMJ0503 se digitio el
plasmidio pMZ.1-ppxS.se con 4 U de las enzimas de restriccién B/l y Eagl en un volumen
final de 20 pl, utlizando 1X de amortignador NEB3 (New England Biolabs). Esta mezcla se
incubé durante 2 h a 37°C. El producto de digestién se putificé desde un gel de agarosa. Se
utilizaron 40 ng del producto de digestién y 5 ng del vector pMJ0503 previamente digerido,

con las enzimas de restriccién Bl y Eagl, y se mezclaron con amortiguador T4 DNA
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Ligasa 1X y 5 U de la enzima T4 DNA Ligasa. La reaccion de ligacion se incub6 durante 16
h a 4°C. Se tomaron 5 ul de esta reaccién para electrotransformar células de F. co/i Stabled,
segiin las indicaciones proporcionadas por el proveedor. Posterior a la seleccién mediante
la resistencia a Amp, se seleccionaron clones positivos mediante PCR en colonia con
partidores especificos para el gen ppxS.so. Finalmente se purificé el plasmidio pJ0503-

ppxS.50_ry se secuenci6 para verificar la integridad del fragmento clonado.

2.5.3. Transformacion de S. solfataricus M16 con pJ0503-ppxS.so_r

Para la electrotransformacién se utilizaron 50 ml de un cultivo de S. seffartaricus M16
crecido hasta Ia fase exponencial media (DO, ~0,3). El cultivo, previamente enfriado en
hielo, se centtifugd por 20 min 2 2.800 x g durante 30 min y a 4°C. El sedimento celular se
lavé en frio en 50 ml de una solucion de 20 mM de sacarosa, pH 5,6. Para disminuir la
cantidad de sales residuales, las células se lavaron 2 veces mis con la solucion de sacarosa en
1/10 del volumen original y a continuacién en 1/50 del volumen. Por dltimo, el sedimento
celular se resuspendi6 en 20 mM de sacarosa a una concentracion de
~10" células por ml. Alicuotas de 50 pl de estas células se mezclaron con diferentes
cantidades del plasmidio pJ0503-ppxS.se_r (150 ng, 300 ng, 450 ng), previamente dializado
contra H,O desionizada. Estas mezclas de traspasaron a cubetas de electroporacién de 1
mm (BioRad) y se incubaron en hielo durante 5 min. La electroporacion se realizd con
aparato Gene Pulser Electroporator (Bio-Rad) bajo las siguientes condiciones de pulso: 1,5
kV, 25 pF, 400 Q. Seguidamente, las mezclas de céllas se diluyeron en 1 ml de medio
Brock suplementado con 0,1 % de N-Z amina y se incubaron durante 1 h a 75°C y con

agitacion vigorosa. Posteriormente las células se inocularon en 50 ml de medio Brock
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suplementado con 0,1 % de N-Z amina y 0,01 mg/ml de uracilo. Estos cultivos se
incubaton por 2 a 3 dias y aquellos que alcanzaron una DOy, de ~0,5 se tomaton como
inéculos para cultivos de 50 ml de medio selectivo sin uracilo (Medio Brock + 0,1 % de N-
Z amina). Los cultivos que fueron capaces de czecer en el medio selectivo se indujeron con
D-arabinosa para ensayat la expresion de la proteina recombinante (ver secciéon 2.6.8).
Finalmente, se guardaron a -80°C alicuotas de los cultivos que mostraron ser capaces de

expresar la proteina PPX recombinante.

2.6. Métodos de extraccion y cuantificacion de polifosfato (poliP)

2.6.1. Extraccion del polil? endégeno de S. solfataricus

La extraccién de poliP se realizé segin Ault-Riché y col. (1998). A los tiempos
correspondientes, alicuotas de 5 ml provenientes de cultivos de S. soffataricus M16 6 M16-
PPX se centrifugaron durante 5 min a 13.000 g. Los sedimentos se resuspendieron en 0,3
ml de 4 M GITC, 50 mM Tris-HCI pH 7,0 calentado previamente a 95 °C. La suspension se

mezclé por vortex y se incub6 a 95 "C por 3 min para conseguir una lisis rapida. Se reservé
una alicuota de 10 pl de esta fraccion para la determinacion de proteinas. A cada tubo se
agregd 30 pl de 10 % SDS y luego de una incubacién a 95 °C durante 2 min, se agregd 300
pl de 96 % etanol y 5 pl de una suspension de microperlas de silice, “Glassmilk” (Bio
1019). Luego de agitacién por vortex y de incubar 30 s 2 95 "C, los tubos se centrifugaron a
13.000 x g durante 1 min y el sedimento de Glassmilk® se resuspendi6 por vortex en 0,5 ml

de tampén “New Wash” (5 mM Tris-HCl pH 7,5, 50 mM NaCl, 5 mM EDTA, 50 %

etanol) fifo en hielo y se centrifugd a 13.000 x g durante 30 s. El sedimento que contenia el
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poliP, DNA y RNA unido al Glassmilk se resuspendié en 100 pl de la solucidén “N.A.
digest” (50 mM Tris-HCI pH 7,0; 5 mM MgCl,; 5 pg/mil de DNasa y 5 pg/ml de RNasa) y
se incubé a 37 °C por 30 min. Luego el sedimento se lavé dos veces con 200 pl de tampén
“New Wash” frio en hielo para eliminar los productos de la degradacién de los dcidos
mucleicos. El poliP unido a Glassmilk se eluyé en dos pasos resuspendiendo el sedimento
por vortex en 50 pl de agua cada vez, incubando 2 min a 95°C y centrifugando 2 13.000 x g
para tomar el sobtenadante. El poliP soluble recuperado en esta fraccion (100 pl) se

congel6 a -20 “C hasta su cuantificacién.

2.6.2, Cuantificacién del poliP enddgeno de S. solfataricus

La cuantificacion del poliP se realiz6 determinando la cantidad de fosfato inorganico
(Pi) liberado producto de la hidrélisis 4cida del poliP. El Pi producido se cuantifico
mediante el kit “EnzCheck Phosphate Assay” (invitrogen®). Este método se basa en la
conversién enzimitica del tibdsido 2-amino-6-mercapto-7-metilpurina  (MESG) en
presencia de Pi mediante la enzima fosforilasa de nucleésido de purina (PNP). Uno de los
productos de esta reaccion, el 2-amino-6-mercapto-7-metilpurina, se cuantifica midiendo la
absorbancia a 360 nm. Debido a que el reactivo MESG estd en exceso, la cantidad de 2-
amino-6-metcapto-7-metilpurina producido estara en relacion directa con la cantidad de Pi.
El método tiene una sensibilidad en el rango de 2 uM a 150 pM (1 a 75 nmoles de Pien un
volumen de 500 pl).

Para la hidrdlisis dcida del poliP se incubaron 30 pl de la suspensién de poliP en

igual volumen de HCl 1 M durante 30 min a 95°C. La reaccién se neutraliz6 agregando 60
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ul de tampén Tris-HCI 1,5 M, pH 10. Esta mezcla se utilizd como sustrato para la reaccion
PNP en un volumen final de 500 pl, y se siguieron las indicaciones proporcionado por el
proveedor. Para la curva de calibracion se utilizaron diluciones de una solucién de 50 mM
de K,HPO,, suministrada en el kit. Las diluciones se prepararon en las mismas condiciones
en que se desarroll6 la hidrSlisis de los poliP. Finalmente la cantidad de poliP se expreso en

nmoles de Pi por miligramo de proteina.

2.7. Ensayos de resistencia al cobre en S. solfataricus M16-PPX

2.7.1. Determinacion de la concentracién minima inhibitoria (CMI) de cobre

en S, solfataricus M16-PPX

Para determinar la concentracién minima inhibitoria (CMI) de cobre se crecieron
cultivos de 50 ml en medio Brock suplementado con 0,1 % de N-Z amina, 0,2 % de D-
arabinosa y con distintas concentraciones de CuSO, (0,25 a 4 mM). Para los cultivos control
se utilizdé 0,1 % glucosa en vez de D-arabinosa, debido a que este azicar no induce la
expresion de la PPX recombinante. Todos los cultivos se realizaron en triplicado y se
utilizaron matraces iguales para evitar diferencias en el ctecimiento. lLos cultivos se
incubaron durante durante 94 h a 75°C y con agitacion orbital 2 120 rpm. Al cabo se este
tiempo se registré la DOy, alcanzada. Los resultados se expresaron como porcentaje de
ctecimiento con respecto al cultivo control en ausencia de CuSO,. Se definié la CMI como
la concentracién de CuSO, capaz de inhibir el 50 % del crecimiento respecto al control en

ausencia de cobre.
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2.8. Métodos para el analisis de proteinas

2.8.1. Preparacion de extractos proteicos totales de S. metallicus y S.

solfataticus

Se prepartaron extractos de proteinas totales de S. metallicus provenientes desde
cultivos crecidos hasta fase exponencial tardia (10B células/ml) en ausencia 6 presencia de 5,
20 6 50 mM de CuSO,. Las células se colectaron mediante centtifugacion a 7.700 x g
durante 15 min y luego se lavaron 3 veces con medio 88 para remover el azufre. En el caso
de S. solfataricus (cepas M16 y M16-PPX)) los extractos se prepararon desde células crecidas
hasta la fase exponencial media (0,3 DOy,) y en presencia de D-arabinosa (0,2 % p/v) y
uracilo (0,01 mg/ml). Las células se cosecharon mediante centrifugacién (7.700 x g por 15
min) y se lavaron 3 veces en medio Brock. Para la preparacién de los extractos proteicos

los sedimentos celulares (5. metallicus & S. soffataricus) se resuspendieron en solucién
amortiguadora de sonicacién (50 mM Tris-HCI pH 8,15, 10 mM EDTA y 100 pg/ml
PMSF), a una razén de 10 pl de amortiguador por 1 mg de peso himedo de células. La lisis
se realiz6 mediante 2 ciclos de congelamiento a -80°C, seguido de un descongelamiento
ripido y un programa de sonicacién en hielo, que consistid en 6 ciclos de 20 seg e intetvalos

de 30 seg de detencion. Se utilizd un equipo sonicador Ultrasonic Liquid Processor,
SONICATOR®. Consecutivamente, las suspensiones se centrifugaron a 9.800 x g durante 5

min para eliminar las células enteras y restos celulares.

2.8.2. Cuantificacion de proteinas
Los extractos de proteinas totales se cuantificaron seguin el método de Bradford

(1976) usando el sistema comercial Coomassie Plus Protein Assay Reagent (Pierce®). Las
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muestras de proteinas de membrana se cuantificaron mediante el método del acido
bicinconinico (BCA) (Smith y col.,, 1985), y para ello de usé el sistema comercial “BCA

Protein Assay” (Pierce®).

2.8.3. Electroforesis de proteinas en minigeles de poliacrilamida-SDS

Para analizar las muestras de proteinas totales 6 para desarrollar ensayos de Western
blotting se realizé electroforesis en geles SDS-PAGE. Para ello se mezcld 2 volimenes de la
suspensién que contenia 5-20 pg de proteinas con 1 volumen de amortignador de carga
3X (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 5 min, se centrifugaron
brevemente y 1 a 5 pl. del sobrenadante se aplicaron en los pocillos de geles de
poliacrilamida al 12,5 %. La electroforesis se corri6 a 200 V hasta que el colorante indicador
alcanzo el borde inferior del gel. Posteriormente, los geles se tifieron con azul de Comassie

R-250 (0,2 % de azul de Comassie en metanol 25 % y acido acético 7,5 %).

2.8.4. Preparacion de las muestras de proteinas de membrana de S.

metallicus para electroforesis bidimensional IEF/SDS-PAGE (2D-PAGE)

Los extractos de proteinas totales de S. mefallicns (ver seccion 2.8.1) se sometieron a
ultracentrifugacién a 100,000 x g durante 1 h a 4°C. El sobrenadante se descartd y el
sedimento de membrana total se lavé por resuspensién cuidadosa con solucidén
amortignadora de sonicacién (50 mM Tris-HC] pH 8,15, 10 mM EDTA). Esta suspensi6n

se ultracentrifugd nuevamente a 100.000 x g por 1 h a 4°C. El sedimento de membrana

total se resuspendi6 en tampdén ACA750 (e-acido aminocaproico 750 mM, EDTA 0,5 mM,




Materiales y Métodos

50 mM Bis-Tris HCI pH 7,0) y las proteinas se cuantificaron con el método del acido
bicinconinico (BCA). Se tomaron 450 pg de proteinas y esta suspension se solubilizd
mediante la utilizacion del detergente n-dodecil-B-D-maltésido (DM) a una concentracién
final de 5 % (p/v). Esta mezcla se incubd en hielo dutante 2 h, y cada 20 min se agitd
mediante vortex por 20 seg. Luego de la solubilizacién, las proteinas se limpiaron mediante
precipitacién utilizando el sistema comercial “ReadyPrep 2-D Cleanup” (Biorad®).

Finalmente las proteinas se resuspendieron en 50 pl de H,O nano pura.

2.8.5. Electroforesis bidimensional de proteinas IEF/SDS-PAGE (2D-

PAGE)

Bisicamente se utilizé el mismo procedimiento de electroforesis 2D-PAGE tanto
para muestras de extractos de proteina total de 5. soffataricus como para los extractos de
proteinas de membrana de S. metalficus, s6lo se introdujeron algunas modificaciones en la
composicién del amottiguador de rehidratacién de la muestra, En el caso de las muestras de
extractos de proteina total de S, soffataricus se utilizaron 300 pg de proteina y estas se
mezclaron con un amortiguador de rehidratacién, que contiene 8 M de urea, CHAPS al 2 %
(p/v), 10 mM de DTT y anfolitos Bio-Lyte pH 3-10 al 0,2 % (p/v) para obtener una
concentracién final de proteina de 0,3 mg/mL. Por su parte, se utilizaron 450 pg de
proteinas para la electroforesis 2D de extractos de proteina de membrana de S. metaliicus, y
el amortiguador de rehidratacién contenia DM al 2 % en sustituciéon de CHAPS. Las
muestras rehidratadas se agregaron sobre un gel de agarosa (ReadyStrips IPG, pH 3-10 no

lineal, Biorad) y se incubaron durante 1 h a T° ambiente para permitir la incorporacion de la

muestra al gel. Finalmente, se agregd aceite mineral con una pipeta sobre la tira para
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prevenir la deshidratacion y la precipitacion de la urea. El IEF se desarroll en un equipo
PROTEAN IEF de Biorad®, y previo al programa de focalizacién la tira se rehidraté
durante 12 h bajo condiciones activas (voltaje aplicado de 50 V). La tira se enfocd para un
total de 120.000 V/h utlizando el siguiente programa de corrida: 250 V por 15 min Jento,
2.000 V por 2 h lento, 8.000 V por 4 h lineal, 10.000 V por 11 h lineal. La temperatura de la
plataforma de Peltier se fij6 durante toda Ia corrida a 20 °C. Para preparar la tira de
ReadyStrip IPG para la segunda dimension, ésta se quits de la bandeja de focalizacién y se
equilibré durante 15 min en 5 mL del primer amortiguador de equilibrio (Ttis-HCI 50 mM,
pH 8,8, urea 6 M, SDS 2 %, glicerol 30 %, y DTT 1 %). Luego se pasaron las titas 2 un
segundo amortiguador de equilibrio con la misma composicién que el paso anterior peto
con yodoacetamida al 1,5% en sustitucién del DTT. Para la segunda dimensién (SDS-
PAGE) las tiras de ReadyStrip IPG se transfirieron a geles SDS-PAGE (12,5 % de
acrilamida) y se cubrieron con agarosa al 0,5 % en amortignador de Laemmli luego de
aplicar el patrén de peso molecular (BenchMark™ Ladder, Invitrogen®. Los geles se
corrieron toda la noche a bajo voltaje (~ 50 V). Luego de la electroforesis, los geles se

removieron y se tifieron con nitrato de plata.

2.8.6. Tincién con nitrato de plata de los geles bidimensionales

Luego de la electroforesis los geles se fijaron con 30 % (v/v) etanol, 10 % (v/v)
4cido acético en agua destilada durante toda la noche. Después se lavaron tres veces con 30
% (v/v) etanol en agua destilada durante 20 min, y adicionalmente una vez con agua
durante 15 min para remover el dcido remanente. Los geles se sensibilizaron durante 1 min

en una solucién que contiene 0,25 g/l de ditionito, y estos se lavaron con dos cambios de
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agua destilada durante 1 min cada uno. Postetior al lavado, los geles se sumergieron en una
solucién de 0,2 % (p/v) de AgNO,;, 1 mM formaldehido, y se incubaron a temperatura
ambiente por 30 min. La solucién de AgNO, se descarté y los geles se lavaron con agua
destilada por 1 min. Los geles se desarrollaron con una solucién que contiene 6 % (p/v)
Na,CO;, 6 mM formaldehido, 20 WM Na,§,0;, y se agité vigorosamente hasta que la
solucién adquirié un color amarillo, en este momento se descartd la solucién y se remplazo
por una porcion fresca. Hs fundamental que el desarrollo se realice en una solucién
transparente. Una vez que se adquitd la intensidad deseada de la tincidn, la solucién de
desarrollo se descarté, se agregd 5 % (v/v) 4cido acético en agua destilada, y se dej6 en
agitacion por 10 min. Finalmente, los geles se lavaron cuatro veces con agua destilada, y se

guardaron a 4 °C en 1 % (v/v) acido acético en agua destilada hasta ser utilizados.

2.8.7. Seleccion de proteinas de los geles 2D-PAGE y secuenciacién por

espectrometria de masas

Las intensidades de las sefiales de las proteinas de interés se determinaron mediante
el progtama computacional de tratamiento de imigenes PDQuest (Biorad®). Se
seleccionaron las manchas que mostraron un cambio relativo por sobre +1,5 veces. Las
manchas seleccionadas se aislaron del gel de SDS-PAGE y se enviaron para su postetior
secuenciacién mediante espectrometria de masas (MS) con un equipamiento de
desorcion/ionizacién de liser asistida por matriz y un analizador de tiempo de vuelo
(MALDI-TOF). Las muestras se procesaron en el Servicio de Protedmica del Centro

Nacional de Biotecnologia de Espafia (CSIC). Los datos de los jones MS/MS producidos

con este método se utilizaron para identificar las proteinas mediante su biisqueda en las
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bases de datos de secuencias aminoacidicas de proteinas (Mascot, Matrix Science). Los
pardmetros de tolerancia del péptido (2 Da) y la tolerancia de MS/MS (£1,2 Da) se
limitaron y el tipo de instrumento se fij6 en MALDI-TOF. Las busquedas se realizaron
contra Ia base de datos de proteinas anotadas para el genoma secuenciado de S. soffataricus

P2 (DSM1617).

2.8.8. Expresion y putificacion de la proteina PPX recombinante (PPXr) de S.

solfataricus

Para la inducit la expresién de la proteina PPXr se crecieron 400 mL de cultivo de la
cepa M16-PPX de S. solfataricus hasta alcanzar una DOy, de 0,4 y se adicioné D-arabinosa
(0,2 %) seguido de incubacion durante 4 h. Luego de la induccién, las células se colectaron
por centtifugacién durante 15 min a 4.500 x g y el sedimento de células se lisé mediante
sonicacion de acuerdo al protocolo descrito en la seccion 2. El lisado | se sometio a
ultracentrifugacion a 100,000 x g durante 1 h a 4°C. El sobrenadante obtenido (5 ml) se
aplicé sobre una columna que contenfa 1 mL de resina his-NTA cargada con NiSO,
(Sigma-Aldrich). La columna se lavé 3 veces con 800 pl. de amortiguador de lavado (Hepes,
50 mM, pH 8,5, KCl, 50 mM e imidazol, 30 mM). Finalmente la proteina PPXr se eluyé en
3 fracciones, cada una con 400 pL amortiguador de elucion (Hepes, 50 mM, pH 7,0, KCI,

50 mM e imidazol, 250 mM). Las fracciones colectadas (0,5 mL) se analizaron mediante

SDS-PAGE y “Western-blotting”.




Materiales y Métodos

2.8.9. Deteccién inmunolégica de las proteina PPXr de S. solfataricus

mediante “Western- blotting”

La expresion de la proteina PPXr de S. soffataricns se detecté mediante “Western-
blotting”. Las proteinas se separaron mediante SDS-PAGE y se clectrotransfirieron a una
membrana de nitrocelulosa. Se aplicd una corriente constante de 80 mA durante 60 min. La
eficiencia de la electrotransferencia se confirmé mediante el uso de marcadores moleculares
pretefiidos (New England Biolabs) y tifiendo el gel después de la electrotransferencia con
azul de Comassie R-250.

Ia membrana que contenia las proteinas transferidas se incubdé por 2 h con
amortiguador Tris-HCI 20 mM pH 7,6, NaCl 137 mM (TBS), Tween-20 0,1 % (TBS-T) y
seroalbtimina bovina (BSA) 1 % (ITBS-T-BSA). Luego se lavd tres veces por 15 min cada
vez con TBS-T y se incubd por toda la noche con el anticuerpo monoclonal anti-His de
conejo en una dilucién 1/5.000. Seguidamente, la membrana se Javé tres veces por 20 min
cada vez con TBS-T. Se incubé por 2 h con anticuerpos monoclonales anti-IgG de conejo
conjugado con peroxidasa (Amersham) como anticuerpo secundatio a una dilucién 1/5.000.
Se hicieron ttes lavados de la membrana con TBS-T. La deteccion de la reaccion antigeno-
anticuerpo sobre la membrana se realizé6 mediante el método colorimétrico de Promega.
Este consistié en incubar la membrana con amortiguador TBS que contenia metanol al 20
%, 0,5 mg/mL 4-cloro-1-naftol (Biorad), 0,15 % H,O, (Merck) por 5-15 min. La reaccién

se realizd en Ia oscuridad y luego se visualizaron Ias bandas.
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2.9. Métodos bioinformaticos

Se utiliz6 el programa Artemis 9.0 para el andlisis de las secuencias genémicas de J.
solfataricus, S. acidocaldarius y S. tokodaii. Los marcos de lectura abiertos y sus secuencias
aminoacidicas se analizaron con el programa ORF finder

(htp:/ /www.nebinlmnib.gov/gorf/gorf.heml). El andlisis de las identidades y similitudes

en los bancos de datos se realizé mediante los programas BLASTx y BLASTp
(bttp:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Se utilizaron diferentes tipos de matrices
(BLOSUM y PAM). Los alineamientos multiples se realizaron utilizando el programa

Clustal®W  (http:

ebiacuk/Tools/clustalw?/index.html) y se editaron con el

programa BOXSHADE 3.21. Las secuencias de los genes cop de S. mefallicus se ensamblaron
en el programa vector N'Ti 10.0 (Invitrogen®). La bisqueda de dominios conservados en las
secuencias aminoacidicas se realizaron con el programa SMART4.0 (http://smarcembl.de/)
(Letunic y col,, 2004). Todos los partidores utilizados en las reacciones de PCR en tiempo

real se disefiaron con el programa WEB Primer Quest

(http:/ /www.idtdna.com/Scitools/ Applications /Ptimerquest/}.
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3. RESULTADOS
3.1. Basqueda de genes cop de resistencia al cobre en el genoma de S.

metallicus

3.1.1. Determinacién de la presencia de genes cop en el genoma de S.

metallicus

El opetén cgp de resistencia al cobre esta altamente conservado en Arhaea, e incluye
un regulador transctipcional (wpT), una metalochaperona de cobre (cppM) y una ATPasa
para la expulsién del metal (sp1) (Ettema y col,, 2003). Debido 2 que atin no se dispone de
la secuencia genémica de S. wetallicns, se realizaron experimentos de DOP-PCR y
CODEHOP-PCR pata determinar la presencia de estos genes en el genoma del
MICrOOrganismo,

Se disefiaron partidotes DOP (“degenerate oligonucleotide primers”) y CODEHOP
PCR (“consensus-degenerate oligonucleotide primers™) a partir de las regiones de consenso
en las secuencias aminoacidicas CopA, CopM y CopT codificadas en el genoma de las
arqueas S. soffataricus, S. acidocaldarins y S. fokodaii (Anexo 2). En la figura 8 se representa
esquematicamente el tipo de partidor utilizado para los ensayos de PCR y su ubicacién
aproximada dentro de Ia secuencia nucleotidica, tomando como referencia la organizacién
de los genes cp en el genoma de 5. soffatarcius. Las secuencias de los partidores utilizados se

detallan en el Anexo 3.
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Figura 8. Representacion esquematica del grupo de genes cop en §. solfataricus. Las
flechas en verde representan los partidores CODEHOP (1: copA_cdegF y 2: copA_cdegR)
disefiados para la amplificacion del gen cp-. En rojo se muestran los partidores DOP (3:
copM_degF y 4: copM_degR) sobre la secuencia del gen cgpM. Para la amplificacion del gen
cwpT se utilizaron partidores especificos al gen cwpT de S. soffatricus (flechas azules) (5:
copT_S.soF y 6: copT_S.soR).

Los resultados de los ensayos de PCR utilizando los partidores DOP para copM y
CODEHOP para cwpA se muestran en el panel A y B de la figura 9, respectivamente. Estos
productos de PCR mostraron los tamanos esperados. Adicionalmente y suponiendo que la
organizacion génica pudiera conservarse en 5. metallicus igual que en S. solfataricus, es decir el
gen cpM rio arriba de wp-l, se utlhizo la combinacion de partidores copM_degF y
copA_cdegR en una PCR (Fig 8). El resultado de este ensayo rindi6 un amplicon de ~ 2000
pb, que correspondié al tamano esperado (Fig. 9C). Debido a que en los ensayos de
CODEHOP-PCR para el gen wpT no se obtubieron resultados positivos (resultados no
mostrados), se decidi6 alternativamente disefar partidores especificos a regiones de

consenso a nivel de secuencia nucleotidica, en los genes wpT presentes en los genomas de

los Sulfolobales. Esta PCR rindio un producto del tamario esperado de ~ 350 pb (Fig. 9D).
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Figure 9. Amplificacion parcial de los probables genes copM, copA 'y copT
mediante DOP-PCR, CODEHOP-PCR y PCR especifico desde el genoma de S.
metallicus. Se tomaron las secuencias aminoacidicas de CopA y CopM de S. acidocaldarins,
S. tokodaii y S. solfataricus y se buscaron bloques conservados mediante el programa Block
Maker. Mediante este analisis se disenaron partidores DOP para wpM y CODEHOP para
cpA. Alternativamente se disefiaron partidores especificos para regiones nucleotidicas de
consenso en las secuencias de genes wpT presentes en las arqueas mencionadas
anteriormente. Los ensayos de PCR utilizando DNA genémico de S. metallicus como
templado arrojaron los productos de los tamanos esperados: ~150 pb para wpM (A), ~950
pb para cpA (B), ~2000 bp para copM.A'y ~350 pb para cpT (D).

Para conocer la identidad de los fragmentos amplificados, éstos se clonaron en el
vector pCR2.1-TOPO, se secuenciaron y las secuencias nucleotidicas se analizaron mediante
el programa Blastx. La secuencia de ~150 pb amplificada a partir de los partidores DOP
para copM, arrojo un marco abierto de lectura (ORF) que present6 un 63 % de identidad a
nivel aminoicidico con la proteina CopM de §. soffataricus (SSO10823). Esta secuencia
incompleta se denominé wpM7_S.7(p), donde p es “secuencia parcial”. Al realizar estos
mismos analisis sobre la secuencia de ~950 pb (wpA17_5.7(p)), obtenida con los partidores
CODEHOP para cwp-, se obtuvo un ORF que mostré una identidad del 54 % con la
proteina CopA de S. soffataricus (SSO2651). Por su parte, la secuencia de ~2000 bp
(copMA_S.m(p)), obtenida de la combinacion de los partidores copM_degF - copA_cdegR,

resulto en 2 ORF's, cada uno de ellos mostro una identidad cercana al 90% con las proteinas
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CopM y CopA de §. soffataricus, respectivamente. Al alinear cada uno de estos ORF con
copM1_S.(p) v copAT_S.m(p), tespectivamente, éstos no mostraron ser idénticos. La nueva
secuencia parcial para copM presenté un 66 % de identidad con epM7_S.m(p) y el otro
nuevo fragmento para cap.4 mostré un 52 % de identidad con cwp.A47_5.7(p). El resultado de
este andlisis sugitié fuertemente que existirian 2 copias para cada uno de los genes wpM y
cwopA en el genoma de 5. metallicus. Estas nuevas secuencias parciales se denominaron
copM2_S.m(p) v copA2_S.m(p). Finalmente, el analisis sobre la secuencia de ~ 350 pb
amplificada utilizando los partidores copT_S.soF y copT_S.soR resulté en un ORF
incompleto con un 88% de identidad a Ia proteina CopT de S. soffataricus (SSO2652). Esta
secuencia se denominé «pT2_S.7(p) debido a que el grado de identidad mostrado con .
soffataricus es similar al que presentaron las secuencias cpA2_S.u(p) y copM2_S.7(p), con sus
respectivos homologos. Estos analisis nos permiten suponer que estos genes putativos
podrian ubicarse dentro de un mismo grupo en el genoma.

Los resultados obtenidos utilizando las estrategias de DOP-PCR, CODEHOP-PCR
y PCR especifico sugieren la ocurrencia en el genoma de S. metallicus de al menos 2 copias
diferentes para cada uno de los genes cpM y cwp4 y 1 copia del gen wpT. Aunque estos
genes putativos no se han aislados completamente, sus secuencias parciales muestran una
alta identidad con aquellas presentes en el genoma de S. sofataricus. Considerando la longitud
promedio que muestran estos mismos genes en otras arqueas, las secuencias conocidas
hasta aqui desde S. mesallicus, corresponderian aproximadamente a un 40% para egp.A7, 88%
para apM1, 80% para cwpA2, 91% para copM2 y 65% para cop12. Para conocer la secuencia

completa de los marcos abiertos de lectura de estos probables genes cop en S. metallicus, se
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utilizé la metodologia de “genome walking”. Los resultados de esos ensayos se describen en

la seccién siguiente.

3.1.2. Aislamiento de los genes cop desde el genoma de S. metallicus

mediante “Genome Walking”

La estrategia de “genome walking” se realizé segin lo descrito por Acevedo y cols.
(2008). Se construyeron 6 bibliotecas de digestién del DNA génomico de S. metallicus
utilizando las enzimas de restriccion BawHI, EcRI, EcwRV, Hindlll, Ndel y Pstl. A cada una
de estas bibliotecas se le ligd un cassette adaptador de DNA en los extremos 3’y 5°de los
productos de digestion. Los productos de esta ligacién (producto de digestion + cassette
adaptador) sirvieron como templado para 2 reacciones de PCR sucesivas. A partir de las
secuencias patcialmente conocidas de wpAT_Sw(p), wpA2_Smp), copM1_Sm(p),
copM2_Sm(p) y copT2_Sm(p) se disefiaron 2 parttidores especificos para la amplificacién de la
regi6n 3 terminal y 2 partidores especificos para la amplificacion de la regién 5 terminal de
cada gen. Inicialmente se realiz6 una amplificacién lineal utilizando uno de los partidores
especificos (SP1). El producto de esta primera PCR sitvid como templado para la
amplificacién de las regiones 3’y 5’desconocidas para cada gen, utilizando como partidores
el segundo partidor especifico (SP2) y el partidor Adaptl’ que aparea en el cassette
adaptador. Algunos de los productos obtenidos a partir de esta segunda PCR se muestran

en la figura 10. Estos fragmentos de PCR se clonaron y se secuenciaron.
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Figura 10. Productos de “Genome Walking” para la identificacién de las regiones
desconocidas de los genes cop de S. metallicus. Iin las lineas (1) y (2) se muestra la
amplificacion de la region 5° del gen wp-17, aislados desde las bibliotecas de digestion
EcwRV y P, respectivamente. En (3) y (4) la region 3’ del gen cp.A17, amplificado desde las
bibliotecas EwRI y Ps/l. La linea (5) corresponde a la region 5’ del gen cgpT'7, aislado desde
la biblioteca EwwRV. En (6) y (7) se muestra la amplificacion de la region 5° y 3’ de op.A2,
respectivamente, aisladas desde las bibliotecas Hindlll y Ndel. El simbolo (*) seiiala el
fragmento de PCR que se purifico y secuencid. Las barras negras al costado izquierdo
indican los tamanos en pares de bases respecto al estandar de peso molecular utilizado.

A partir de los resultados de la secuenciacion de la region 5° de wpA17 se pudo
confirmar la presencia del gen wpM17 y establecer ademais la existencia de un probable gen
copT'1, ubicado rio arriba de wpM17 (Fig. 10, lineas 1y 2). La secuencia parcial de cpT7 se
complet6 posteriormente mediante otros ensayos de “Genome Walking” (Fig. 10, linea 5).
Por su parte, los resultados de la secuenciacion de la region 5° de wpA2 (Fig. 10, linea 6)
también permitié confirmar la presencia de wpM2 y del gen wpT2, el que habia sido
identificado mediante los ensayos de PCR especifico. Desafortunadamente los ensayos de
“genome walking” destinados a conocer la region 5’ del gen wpT2 no rindieron resultados
satisfactorios, ya que las secuencias de los productos obtenidos no mostraron relacién con

la secuencia wpT?2 (resultados no mostrados).
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Finalmente, mediante el ensamblaje de las secuencias aisladas previamente por
CODEHOP-PCR, DOP-PCR, PCR especifico y las sucesivas secuenciaciones laterales
obtenidas por “genome walking” se determiné la presencia en el genoma de S. metallicus de
2 loct que codificarian para genes homélogos posiblemente involucrados en la resistencia al
cobre. Hemos denominado a cada grupo de genes como locus ep? con un total de 4.346
bases nucleotidicas secuenciadas y locus ¢gp2 con 3.435 bases nucleotidicas (Fig. 11). Estos
resultados permiten proponer que S, metallicus constituiria, 2 la fecha, el 4nico representante
del dominio Archaea, que presenta una versién duplicada de este grupo de genes wp en su
genoma, a juzgar por los analisis realizados en los 71 genomas de las arqueas disponibles

hasta ahora.

Hindlll

Hindlll  Hindlll Hindlll

copl

copT1 copM1 copAl
{513 bp) {219 bp) {2250bp)

EcoRI

Hindlll Pstl Hind)II '\ HindHi

cop2

[

COPTZ cop 2‘"‘ S COPAZ -
(453bp) (171bp} {2244 bp)

Figura 11. Representacion esquematica de los 2 grupos de genes cop aislado desde
el genoma de S. metallicus. El locus wp! contene 3 marcos abiertos de lectura
completos, cgpT7 (513 pb), copM2 (219 pb) y copA7 (2250 pb) y una regitn intergénica entre
copT1y copM7 de 232 pb. Para la regién wp2 fue posible aislar 2 marcos abiertos de lecturas
completos, cpM2 (171 pb) y cpA2 (2244 pb), y un marco de lectura abierto incompleto
para cgpT2 (453pb). En cop2 los genes wpM?2 y cop.A2 se sobreponen en 11 nucledtidos. La
region intergénica entre wpT2 y copMZ2 es de 89 pb.
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Cada una de estas regiones gendmicas (¢op7 y copZ) contienen 3 ORFs orlentados en
tindem, que codificarian para un regulador transctipcional (CopT), una metalochaperona de
cobre (CopM) y un transportador de tipo ATPasa (CopA) posiblemente involucrado en la
expulsién del metal. Adicionalmente, dado que la estructura de cada locus presenta una
regién no codificante entre los respectivos genes wpT y wpM se realizaron anilisis para
determinar la presencia de posibles secuencias promotoras. Esta busqueda se efectud
manualmente, ya que las herramientas bioinformaticas no rindieron resultados positivos.
Para ello, se utilizaron las secuencias de los elementos BRE y TATA identificadas en la
regién intergénica cpT-copM de S. solfataricus (Fig. 12) (Ettema y col, 2006). Asi, se
determiné un posible promotor en el locus wp2 que mostré una caja TATA idéntica a la
descrita para 5. soffataricus y un elemento BRE que present6 s6lo una base nucleotica distinta
(Fig. 12). Estos elementos se ubican ro arriba a una distancia similar a la mostrada por J.

solfataricus, tomando como referencia el codon ATG del gen copM.

COPMA

BRE TATA

S. solfataricus S'=TACAAATTTACAGAAGAARRGATICT TTATIATARARGCARTAATTAGTATTATGATAAT -3*
50 -0 -30 -20 -10 +1

BRE _TATA copM2
5. metallicus 5'-CGAATTGACAGARGHEAREGITCTITATAAMAARACCAATARTTAATATTATGATAAT
(Locus cop2) *

BRE _TATA
S metallicus 5'—TTAAAGTTGCATCT@@TGTTTCCTAGTTAATAACGAGCGATCTTCATCT
(Locus copl) coph1

TTTTAGGTGCATAGTGCACGAAGARAAAGTGATATTCTATGCAT

Figura 12. Busqueda “in silico” de secuencias promotoras en los loci cop de 8.
metalicus. Se muestran en rectingulos los elementos BRE (caja de unién del factor TEB) y
TATA desctitos para la region intergénica copI-copM de S. solfataricus. El +1 indica el inicio
de la transcripcién (Ettema y col.,, 2006). Los simbolos * sefialan los nucleétidos distintos
respecto de la secuencia de §. solfataricns y el codén ATG de los respectivos genes copM estd
destacado en “negrita”.
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Pot su patte, los analisis sobre el locus cp7 también arrojaron la posibilidad de una
secuencia promotora. Sin embargo, esta presenté menor consenso respecto de los
elementos descritos para S. soffataricus (Fig. 12), y su ubicacidn result6 aproximadamente 75
pates de bases rio arriba respecto del codén ATG del gen copM7. Adicionalmente, los
analisis realizados en la regién no codificante ubicada rfo arriba del gen egpT7 no mostraron
elementos promotores que pudieran estar en consenso con los que se han descrito en JS.

solfataricns (resultados no mostrados).

3.1.3. Analisis de las secuencias aminoacidicas codificadas en las regiones

gendémicas coply cop2de S. metallicus

Las secuencias aminoacidicas codificadas en las regiones gendmicas ep? y cop2 de S.
metallicus se anzlizaron mediante BLAST y SMART 4.0 con el objeto de establecer Ia
identidad de secuencia con sus ortélogos y para determinar la presencia de dominios y/é
motivos de secuencia que pudieran sugerir Ia funcionalidad de estas proteinas putativas.

En términos generales, las secuencias aminoicidicas mostraron un alto grado de
identidad con sus ortélogos presentes en otros arqueas Sw/ffolobales (T'abla 2). Todas las
proteinas putativas de S. metallicns, con excepcién de CopM1, presentaron un mayor grado
de identidad con aquellas presentes en 5. soffataricus. CopM1 mostré mayor identidad con su
ortologo en S. rokodaii y M. sedula (Tabla 2). Interesantemente, todos los péptidos
codificados por la regién ¢gp2 mostraron un grado de identidad cercano al 90% comparado

con sus ort6logos codificados en Suffolobus solfataricus. La proteina putativa CopT1 mosttd el

menor grado de identidad con sus ortélogos (Tabla 2).
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Tabla 2. Compatacién de las secuencias aminoacidicas codificadas por los genes
cop de S. metallicus con sus ortélogos presentes en otros microorganismos
Sulfolobales.

%o de identidad con sus ortdlogos

Proteina de S\ solfataricus 3. acidocaldarins S.tokodaii M. sedula
S. metallicus

CopAl 51 43 44 45
CopA2 88 46 49 50
CopM1 63 69 71 71
CopM2 89 72 70 77
CopT1 36 27 30 32
CopT2’ 90 52 52 53

Las secuencias aminoacidicas se analizaron mediante el programa Blastp. Los niimeros en
“negrita” indican el ortélogo con quien presenta la mis alta identidad de secuencia.

" Se refiere al anilisis de identidad obtenido con la secuencia incompleta de CopT2, que
corresponde a un ~ 90 % en longitud de secuencia comparado con CopT de S. soffataricas.

Las ATPasas putativas CopAl (749 aa) y CopA2 (747 aa), que tenian un 51,3 % de
identidad entre ellas, presentaron todos los dominios y motivos que son caractetisticos en
las ATPasas involucradas en el transporte de metales (Fig. 13). Fstos transportadores de
metales pertenecen 2 una sub clase de las ATPasas tipo P, denominadas A'TPasas tipo CPx
(CPx-ATPasas). Este nombre proviene del motivo de secuencia CPC 6 CPH (a veces
también motivo SPC) altamente conservado en estas A'TPasas, ubicado en el centro de una
de las hélices de transmembrana. Mis aiin, se ha sugerido que los aminoacidos que
flanquean este motivo (CPC / CPH / SPC) estarian involuctados en la especificidad del
i6n a transportar. Asi, una CPx-ATPasa con un motivo CPCALVIS se propone para el
transporte de Cd* ¥, Zn® *, Pb*, o Hg™, mientras que en la mayoria de las ATPasas que

transportan Cu este motivo es CPCALGLA (Solioz y Stoyanov, 2003). La ocurtencia en las
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secuencias peptidicas CopAl y CopA2 de S. metallius del motivo translocador de Cu
(CPCALGLA), asi como de los dominios caracteristicos de los transportadores ATPasas del

tipo CPx, nos permiten suponer que estos proteinas podrian ser funcionales en 5. metallicus

(Fig. 1)

COpA_SS02651

- copA_SS02651 | 4
CopA2_Sm
CopAl_Sm
CopA_E.coli

CopB_E. hirae

COpA_5502651 | 45

Figura 13. Alineamiento de las proteinas putativas CopAl y CopA2 de S. metallicus
con las ATPasas de cobre CopA de E. coliy CopB de E. hirae. Los dominios y
motivos de secuencia conservados se indican en los rectingulos rojos. A: dominio CxxC de
union al metal, B: dominio de actividad fosfatasa, C: dominio translocador del metal, D:
dominio de fosforilacion y E: motivo conservado HP. En el alineamiento también se
incluye la proteina CopA de S. solfataricus (copA_SSO2651).

Por otra parte, los analisis efectuados en las secuencias peptidicas CopM1 (71 aa) y
CopM2 (56 aa), arrojaron la presencia de un dominio de unién a metal tipo TRASH
(“trafficking, resistance and sensing of heavy metals”) (Fig. 14). Este dominio de cisteinas

(C-Xi9.-C-X;5-C) se ha descrito recientemente como un componente funcional para el
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trafico y la resistencia a metales. El dominio TRASH es ubicuo y estd presente en
reguladores transcripcionales, ATPasas transportadoras de metales y en metalochaperonas
(Ettema y col., 2003). Como se observa en la figura 13 el dominio TRASH cubre alrededor
del 50% de la secuencia de estas proteinas predichas como metalochaperonas de cobre. La

identidad de secuencia entre las proteinas CopM paralogas de S. metallicus es de un 66 %o.

CopM1_S.m
CopM2_S.m
CopM_S.s0
CopM_S.ac
CopM_S.to
CopM_M.se

Figura 14. Alineamiento de las proteinas putativas CopM presentes en S. metallicus
y en otras arqueas Sulfolobales. El dominio TRASH se indica con una barra gris sobre el
alineamiento. Los simbolos * indican la posicion de las cisteinas caracteristicas para este
dominio. S.m: §. metallicus, S.so: S. solfataricus, S.ac: S. acidocaldarius, S.to: S. tokodari y M.se: M.
sedula.

Mediante los analisis realizados en las secuencias CopTl y CopT2 de S. metallicus,
predichas como reguladores transcripcionales, se determiné la presencia de un dominio
HTH (“Helix Turn Helix”) de unién al DNA en la porcién amino terminal de estas
proteinas. Los analisis, efectuados con la herramienta SMART 4.0, arrojaron también la
presencia de este dominio HTH en las secuencias CopT codificados por otras arqueas
Sulfolbales (Fig. 15). Junto con esto, también se determiné la ocurrencia de un dominio

TRASH en la region carboxilo terminal de todas las proteinas analizadas (Fig. 15). Cabe
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sefialar que en reguladores transcripcionales el motivo que define al dominio TRASH se

encuentra extendido en una cisteina (C-X,-C-X, ,,-C-X;-C) (Ettema y col., 2003) (Fig. 15).

Figura 15. Alineamiento de las proteinas putativas CopT presentes en S. metallicusy
en otras arqueas Sulfolobales. El dominio TRASH y el dominio HTH se indican con
una barra gris sobre el alineamiento. Los simbolos * indican la posiciéon de las cisteinas
conservadas en el dominio TRASH. Sm: S. metallicus, S.so: S. solfataricus, S.ac: §.
acidocaldarius, S.to: S. tokodaii y M.se: M. sedula.

3.2. Caracterizacion de la expresion de los genes cop putativos de .

metallicus

3.2.1. Determinacion de la expresion de los genes copAl 'y copA2 de S.

metallicus en presencia de distintos metales

Se realizaron ensayos de Northern blot para evaluar la expresion de los genes cop.A17
y c0p.A2 durante el crecimiento de S. mefallicus en la presencia de varios metales. Para ello, se
creci6é el microorganismo en la presencia de Cu, Zn, Cd, Ni o Ag. Cada uno de estos

metales se adiciono desde el inicio del cultivo y a concentraciones reportadas como
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permisivas para el crecimiento (Huber y Stetter, 1991). Para los experimentos de Northern
blot se extrajo el RNA total cuando los cultivos alcanzaron la fase exponencial tardia en su
crecimiento, y se utilizaron como sondas fragmentos de estos ORFs. Como se observa en la
figura 16, los genes cpA7 y cop.A2 se expresaron especificamente en la presencia de CuSO,
y CdSO,. Este patrén de expresion se ha descrito para S. seffataricus, donde la expresion del
gen wpA también aument6 especificamente frente a la exposicién a Cu y Cd (Ettema y col,
2006). Por su parte, los tamafios de los transcritos cipA7 y cwpA2, de ~ 2,5 Kb, se
corresponden con los de los genes individuales, cada uno de ellos de ~ 2,25 Kb de longitud

desde sus codones de inicio hasta los codones de término.

o . »
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Figure 16. Analisis de Northern blot para determinar la expresion de los genes
copAly copA2 de S. metallicus en respuesta a varios metales. Se utilizaron 5 pg de
RNA total extraidos desde cultivos de S. metallicus crecidos en ausencia {control) o la
presencia de CdSO, (4 mM), Ag,SO, (0,08 mM), NiSO, (15 mM), ZnSO, (50 mM) o
CuSO,(20 mM). En el panel (A) se muestran los resultados obtenidos utilizando una sonda
para cwpA7. En (B) se utilizé una sonda para wp42. En la parte inferior de la figura se
muestran los rRNAs como control del material aplicado en cada carril.
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Los resultados obtenidos mediante Northern blot permiten sugerir que la expresidon
de los genes wpA7 y wpA2 podria estar dando cuenta de un mecanismo de exportacion de
cobte y cadmio mediado por los transportadores de tipo ATPasas codificadas por estos

genes.

3.2.2. Analisis de co-expresion de los genes copMy copA de S. metalilicus

La organizacién gendmica que presentan los genes wp, orientados en tamdem en
ambos loci, sugiere que ellos podtan expresarse formando una misma unidad
transcripcional. Sin embargo, los resultados obtenidos mediante Norhern blot, donde los
transcritos mostraron un tamafio cercano a ~2,5 Kb (Fig. 16), permiten descartar la
ocurrencia de los policistrones spTMA, quienes deberfan presentar un tamafio aproximado
de ~3,25 Kb y ~3,0 Kb para las regiones cwp? y cp2, respectivamente. No obstante, estos
ensayos de hidridacién no descartan una eventual co-transcripcion de los respectivos genes
copM y copA, considerando ademas, que se ha descrito recientemente la ocurrencia de este
policistron wpMA en las arqueas F. acidarmanus y S. soffataricus (Baker-Austin y col, 2005;
Ettema y col., 2006). Conforme a estos antecedentes se desarrollaron experimentos de RT-
PCR para determinar la co-transcripcion de los respectivos pares génicos cgpMA. Para ello,
se desarrollaron reacciones de PCR utilizando como molde cDNAs sintetizados a partir de
RNA total de S. metallicns crecido en la presencia de 20 mM de CuSO, y parejas de
partidores ubicados en los genes contignos. Los resultados de estos anilisis se muestran en

la figura 17. Asi, al desarrollar una PCR utilizando los partidores sefialados se obtuvieron

amplificados de los tamafios correspondientes a un molde que comprende ambos genes.
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Este resultado confirma que los genes wpA4 y copM de cada regidn wp se transcriben

formando una misma unidad transcripcional.

copiil ¢copAl cophVi2 copA2

Figura 17. An4lisis de la co-expresién de los genes copMy copA en 8. metallicus. Se
extrajo RNA total de §. metallicus crecido en presencia de 20 mM de CuSO,. A partir de este
RNA, se generaton cDNAs, que sirvieron como molde para una reaccién de PCR,
utilizando un partidor directo en cpM y uno antisentido en wpA, los que se indican
mediante flechas en la parte superior del diagrama {paneles A y B). En cada caso, sobre los
geles de agarosa el signo (-) indica que a la reaccién de sintesis de cDNA no se agregd
transcriptasa reversa para detectar una eventual contaminacién con DNA gen6mico,
mientras que el signo (+) indica que la reaccién se realizé en presencia de la enzima.

3.2.3. Anilisis de la expresion diferencial de los genes copAl, copA2, copTly

copT2 de S. metalllicus crecido en la presencia de distintas concentraciones

de cobre

3.2.3.1. Crecimiento de S. metallicus en la presencia de distintas concentraciones de cobre

Hemos demostrado que S. metallicus puede desarrollarse en la presencia de hasta 200
mM de CuSO,. Sin embargo, en tan altas concentraciones de cobre el crecimiento del
microorganismo se ve fuertemente afectado (Remonsellez y col., 2006). Por lo tanto, para

los analisis de la expresién diferencial de los genes wp se realizaron cultivos de S. metallicus

70




Resultados

con el fin de determinar un rango de concentraciones de cobre que no afectaran
significativamente su crecimiento. Asi, la seleccion de este rango de concentraciones nos
permitira observar solo la respuesta frente a la adicion de cobre y excluir otros fenomenos
que pudieran tener relacion con una situacion de estrés general, producto de la nocividad de
las altas cantidades de cobre. Como se observa en la figura 18, cuando S. metallicus se crecié
en la presencia de 5 mM de Cu® mostré una curva de crecimiento muy similar a la
condicién control en ausencia de CuSO,. Por su parte, la adiciéon de 20 y 50 mM de Cu**
afecto ligeramente las tasas de crecimiento y las densidades celulares alcanzadas en la fase
estacionaria del crecimiento fueron levemente inferiores en comparacion con el control. No
obstante, en la presencia de 100 y 200 mM de CuSO,, se observo una fase de latencia mas
prolongada, asi como también una reduccion de aproximadamente el 40 % y el 50 %,

respectivamente, de la densidad celular al alcanzar la fase estacionaria (Fig. 18).
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Figura 18. Efecto del cobre en el crecimiento de S. metallicus. El microorganismo se
inoculé a una concentracién de 5x10° células/mL y en la ausencia (control) 6 la presencia
de 5, 20, 50, 100 y 200 mM de CuSO,. La flecha indica el tiempo en el cual se cosecharon
las células para la extraccion del RNA total.
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De acuerdo a estos resultados, para los ensayos de la expresion diferencial de los
genes cp se seleccionaron concentraciones de CuSO, que no superen los 50 mM.
Adicionalmente, estos resultados permitieron escoger el tiempo de cultivo de 6 dias para la
extraccion de RNA total, ya que en ese momento el microorganismo se encuentra aun en

activo crecimiento, y a la vez se dispone de una masa celular suficiente (Fig,. 18).

3.2.3.2. Cuantificacion de los niveles de transcritos de los genes cop A1, cop A2, copT1 y copT2 de

S. metallicus expuesto a distintas concentraciones de cobre

Para determinar si la expresion de los genes cwpAl, wpA2, copT? y copT2 de S.
migtallicns muestra un patrdn diferencial respecto a la cantidad de cobre presente en el medio
de cuiltivo, se realizaron experimentos de RT-PCR cuantitativo (RT-PCR en tiempo real).
Para ello, se disefiaron partidores que permitieron la amplificacion de estos genes, y se
construyeron las curvas de calibracién a partir de diluciones sexiadas de un estandar de
DNA genémico de S. metallicus de concentracién conocida. En el Anexo 4 se muestran las
curvas de calibracion y de fusion para los genes ensayados.

Para la cuantificacién de los niveles de transcrito de los genes cwopAT, copA2, wopT1 y
cop 12 se utiliz6 RNA total extraido desde cultivos crecidos en la ausencia 6 en la presencia
de 5, 20 y 50 mM de CuSO, o de un concentrado de mineral de calcopirita (CuFeS,). A
partir de estas muestras de RNA se sintetiz6 el cDNA y este se amplificé mediante PCR en
tiempo real. En cada condicién ensayada, los valores de expresién obtenidos para cada gen
se normalizaron contra los valores de la expresion del gen RNAr 76s. Cabe mencionar
ademas, que no fue posible cuantificar la expresion de los genes copM1 y copM2, ya que no

se obtuvieron partidores apropiados para los ensayos de PCR en tiempo real. Si bien, hemos
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demostrados que los pares génicos wpMAT y wpM-2 se co-transcriben (seccion 3.2.2),
podria sugerirse que los niveles de expresion de los genes wpM7 y cpM2 serian similares a
los de los genes wpAl y wpA2, no obstante no podemos descartar modificaciones
postranscripcionales que podrian variar los niveles finales de estos transcritos.

Como se observa en la figura 19 (A), los niveles de los transcritos wpA7 y cop.A2
aumentaron concomitantemente con el aumento en la concentracion de cobre presente en
el medio de cultvo. Junto con esto, wp17 mostro, en todas las condiciones ensayadas,
mayores niveles de transcritos en comparacion con los niveles de cwp.-12. Adicionalmente se
puede observar, que los niveles del transcrito wp-17 aumentaron 32,5 veces cuando se
compar6 la condicion de 50 mM de CuSO, con la condicion control en ausencia del metal

(0 mM), mientras que los niveles del transcrito wp412 mostraron un aumento de sélo 17,5

(Tabla 3).
E'- 700 = 8
E 600 = copAl ‘2 7 copTl =
= = |
copT2
% 500 | copA2 _g 6 P
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Concentracién de CuSO, (mM) Concentracién de CuSO, (mM)

Figura 19. Cuantificacion relativa de los niveles de transcritos de los genes copAl,
copA2 (A) y copTl, copT2 (B) de S. metallicus. La expresion de los genes se evaluo
mediante RT-PCR en tiempo real y se normalizo contra la expresion del gen RNAr 165.
Los valores promedios y las desviaciones estandar corresponden a los analisis de tres
replicas biologicas independientes crecidas en la ausencia (0) 6 la presencia de 5, 20 y 50
mM de CuSO, 6 en un concentrado de mineral de calcopirita al 1% (CuFeS,).
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Se cuantificé también la expresién de los genes cwpAT y c0pA2 cuando 5. metallicns se
creci6 utilizando como fuente de energia un concentrado de mineral calcopirita (CuFeS,)
(Fig. 19A). Debido 2 que la oxidacién de este mineral, mediada por el microorganismo,
produce un aumento progtesivo de la concentracion de ién Cu®* en el medio de cultivo,
quisimos conocer si la cantidad de cobre solubilizado induce la expresion de estos genes.
Para este experimento se extrajo RINA total desde un cultivo de S. metalficus crecido hasta
alcanzar Ia fase exponencial tardia y en la presencia de 1% de CuFeS,. Adicionalmente, se
tomaton en paralelo alicuotas de sobrenadante (libre de células) para determinar, mediante
espectrometria de absorcién atémica (AAS), la cantidad de cobre total (Cu®*/ Cu'") presente
en el medio. Asi, mediante RT-PCR cuantitativo se determiné que, comparados con el
control sin cobre, los niveles de los transcritos cpA7 y cwp42 aumentaron cuando S.
mietallicus se crecié en la presencia de CuFeS, (Fig. 19A). Junto con esto, se determiné una
concentracién de 14,4 (= 2,1) mM de cobre total presente en el medio. Este aumento en la
expresion podria ser en respuesta al cobre presente en el cultivo, producto de su
solubilizacién desde el mineral de CuFeS,. Como se indica en la Tabla 3, los niveles del
transcrito ¢gpA47 aumentaron 14 veces comparados con la condicidén en ausencia de cobre,
mientras que A2 mostr6é un aumentd de 7,6 veces en sus niveles de transcritos.

En el panel B de la figura 19 se muestran los resultados de cuantificacién de la
expresion de los genes wpT7 y egpT2, predichos como reguladores transcripcionales de
respuesta a cobte. Los resultados de PCR en tiempo real mostraron que los niveles del
transcrito ¢pT7 aumentaron concomitantemente con el incremento de las concentraciones

de cobre ensayadas, mientras que cpT2, con excepcién de la condicién 20 mM de CuSO,,
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presenté niveles de transcritos relativamente similares, probablemente dando cuenta de una

expresion de tipo constitutiva (Fig. 19, Tabla 3).

Tabla 3. Induccion de los niveles de transcrito de los genes copAl, copAZ, copTly
copT2de S. metallicus en presencia de distintas concentraciones de cobre.

Veces de aumento de la induccion de los transcritos

Gen 5mM/0mM  20mM/0mM  50mM/0mM CuFeS,/0mM
cop AT 3,0 24.9 32,5 14,0
copA2 6,8 9,0 17,5 7,6
copTT 2,0 2,8 4,8 3,6
copT?2 0,9 0,5 0,85 0,9

Se muestra el nivel de induccion en la condicidn de presencia de cobre (5, 20 y 50 mM de
CuSO4) 6 calcopirita (CuFeS,) versus la situacidn en ausencia de cobre (0 mM).

Los tesultados obtenidos para :pT2 son consistentes con la hipotesis propuesta
para S. solfataricus, donde se ha sugerido que el regulador transcripcional wpT, que muestra
una expresién constitutiva, funcionaria como un represor, que en presencia de cobre
perderia su afinidad por la regién promotora de wpM y permititia la expresion de este
policistrén (Ettema y col,, 2006). Por su parte, el aumento de los niveles de los transcritos
wpAT y copTT concomitante con las mayores concentraciones de cobre presentes en el
medio, permite sugerir que el regulador transcripcional putativo CopT1 podria presentar un
efecto activador tanto sobre la expresion de cpMA7 como sobre sf mismo (Fig. 19, Tabla
3). Sin embargo, serian necesarios experimentos adicionales pata probar este supuesto. Por
otra parte, en los ensayos obtenidos en CuFeS,, los niveles de transcritos de wpT7
aumentaron 3,6 veces respecto al control sin cobre, y wpT2 mantuvo sus niveles sin

cambios (Fig. 19 y Tabla 3).
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3.3. Efecto del cobre en el proteoma de membrana de S. metallicus

El nivel de resistencia al cobte que muestra S. metallicus es uno de los mas altos
teportados hasta ahora. Esto podtia implicar que este microorganismo posea miltiples
mecanismos de resistencia. De acuerdo a esto, recientemente nuestro laboratorio realizé un
anilisis de la expresidn global del proteoma total de S. mefallions expuesto a CuSO,.
Mediante esta aproximacidn, se identificaron proteinas que aumentaron sus niveles, cuyas
funciones predichas estarfan relacionadas con procesos celulates tan variados como la
produccion y el transporte de energia, la biosintesis de aminoacidos, la respuesta al esttés, y
la regulacién de la transctipcion (Remonsellez, 2007). Asi, se extrae de estos resultados que
el microorganismo presentaria un sistema complejo de respuesta al cobre que combinaria
varios mecanismos actuando en distintos niveles celulares.

Para profundizar en estas postbilidades y basindose en que se ha propuesto que
muchos de los determinantes de resistencia al cobre son de origen proteico y se ubican en la
supetficie celular (Das y col., 1998; Nies, 2003), en este trabajo se decidié realizar un anlisis
de la expresién diferencial del sub-proteoma de la membrana de 5. metallicns expuesto a
CuSO,. De esta forma se pretende describir los cambios a nivel de las proteinas de la

membrana por el efecto de la presencia de cobre

3.3.1. Anilisis de Ia expresion diferencial de las proteinas de membrana de S,

metallicus expuesto a CuSO,

Se realizaton ensayos de electroforesis bidimensional IEF/SDS-PAGE (2D-
PAGE). Para ello se crecié S. metallicus en Ja ausencia 6 la presencia de distintas

concentraciones de CuSO, (5, 20 y 50 mM) (Fig. 18). Dichos cultivos se cosecharon cuando
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alcanzaron la fase exponencial tardia de su crecimiento y se procesaron para la preparacién
de las muestras de proteinas de membrana (ver seccién 2.6.5). Las muestras de proteinas se
separaron primero por su punto isoelétrico (IEF) y luego por su peso molecular mediante
SDS-PAGE. Para la identificacion y la cuantificacién de las proteinas que cambiaron sus
niveles debido al efecto del cobre, se utilizé el programa computacional de procesamiento
de imdgenes PDQuest-2D (Biorad®). Se seleccionaron las proteinas que cambiaron su
expresién en al menos T 1,5 veces respecto al control sin cobre.

El anilisis de las imagenes permiti6 la visualizacién de 141, 168, 126 y 107 manchas
en los geles control (sin cobre), o con 5 mM, 20 mM o 50 mM de CuSO,, respectivamente
(Fig. 20). Junto con esto, se identificaron 6 manchas que aumentaron mas de 1,5 veces en la
presencia de las distintas concentraciones de cobre ensayadas. El analisis también arrojé una
mancha que disminuyé sus niveles en la presencia de cobre respecto al control.

Para mayor claridad en la visualizacién, las secciones de los geles que contienen las
ptoteinas que cambiaron sus niveles en respuesta a la exposicién al cobre se muestran en
detalle en la figura 21. Asi, las proteinas de las manchas 1, 5y 7 se identificaron en todas las
condiciones ensayadas y sus niveles aumentaron concomitantemente con la cantidad de
cobre presente en el medio de cultivo. La proteina correspondiente a la mancha 6 mosttd
un aumento de 18 y 27 veces en sus niveles en las condiciones de 5 mM y 20 mM de
CuSO,, respectivamente, mientras que en 50 mM de CuSO,, su aumento fue de sélo 5.4
veces. El andlisis también mostrd que Ia proteina cortespondiente a la mancha 2 aumentd
solo en las condiciones de 20 mM y 50 mM de CuSO,. Se obtuvo ademis, que la proteina

de la mancha 4 disminuyé sus niveles en la presencia de 20 mM y 50 mM de CuSO, (Fig.

21, Tabla 4).
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Figura 20. Separacion de las proteinas de membrana de S. merallicus expuesto a

CuSO, mediante 2D-PAGE. Las muestras de proteinas de membrana de S. metallicus se

separaron mediante IEF en un gradiente de pH 3-10 no lineal y luego por su peso

molecular en un gel SDS-PAGE. Los geles se tifieron con AgNO, y se indica en (A) la

condicion control en ausencia de cobre, mientras que en (B), (C) y (D) se muestran los
| geles de las condiciones 5 mM, 20 mM y 50 mM de CuSO,, respectivamente. Las flechas
rojas indican las proteinas que aumentaron sus niveles y la flecha azul indica una proteina
que disminuy6 sus niveles, comparados con el control. Al costado izquierdo de la figura se
indican los estandares de pesos moleculares en kDa.
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Figura 21. Detalle amplificado de las secciones de los geles bidimensionales
mostrados en la figura 19. Se indica la ubicacion de las manchas de proteinas cuyos
niveles cambiaron en la presencia de cobre. Las flechas rojas indican las manchas
aumentadas y la flecha azul mancha disminuida en la presencia de cobre. La cuantificacion
de estos cambios se indica en la Tabla 4.

Adicionalmente, todas estas proteinas que cambiaron sus niveles en respuesta a la
presencia del cobre se sometieron a analisis mediante espectrometria de masas para conocer
su identidad. Por su parte, la proteina de la mancha 3 se observo solo en la condicion de 20

mM de CuSO,.

3.3.2. Identificacion de las proteinas de S. metallicus que cambiaron su

expresion en respuesta a la exposicion al cobre.

Las proteinas que cambiaron sus niveles en respuesta al cobre (7 manchas) (Fig. 20 y
21), se aislaron desde los geles de poliacrilamida para su identificacion. Los péptidos
tripticos de las proteinas se analizaron por espectrometria de masas (MALDI-TOF).

Debido a que el genoma de S. mefallicus no se conoce, el analisis de los péptidos se realiz6
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comparandolos con las secuencias de todos los genomas de organismos disponibles (Iabla

4).

Tabla 4. Proteinas identificadas mediante espectrometria de masa que cambiaron
sus niveles cuando S. metallicus se creci6 en distintas concentraciones de CuSO,

Veces de cambio
respecto al control

N° ORF Anotacion PM pl 5 20 50
mancha (kDa) mM mM mM
1 SSO1646 Zinc-alcohol dehidrogenasa 378 7,05 1,98 3,86 7,65
2 5500216 Factor de elongation 1a 48,6 8,93 - 3,16 0,66
4 5800216 Factor de elongation 1o 48,6 8,93 - (11,6 (92,61
5 8502632 Proteina hipotética 42,2 4,92 1,91 7.3 11,1
6 5500421 ATPasz AAA 86,6 642 1817 27,04 5,4
7 5502850 Transportador ABC 39 782 1,71 1,89 4,06
SS00764 Alcohol dehidrogenasa 36,3 8,59 1,71 1,89 4,06
SS01399 Proteina hipotética 35,9 766 171 1,89 4,06

Se indican los ORF con mejor similitad. La mancha 7 generé 3 péptidos distintos. El simbolo (-)
indica Ia disminucion de Ios niveles de lz proteina en dicha condicién,

Todas las manchas, con excepcién de la n° 3, se identificaron mediante los andlisis
de espectrometria de masas. Las proteinas identificadas mostraron mayor similitud con
ORFs presentes en el genoma de 5. soffataricus (Tabla 4). La mancha n® 7 generd 3 péptidos
distintos, un transportador de tipo ABC, una alcohol dehidrogenasa y una proteina
hipotética (Tabla 4). Las manchas 2 y 4 correspondieron a la misma proteina, el factor de
elongacién lo. De todas las proteinas identificadas en este analisis, sélo el transportador de

tipo ABC (mancha n°7), correspondié a una proteina integral de membrana. Las otras
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proteinas estin anotadas como proteinas citoplamadticas, y a juzgar por los anilisis
bioinformaticos efectuados no presentaron sefales de exportacién a membrana ni
segmentos de transmembrana. Estos resultados sugieren que estas proteinas podran estar
en asociacién con la membrana o con otras proteinas de membrana, las que producto de la
preparacion fueron aisladas como parte de las muestras.

Entre las proteinas que aumentaron sus niveles en presencia de cobre, la
identificacién de dos deshidrogenasas alcohodlicas y una ATPasa de la superfamilia AAA
(manchas 1, 6 y 7), sugiere que la presencia de cobre estaria generando un esttés oxidativo y
la degradacién de las proteinas en S. metallicns. Esto podria explicarse debido a que el
hallazgo de las deshidrogenasas alcohdlicas en S. metalicus es congruente con estudios
recientes efectuados en E. w/, donde se ha demostrado el papel antioxidante de este tipo de
deshidrogenasas (Echave y col,, 2003). En dicho estudio, células de E. 0/ mutantes para el
gen (AdbE), que codifica para una deshidrogenasa alcohdlica, mostraron ser
extremadamente sensibles frente al estrés oxidativo producido por H,O, Como se ha
descrito, el cobre genera estrés oxidativo en las células, produciendo altos niveles de
radicales libres. Asi, el aumento en los niveles de estas deshidrogenasas alcoholicas en S.
metallicns podria estar dando cuenta de un mecanismo antioxidante en respuesta al CuSO,
presente en el medio de cultivo.

Por su parte, las ATPasas de la superfamilia AAA, representan un nuevo tipo de
chaperonas moleculares y estin involucradas en diversos procesos celulares (Snider y col,,
2008). Se ha demostrado que las ATPasas AAA actian en el desensamblaje 6 ensamblaje de
las proteinas, concertando su funcién con el proteosoma (Reuter y col, 2004). La

degradacién de las proteinas por efecto del excesivo cobre intracelular es un fenémeno
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descrito por otros autores (Gaetke y Chow, 2003). Por lo tanto, el aumento de chaperonas
moleculares, como de esta ATPasa AAA en S. metallicus, podria resultar consistente con un
mecanismo compensatotio frente a la degradacién de proteinas producto de la exposicién al
cobre.

Como se mencioné, las manchas 2 y 4 correspondieron al factor de elongacién 1,
involucrado en el proceso de la traduccién de las proteinas. Si bien una de las manchas
aument6 (n°2} y la otra disminuyé (n°4) sus niveles relativos, se puede extraer del balance
final que esta proteina aument6 sus niveles en la presencia de cobre (Tabla4). El incremento
de factores que participan en la traduccién de las proteinas podsia reflejar un aumento en
este proceso celular debido 2 la degradacién de proteinas generado por el cobre intracelular
efl exceso.

Por otra parte, los analisis de secuencias efectuados sobre el transportador ABC
identificado (mancha n®7), arrojaron poca claridad respecto a su posible funcién, Mediante
el uso de Blastp se obtuvieron varios “hits” con puntajes significativamente altos tanto para
transportadores tipo ABC involucrados en la translocacién de azicares como para el
transporte de i6n férrico. Asi, se obtuvo un “e-value” de 2e-88 con un transpor;;ador ABC
de arabinosa de S. soffataricus, & bien un “e-value” de 2e-61 con un transportador ABC de
Fe™ de Fusobacterium sp. Debido a que no existen estudios experimentales que describan la
funcion de esta protiena, no es posible concluir cual serfa el papel de este transportador
ABC frente a la exposicion al cobre en 5. mezallicus.

Finalmente, mediante esta aproximacién proteémica se puede concluir que la
identificacion de proteinas relacionadas con procesos antioxidantes y la degradacién de

proteinas, sugiere fuertemente que el cobre ptesenta un efecto oxidativo en 5. metallins, De
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esta forma mecanismos compensatorios frente a estos fenémenos podtian ser muy

relevantes frente a una eventual exposicioén a concentraciones excesivas de cobre.

3.4. Generacién de una cepa recombinante de S. solfararicus incapaz de
acumular poliP® inorgdnicos

Como se menciond, existe evidencia que propone la participacién de los poliP en la
tesistencia de microorganismos procationtes a metales pesados. Nuestro grupo, pot su
parte, ha demostrado la existencia de una relacién directa entre microorganismos
acumuladores de poliP como A. fermoxidans y 5. metallicus, y su elevada resistencia al cobre
(Alvarez y Jerez, 2004; Remonsellez y col, 2006). Junto con esto, también hemos
demostrado que cuando S§. metallicus es expuesto a cobre, los poliP acumulados en su
citoplasma comienzan a ser progresivamente degradados, lo que se acompafia por el eflyjo
de iones fosfato y supuestamente de cationes de cobre, desintoxicando de esta forma el
ambiente intracelular. Asi, hemos propuesto que esta acamulacién de poliP le otorgaria a .
metallicns una ventaja frente al estrés ocasionado por concentraciones altas de cobre. Con el
fin de explorar esta hipétesis, se podria proponer la modificacién del metabolismo de los
poliP en S. metallicus. Sin embargo, a la fecha no se dispone de herramientas para la
manipulacion genética en este microorganismo. Frente a estas limitaciones decidimos
realizar estos estudios en S. soffataricus, ya que recientemente se han desarrollado
metodologias para su transformacion. Se propuso por lo tanto, la obtencién de células
recombinantes de S. soffataricus incapaces de acumular poliP para ensayar posteriormente su

capacidad para ctecer en la presencia de cobre.
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3.4.1. Estrategia para la eliminacion del contenido de poliP de S, solfataricus

Para eliminar el contenido de polil en S. solfataricus se intentd sobreexpresar el gen
ppx enddgeno, el cual codifica para la exopolifosfatasa (PPX). Debido a que esta enzima es
la responsable de la actividad degradadora de los poliP, se espera que su sobreexpresién
elimine el contenido intracelular de poliP.

Albers y cols. (2006) han desarrollado recientemente una metodologia que permite
la introduccién de ADN forineo, ademis de vectores para la expresién de proteinas
tecombinantes en S. soffataricus. Esta metodologfa se basa en la utilizacién del vector de
integracién cromosomal pJ0503, cuya expresion es inducible por la adicién de D-arabinosa
en el medio de cultivo. Adicionalmente, este vector binario (E. w/k/S. solfataricus), tiene un

marcador de seleccién pyrEF, que permite su seleccién en mutantes auxétrofas para uracilo.

3.A4.1.1. Subclonamiento del gen ppx de 8. solfataricus (ppxcS.so) en pMZ1

El trabajo consistié basicamente en subclonar el gen ppxS.so en el vector pMZ1
propagable en E. /. Para ello, utilizé un fragmento Newl/BawHI digetido desde el
plasmidio pCR2.1-TOPO-ppxS.s0 (ver seccién 2.3.1.) y se ligd a través de los sitios de
restriccién Neol y BamHI al vector pMZ1. De esta forma, esta construccién molecular
petmitié por una parte fusionar el gen ppxS.s0 en su extremo 5° con el promotor araS de .
soffataricus, inducible por D-arabinosa, y a su vez la insercién de 10 codones codificantes
para histidina en marco de lectura hacia su terminacién 3° (Fig. 22). Los productos de
ligacion se usaron para transformar la cepa de E. w/i JM109. Luego de la seleccién por
resistencia a Amp y de verificar la presencia del gen ppuS.so mediante PCR en colonias, se

eligi6 un clon positivo y se purificé la construccién plasmidial. La integridad del gen ppxS.s0
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en este plasmidio se verifico mediante secuenciacién de ambas hebras del DNA. Esta
construccién molecular, promotor aras/ppxS.so/His10X/terminador (pMZ1-ppxS.s0_1), se

ligd posteriormente en el vector de expresion pMJ0503.

Binl  Neol BamHI Eagl
— F ppxs.so : _—,
I His
ParaS

Figura 22. Subclonamiento del gen ppxS.so en el vector pMZ1. El gen ppxS.s0 (caja
gris claro) se ligd al vector pMZ1 mediante los sitios de restriccién Neol y BamHI. Esta
construccién molecular permitio la fusién del gen ppxS.s0 al promotor graf en el extremo 3 (P
ara$, caja blanca) y a 10 codones que codifican para histidina en 5° (His, caja gris oscura). La
regién tio abajo de His y hasta el sitio de restriccion Eqgl corresponde a una secuencia
terminadora. El esquema no muestra toda la secuencia del vector pMZ1.

3.4.1.2. Clonamiento del gen ppxcS.so_r en el vector de expresion pMJ0503

Una vez obtenido el plasmidio pMZ1-ppxSso_r, se clond un fragmento Biul/Eagl
proveniente de esta construccion (Fig. 22) con el vector de expresion pJ0503 previamente
digerido con estas mismas enzimas para obtener el plasmidio pJ0503-ppxS.so_r. Células de
E. coli Stable4 se transformaron con esta ligacién y se seleccionaron por resistencia a Amp.

Se seleccionaron clones positivos mediante PCR en colonia con partidores especificos para

el gen ppxS.s0 y se purificaron los plasmidios desde los clones seleccionados.
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3.4.1.3. Ensayos de expresion en S. solfataricus M16

Se transformo la cepa de S. soffataricus M16, auxdtrofa para uracilo, con el plamidio
pJ0503-pp=aS.s0_r mediante electroporacién. La seleccién de esta transformacion se realizd
en medio liquido, de modo que los cultivos que fueron capaces de crecer en ausencia de
uracilo se ensayaron para comprobar la expresion de la PPX recombinante (PPXr). Para
ello, se crecié uno de estos cultivos hasta alcanzar una DOy, de 0,5 y luego se indujo la
expresion de la proteina mediante la adicién en el medio de 0,2% de D-arabinosa. Al cabo
de 4 h de incubacién el cultivo se cosechd y el pellet celular se procesé para realizar una
purificacion de la proteina recombinante mediante una columna de afinidad a niquel.

La figura 23A muestra el resultado de la purificacion de Ia PPXr. Aunque el peso
tedtico esperado para la PPXr de S. solfataricus es de aproximadamente 47,5 kDa (~46 kDa
PPX + ~1,5 kDDa His x 10), se observé en las fracciones de elucién (Fig. 23A, lineas 6,7 y
8) una banda abundante cercana a los 40 kDa segiin el marcador de peso molecular. Para
comprobar que esta banda cortespondia a la proteina recombinante se realizé6 un western
blotting anti-His (Fig. 23B), utilizando las mismas fracciones obtenidas a partir de la
putificacién de proteinas. Fl ensayo muestra reaccién positiva del anticuerpo en la fraccién
de proteina total (linea 1), y en las fracciones de elucién (lineas 6, 7 y 8), a una altura

aproximada de 40 kDa, demostrindose de esta forma la expresion de la proteina PPXr en la

cepa de 5. soffataricus M16-PPX.
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Figura 23. Putificacion de la PPXr de S. solfataricus (A) y Western blotting con anti-
his (B). Alicuotas de la purificacion de proteinas se sometieron a SDS-PAGE en geles al 15
% de acrilamida (A). En ambos paneles la linea 1 corresponde al extracto total de proteinas
cargado en la columna de afinidad de niquel, las lineas 2 a 5 corresponden a las fracciones
de lavados y en las lineas 6 a 8 se aplicaron alicuotas de las fracciones de elucion. Las
proteinas (panel A), se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y sobre ella se realizo
un ensayo de western blotting utilizando un anticuerpo anti-His (B). PM son los marcadores
de los pesos moleculares en kDa.

3.4.1.4. Contenido de poliP en los recombinantes de S. solfataricus M16-PPX

Una vez demostrada la expresion de la proteina PPXr en la cepa recombinante de S.
solfataricus M16-PPX, se analizo si el aumento en las cantidades de esta enzima trae consigo
la eliminacién del contenido celular de poliP. Para esto se crecié la cepa M16-PPX
suplementada con 0,2 % de D-arabinosa 6 0,1 % glucosa hasta la fase exponencial media y
se purifico y cuantifico el contenido de poliP proveniente de estas células. Como control se
us6 la cepa de S. soffataricus M16 (no transformada), crecida en las mismas condiciones
sefialadas para M16-PPX. Como se observa en la Figura 24A las células control M16
presentaron niveles de poliP similares tanto en la presencia de glucosa como de D-
arabinosa. Por el contrario, en las células recombinantes M16-PPX la presencia del inductor

(D-arabinosa) fue suficiente para remover mas del 98% del contenido intracelular de poliP.
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S6lo en la condicién de represién (0,1 % de glucosa) se alcanzan los niveles de poliP del

control M16 (Fig. 24A).
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Figura 24. Niveles de poliP en las células recombinantes de S. solfataricus M16-PPX
y cinética de degradacion de los poliP. (A) Los poliP de la cepa tecombinante de J.
solfataricus M16-PPX suplementada con 0,1 % glucosa ((+) glu) y 0,2 % D-arabinosa ((+)
ara) se extrajeron, purificaton y cuantificaron segin se detallé en Materiales y Métodos.
Como control se utilizd la cepa de S. soffataricus M16 (no transformada). En (B) se muestra
la cinética de degradacién de los poliP en M16-PPX luego de la induccién con 0,2 % D-

arabinosa ((+) ara). Se desarrollaron tres réplicas independientes para cada determinacién y
las barras de error indican la desviacion estandar.

Adicionalmente, se realizaron experimentos para determinar la cinética de la
degradacién de los poliP en M16-PPX, de manera de establecer una condicién donde las
células carecieran de este polimero. Para ello, se crecieron células de M16-PPX en ausencia
del inductor y una vez que alcanzaron la fase exponencial media de su crecimiento se
transfirieron a2 un medio suplementado con D-arabinosa al 0,2%. Progresivamente se

tomaron alicuotas para la determinacion de los poliP. Se observé que los niveles de poliP
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disminuyeron concomitantemente en el tiempo y al cabo de 2 h de induccién se consiguio
reducir casi la totalidad del contenido de poliP (Fig. 24B). De esta forma se definié un
tiempo de induccién de 3 h para contar con células sin poliP (poliP-).

Estos resultados muestran claramente que la estrategia de sobreexpresat la enzima
PPXr elimina pricticamente todo el contenido de poliP’ en las células recombinantes de .5,
solfataricns M16-PPX. Junto con esto, se definié una condicién de carencia de poliP (poliP-),
para estudiar el efecto que tendrd la ausencia de este polimero frente a Ia exposicion al

cobze.

3.4.2. Evaluacion de Ia resistencia al cobre de la cepa de S. solfataricus M16-

PPX carente de poliP (poliP-)

3.4.2.1. Determinacion de la concentracion minima z'nbibifadc% (CMI) de CuSO, de la cepa de S.

solfataricns M16-PPX (poliP-) |

Para evaluar el efecto de la carencia de poliP en S. soffataricns frente al crecimiento en
presencia de cobre se desarrollaton ensayos para determinar la CMI. Para ello, se creci6 Ia
cepa recombinante M16-PPX en la presencia de distintas concentraciones de CuSO, y
suplementada con 0,2 % de D-arabinosa 6 0,1 % glucosa. Los cultivos se incubaron durante
94 h, hasta alcanzar la fase exponencial tardia, y se registré la DO, para cada uno de ellos.
Los resultados se expresaron como porcentaje de crecimiento con respecto al cultivo
control en ausencia de CuSQ,, y se defini6 la CMI como la concentracién de CuSO, capaz

de inhibir el 50 % del crecimiento.
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Figura 25. Determinacion de la concentracién minima inhibitoria (CMI) de CuSO,
en las células recombinantes de S. solfataricus M16-PPX (poliP-). (A) Las células
M16-PPX crecieron en distintas concentraciones de CuSO, y en la presencia D-arabinosa al
0,2 % (ara) 6 glucosa al 0,1 %. El grafico muestra el porcentaje de crecimiento respecto al
control en ausencia de CuSO,. Los cultivos se crecieron en triplicado y las barras de error
indican la desviacion estandar. (B) se utilizé la cepa recombinante de 5. so/fataricus SSO0287,
como control de expresion.

Como se observa en la figura 25A las células recombinantes M16-PPX
suplementadas con glucosa, sustrato que no induce la expresion de la PPXr, mostraron un
CMI definido de aproximadamente 2 mM de CuSO,. Por el contrario cuando estas células
se ensayaron en la presencia del inductor, D-arabinosa (condicion poliP-), se determiné un
CMI definido de aproximadamente 0,75 mM CuSO,, es decir se observo una disminucién
de la CMI de aproximadamente 3 veces, probablemente producto de la deficiencia de poliP.
Para validar este resultado y descartar que esta diferencia de CMI no sea debida a una
eventual carga metabolica ocasionada por la sobreexpresion de la proteina PPXr, se
realizaron estos mismos ensayos de CMI utilizando la cepa recombinante de S. so/fataricus

SSO0287. Esta cepa recombinante codifica para el Inhibidor RLI1 de la RNasa L

(Barthelme y col., 2007), y no se le ha relacionado un papel en la resistencia a cobre. Asi, la
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cepa SSO0287 mostré un CMI cercano a 2 mM tanto en la presencia de glucosa como
cuando fue suplementada con D-arabinosa, el inductor de la expresién (Fig. 25B). De esta
manera, podemos concluir que la disminucién en la CMI en la cepa M16-PPX (poliP-) no
se deberia al ajuste celular en la expresién de una proteina recombinante. Mas aun, estos
resultados nos permiten sugerir fuertemente que la deficiencia de poliP producitia un
aumento en la sensibilidad al cobre en M16-PPX, apoyando Ia hipétesis de que los poliP

tienen un papel en la resistencia al cobre.

3.4.2.2, Efecto de la adicion de CuSO, en el crecimiento de la ccpa S. solfatarions M16-PPX

(poliP-)

Luego de determinar la CMI de la cepa M16-PPX poliP—, fue de interés evaluar la
capacidad de ésta para resistir una eventual exposicién a cobre. Es decir, ensayar el efecto
de la adicién de cobre sobre ¢l crecimiento de células M16-PPX con niveles de poliP
suficientes (poliP+) versus células M16-PPX poliP—. Para ello se crecieron cultivos de M16-
PPX hasta alcanzar una DOy, de 0,25, en ausencia de D-arabinosa, para permitir la
acumulacién de poliP. Las células se cosecharon y se incubaron dutante 3 h en medio fresco
suplementado con 0,2 % de D- arabinosa con el objeto de eliminar todo el contenido de
poliP (poliP-), é con 0,1% de glucosa, condicién control donde los poliP no son
degradados (poliP+). Luego de esta incubacién se adicioné sobre los cultivos 1 mM de
CuSO, y se siguié el crecimiento midiendo la DO,,. Se observé que luego de 48 h de
incubacién las células poliP+ y poliP— en ausencia de CuSO, crecieron y alcanzaron una

biomasa similar (Fig. 26). Por el contrario, en la presencia de 1 mM de CuSO, las células
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poliP- mostraron una disminucién de aproximadamente el 40 % del crecimiento

comparadas con las células poliP+ (Fig. 20).

| ——npolip- (0mM Cus0,)

~&—poliP- (1 mM CuS0,)
! —o— poliP+ (0 MM CuS04,)
l —a— poliP+ (1 mM CuS04)
l

0 8 16 24 32 40 a3

tiempo (h)

Figure 26. Efecto de la adiciéon de CuSO, en el crecimiento de la cepa recombinante
S. solfataricus M16-PPX (poliP-). Células de S. so/fataricus M16-PPX se crecieron en
ausencia de CuSO, hasta la fase exponencial media. Las células se incubaron por 3 h en
medios frescos conteniendo 0,2 % de D-arabinosa (poliP—, lineas rojas) 6 0,1% de glucosa
(poliP+, lineas negras). Posteriormente los cultivos se suplementaron 1 mM de CuSO,y se
siguié el crecimiento midiendo la DOy, Los valores mostrados son el promedio de 3
replicas biologicas y las barras de error muestran la desviacion estandar.

Al igual que para los ensayos de la determinacion de la CMI (seccion 3.4.2.1), se
utilizé como control de expresion la cepa recombinante SSO0287. En la presencia de 1 mM
de CuSO,, esta cepa presento una leve disminucion de su crecimiento que no supero el 3%
respecto al control sin inductor (resultados no mostrados). Los resultados obtenidos

muestran que las células de S. soffataricus poliP—, carentes poliP, son mas sensibles frente a
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un estrés ocasionado por la exposicion al cobre, lo que se ve reflejado en la disminucién de
su crecimiento.

Debido a la mayor resistencia que mostraron las células poliP+ para enfrentar un
estrés por cobre comparado con las células poliP—, se quiso conocer la dinimica del
contenido de poliP en estas células en respuesta a la adicién del metal. Para eso se tomaron
alicuotas en paralelo a la medicién de las DOy, (Fig. 26) para determinar el contenido de
poliP en funcién del tiempo. Se observé una rapida disminucién en el nivel de poliP cuando
las células se expusjeron al CuSO,. A los 30 min después de la adiccién de 1 mM CuSO,, el
nivel de poliP disminuyé alrededor de un 80 % con respecto al valor obtenido a tiempo
cero (Fig. 27), y este nivel se mantuvo a partir de las 2 h y por las siguientes 24 h (datos no
mosttados). Estos resultados muestran que la presencia de cobre, genera una importante
disminucién en el nivel celular de poliP en S, solfaricus M16-PPX poliP+, probablemente
debido 2 una mayor degradacién de este polimero como se ha propuesto en otros sistemas
como . metallicns y A ferrooxidans (Alvarez y Jerez, 2004; Remonsellez y col,, 2006).
Adicionalmente, la acelerada disminucién del contenido de poliP observado sugiere que

cualquiera sea la funcidn del polimero en este evento su requerimiento setfa temprano.
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Figura 27. Contenido de poliP de células de S. solfataricus M16-PPX poliP+
expuestas a CuSO,. Células de S. soffataricus M16-PPX se crecieron en ausencia de CuSO,
hasta fase exponencial media. Las células se traspasaron a medios frescos conteniendo 1%
de glicosa y en Ia ausencia (linea negra) 6 la presencia de 1 mM CuSO, de (linea gris). Se
tomaron alicuotas en los tiempos indicados y se determiné los niveles de poliP como se

describe en Materiales y Métodos. Los valores son el promedio de 3 replicas biologicas y las
barras de error muestran la desviacion estandar.

3.4.5. Cambios en el proteoma total de las células recombinantes de &.

solfataricus M16-PPX (poliP-)

Teniendo en cuenta la mayor sensibilidad que mostraron las células recombinantes
de 8. soffataricus M16-PPX carentes de poliP frente a la exposicion al cobre, se decidi6 iniciar
el estudio de los cambios que tienen lugar en el proteoma de estas células y que pudieran
dar cuenta del estado metabdlico producto de la carencia de este polimero. Para estudiar
estos cambios se compararon los proteomas de células recombinantes de S. soffataricas M16-
PPX en la condicién poliP— versus células de S. sofataricus M16 (no transformada),
condicion poliP+. Estas células se crecieron exponencialmente y en la presencia de D-

arabinosa. Asi, se analizaron comparativamente los cambios observados mediante

electroforesis bidimensional en geles de poliacrilamida (2ID-PAGE). Como se aprecia en las
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figura 28, se observé proteinas que aumentan é disminuyen sus niveles en las células poliP—
(M16-PPX) comparadas con las células control poliP+ (M16 no transformada). Los niveles
relativos de las proteinas individuales en cada gel 2D-PAGE se cuantificaron mediante un
programa computacional para el procesamiento de iméagenes PDQuest-2D (Biorad®) y
aquellas manchas que cambiaron con un factor de 1,5 veces 0 més se aislaron del gel de
poliacrilamida para su posterior identificacién. Los péptidos tripticos obtenidos de las
proteinas de las muestras se analizaron por espectromettia de masa (MALDI-TOEF), y se
compataron contra el genoma anotado de S. soffataricus P2. Se identificaron los iones de los
espectros MS/MS para todas las manchas seleccionadas y por consiguiente se pudo obtener
la identidad de las proteinas. Algunas manchas rindieron mas de un polipéptido, y en
algunos casos dos manchas correspondieron al mismo polipéptido (Tablas 5y 6)

En resumen se identificaron 22 proteinas que aumentaron sus niveles y 11 protefnas
que disminuyeron sus niveles en la cepa recombinante de S. soffataricus M16-PPX poliP--,
con respecto 2 la cepa conttol M16 poliP+ (Fig. 28, Tablas 5 y 6). Para la mejor
comprensién y anslisis de los cambios observados, las proteinas que cambiaron sus niveles
se agruparon segun sus categorias funcionales. Para ello cada uno de los ORFs identificados

se categotiz6 seglin la anotacién disponible del genoma de S. soffataricus P2 (Tablas 5y 6).
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Figura 28. Cambios en el proteoma total de las células recombinantes de S.
solfataricus M16-PPX (poliP-). Las proteinas totales de S. so/fataricus M16-PPX poliP—
(B) y S. solfataricus M16 poliP+ (control) (A), se separaron mediante electroforesis 2D-
PAGE. Las flechas y numeros indican las proteinas que cambiaron diferencialmente sus
niveles comparados con el control. Las tiras utilizadas en el IEF tienen un rango de pH de 3
a 10 no lineal. Al costado izquierdo de la figura se indican los estindares de pesos
moleculares (PM) en kDa.

Entre las proteinas que aumentaron su expresion en las células poliP— resulta
interesante el hallazgo de varias enzimas relacionadas al metabolismo energético. Asi, se
identific6 la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GDPN), enzima de la glicolisis y que
en S. solfatricus particularmente cataliza la conversion de gliceraldehido-3-fosfato a 3-
fosfoglicerato con la consecuente produccion de poder reductor NADPH. Adicionalmente
se encontraron varias enzimas del ciclo de los acidos tricarboxilicos. Entre ellas, se
identific6 la subunidad « de la succinil-CoA sintasa que cataliza la hidrolisis del compuesto
succinil-CoA vy la sintesis acoplada de una molécula de ATP. Junto con esto, también se

identificaron las subunidades B y C de la enzima succinato deshidrogenasa responsable de la

conversion del succinato a fumarato, produciendo ademas una molécula de FADH,. Otro
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componente del ciclo de los 4cidos tricarboxilicos identificado correspondié a la Enzima
mélica que genera piruvato y NADPH producto de Ja descarboxilacién del malato,
probablemente rediteccionando el flujo metabdlico hacia la entrada del ciclo de los acidos
tricarboxilicos. Adicionalmente, la disminucién de la L-lactato deshidrogenasa (Tabla 6),
que cataliza la produccién de lactato a partir de piruvato, podria consistir en otro ajuste
metabélico para contribuir al aumento de los niveles del piruvato y de esta forma favorecer
Ja dindmica del ciclo de los 4cidos tricarboxilicos. Estos resultados, sugieren que la carencia
de poliP en M16-PPX producirfa un déficit energético y que la sobreexpresion de enzimas
de la glicolisis y el ciclo de los écidos tricarboxilicos seria una respuesta para mantener el
suministro energético de forma alternativa al que pudiera ser aportado por el polil.

Por otra parte, también aumentaron su expresion en las células poliP— proteinas
relacionadas con procesos de destoxificacién y estrés celular. Entre ellas, la super6xido
dismutasa (SOD) y una perosiredoxina, enzimas involucradas en la destoxificacion de
especies reactivas de oxigeno. Particularmente [a SOD cataliza la dismutacién del radical
superéxido en oxigeno y peréxido de hidedgeno (H,0,), mientras que las peroxiredoxinas
transforman el H,0,en H,O y O,. Adicionalmente, se identificaron chaperonas moleculares
como la subunidad y del Termosoma y una ATPasa de la familia AAA. La primera forma
parte de la familia de las proteinas de shock térmico y es homéloga a la proteina HSPGO de
organismos eucariotas, mientras que la segunda integra un nuevo tipo de chaperonas
moleculares que actian en el desensamblaje 6 ensamblaje de las proteinas (Reuter y col,
2004). El hallazgo de estas proteinas podtia reflejar alteraciones en la conformacion de las
proteinas en las células poliP—. Estos resultados en conjunto sugieren que las células

carentes de poliP muestran un estado de mayor estrés y por lo tanto estas células serian mas
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sensibles frente a una condicién nociva como la exposicién al cobre u otros estimulos
dafiinos.

Finalmente, las proteinas que disminuyen su expresién en las células carentes de
poliP se sefialan en la Tabla 6. Entre ellas, se identificaron proteinas relacionadas al
metabolismo fermentativo (Zn-deshidrogenasa alcohélica y L-lactato deshidrogenasa) y el
metabolismo de los lipidos. Las posibles telaciones de la disminucién de estas proteinas y la
condicién de carencia de poliP— en las células recombinantes se discuten en Ia seccion 4.
Completan la lista de las proteinas que disminuyen en las células poliP—, un transportador
ABC, cuyo sustrato no se ha descrito, una ferredoxina, una carboxipeptidasa categorizada

como de funcién general y 2 proteinas hipotéticas de funcién desconocida.
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4. DISCUSION
4.1. Ocurrencia de los genes cop de resistencia al cobre en el genoma de

S. metallicus

Este trabajo de Tesis doctoral tuvo como objetivo conocer los mecanismos
moleculares involucrados en la resistencia al cobre en la arquea termoacidofila S. metallicus.
El estudio se inicié con la busqueda en el genoma del microorganismo de un grupo de
genes de resistencia al cobre (wp), que se encuentran altamente conservados en varios
genomas de arqueas (Ettema y col.,, 2006). Este grupo de genes csp codifican para una
metalochaperona (CopM), un transportador ATPasa del tipo CPx propuesto para el exporte
de Cu (CopA) y un regulador transcripcional especifico de Arhaea (CopT). Debido a que a
la fecha no se dispone de la secuencia gendmica de S. metaliicns, mediante la utilizacién
conjunta de las metodologfas de CODEHOP-PCR y “genome walking”, fuimos capaces de
establecer la presencia de 2 loci ¢gp homdlogos no idénticos en el genoma de S, metallicus
(cap? y cop2). Sin embargo, debido a que la cepa de S. metallicus utilizada no tiene un origen
clonal, fue preciso evaluar que esta duplicacién de los loci cgp no proviniera de un co-cultivo
de dos o mas cepas de la misma especie. Para ello, utilizamos RFLP para determinar la
homogeneidad del gen del RNAr 765 y PCR en tiempo real con el fin de establecer la
proporcion de los genes cop en la muestra de DNA gendmico utilizada, De estos andlisis se
conluyé que la posibilidad de un co-cultivo es poco problable (ver Anexo n®5).

Asi, describimos que cada uno de estos loci codificarfa para los ORFs descritos en
otras arqueas (CopT, CopM y CopA), y que las respectivas secuencias aminoacidicas
presentaron los dominios caracteristicos, referidos como fundamentales para sus respectivas

actividades biolégicas propuestas. A nuestro entender y a juzgar por lo desctito en la
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literatura (Ettema y col,, 2003; Ettema y col., 2006; Auvernik y col., 2008), el hallazgo de esta
duplicacién del grupo de genes cp en el genoma de S. metallions constituiria una
caracteristica inédita para un representante del dominio 4rhaes y podria contribuir en la
elevada resistencia al cobre que muestra esta arquea.

En este contexto, se ha reportado extensamente que el aumento del nimero de
copias de un segmento de DNA gendmico puede aumentar la expresién génica y por ende
la cantidad de la proteina codificada (Anderson y Roth, 1977; Gevers y col.,, 2004; Reams y
Neidle, 2004). Asi, se ha descrito que multiples copias de un gen permiten a los procatiotas
proliferar bajo condiciones de crecimiento limitantes, otorgindoles ventajas tanto para
resistit concentraciones elevadas de drogas y metales como para crecer en fuentes de
catbono atipicas (Romero y Palacios, 1997; Hastings y col., 2000; Gevers y col,, 2004).

Por todo esto, nos permitimos sugerit que la duplicacién del grupo de genes ap en
S. metallicus podria conferirle una ventaja adicional frente a una eventual exposicion a cobre,
y podria explicar en parte la elevada y mayor resistencia al metal que muestra este
microorganismo (CMI = 200 mM) versus otras arqueas como S. soffataricus (CMI = 5 mM)
o 5. acidocaldarius (CMI = 1 mM). Ahora bien, esta proposicién debe considerar los estudios
realizados en la arquea F. acdarmanus altamente resistente al cobre (CMI = 312 mM), donde
a la fecha se ha descrito la presencia de sélo una copia del grupo de genes ¢gp. No obstante,
es preciso mencionar que estos estudios se realizaron disponiendo de una versién
incompleta de su secuencia gendmica. A pesar de esto, los autores sefialan que en esta
secuencia gendmica parcial existen otros sistemas parz el transporte de cationes, y que en el

futuro la caracterizacién de estos sistemas de transporte, junto con la finalizacién de la
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secuenciacién del genoma permititdn completar el cuadro sobre los posibles mecanismos
moleculares de resistencia al cobre en esta arquea (Baker-Austin y col., 2005).

Otro estudio, realizado en nuestro grupo, sobre los mecanismos de resistencia al
cobtre en la bacteria A. ferrooxidans ATCC 23270, también podria apoyar el papel de la
multiplicidad génica en la resistencia al cobre. En ese trabajo se desctibe la presencia de al
menos 10 ORFs que muestran considerable identidad de secuencia con genes vinculados a
mecanismos de resistencia al cobre de las bactertas Gram negativas E, wli y P. syringae pv
tomats. A diferencia de estas bacterias neutrdfilas, 4. ferroxidans presenta mas de una copia
para varios de estos ORFs, Entre ellos, es posible distinguir 3 transportadotes ATPasas
posiblemente involucradas en la salida del cobre (wpA7, cwpA2, y ewpB,) y 2
metalochaperonas periplasmaticas para el secuestro del metal (ausF, y pC,). Ademds de
demostrar la funcionalidad de la mayorfa de estos ORFs, en este trabajo se sugiere
fuertemente que la alta resistencia al cobre que muestra A. ferrooxidans ATCC 23270 se
deberia a su amplio repertorio de determinantes de resistencia al cobre y a la duplicacién de
algunas de ellos (Navarro y col, 2009). Mis atn, andlisis realizados sobte la secuencia
genémica de la cepa de A. ferrooxidans ATCC 53993, muestran que esta cepa ademis de
contener todos los ORFs relacionados con la resistencia al cobre descritos en 4. ferroxidans
ATCC 23270, presenta varios ORFs adicionales también posiblemente involucradas con
sistemas de resistencia a este metal. Entre ellos, se desctiben un transportador ATPasa de
cobte y todos los componentes para un sistema tipo Cus adicional, que facilitaria la
expulsién del metal. Adicionalmente, se reportd que la cepa de A. fermoxidans ATCC 53993
es capaz de crecer en la presencia de mayores concentraciones de CuSO, cuando se

comparé con la cepa A fermoxidans ATCC 23270 (Orellana y Jerez, resultados no
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publicados). Esta mayor resistencia al cobre mostrada por la cepa A Sferrooxcidans ATCC
53993 podtia explicarse por la presencia de genes adicionales de resistencia a metales en su
genoma. Asi, la capacidad para resistir cobre tanto de dos cepas del mismo microotganismo
como de diferentes microorganismos podria estar basada en parte a diferencias en el mayor
ntmero de genes involucrados en los mecanismos de resistencia al metal.

Respecto a la ocurrencia de esta versién duplicada del grupo de genes wp en 5.
metallicus, resulta complejo sugerir el mecanismo evolutivo que la ocasiond. Como se ha
reportado, la existencia de genes homdlogos dentro de un genoma puede explicarse
principalmente por eventos de duplicacién génica, los que dependen directamente de
mecanismos de recombinacién homéloga, o por la adquisicién forinea de las secuencias de
DNA mediante el fenémeno de transferencia horizontal (Gogarten y Townsend, 2005;
Tsuru y Kobayashi, 2008).

Debido a que la deteccién de estos eventos evolutivos involucta complejos andlisis
de secuencia y filogenéticos, que deben considerar la secuencia completa del genomma
(Gevers y col., 2004; Tsirigos y Rigoutsos, 2005), con el fin de observar el gen en estudio
desde una perspectiva genémica, nos resulta imposible realizar estos analisis sobre los loci
op, ya que la secuencia gendmica de S. metallicus aun no se conoce. A pesar de esto, pueden
realizarse algunas aproximaciones. Entre ellas, la posibilidad de un evento de duplicacién
parece menos probable, debido a que algunos autores proponen que un evento de
duplicacién génica albergari una alta identidad de secuencia entre los genes homdlogos,
muchas veces sugerida como por sobre el 90 % a nivel amioacidico (Tsuru y Kobayashi,
2008). Si bien las secuencias codificadas por cada loci cgp muestran entre ellas una alta

identidad de secuencias, sélo las proteinas CopM1 y CopM2 alcanzan un 66 % de identidad,
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mientras de las otras secuencias muestran identidades cercanas al 50 %. Por otra parte, se ha
descrito que un evento de transferencia horizontal de genes muestra las siguientes
caracteristicas fundamentales, aunque no categdticas: un contenido G+C diferente al del
genoma receptor, diferente uso de codones y la presencia de elementos méviles contiguos a
Ia regién exdgena (Hacker y Carniel, 2001; Dobrindt y col., 2004). St bien no es posible
observar la presencia de elementos moviles a lo largo de las 2 regiones «wp secuenciadas, no
podemos descartar que en zonas flanqueantes mas distantes pudieran encontrarse. Por su
parte, el andlisis del contenido de G+C en ambas regiones resultd en 40,6 % y 36, 3 % para
los loci cop? y cgp2 respectivamente. Esta diferencia en el porcentaje de G+C podria ser
significativo tomando en cuenta que la longitud secuenciada en ambas regiones es similar.
Cuando comparamos estos resultados con otra region genomica de S. mefallicns secuenciada
(el locus fox), que codifica para genes involucrados en la oxidacién del ién ferroso (Bathe y
Notris, 2007), determinamos que su contenido de G+C era de 40,5 %, pricticamente el
mismo mostrado por locus wp?. Aunque como se menciond, la identificacion del
mecanismo evolutivo responsable de la generacidén de genes homodlogos involucra un mayor
estudio, estos analisis preliminares sugieren que el locus p?, que muestra homogeneidad
gendmica, podria formar parte del “core” del genoma, mientras que el locus p2 con un

menor contenido de G+C podria haber sido adquirido.

4.2. Los genes cop de S. metallicus se expresan en respuesta al cobre

Mediante experimentos de Northemn blot y RT-PCR se determiné que los pates
génicos wpMAT y cwopMAZ se transcriben como unidades policistrénicas y responden

especificamente a la presencia de CuSO, y CdSO,. Este resultado se cotrespondié con lo
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reportado para S. soffatarins P2 y F. acidarmanns, donde también se reporté la
cotranscripcidn de estos genes en respuesta al cobre. La expresion de copMA en 5. solfataricns
también se ha demostrado en la presencia de cadmio (Baker-Austin y col,, 2005; Ettema y
col,, 2006).

Para profundizar estos analisis se utilizé RT-PCR cuantitativo para determinar los
perfiles de expresion de los transportadores putativos (copA7 y copA2) en la presencia de
distintas concentraciones de cobre. Asi, se reportd que ambos genes inctementaron su
expresién concomitantemente con el aumento en la concentracién de cobre, y
particularmente el gen copA7 mostré mayores niveles de transcritos comparado con wpA2.
Este aumento de la expresién de los genes codificantes para al menos 2 transportadores
ATPasas, probablemente involucradas en el transporte del metal (copA7 y copA2), es
consistente con lo que se ha descrito en la literatura, donde se indica que uno de los
sistemas de resistencia a metales pesados mas ampliamente utilizados por los
microotganismos corresponde al exporte del metal mediante este tipo de transportadores
(Solioz y col., 2003, Baker-Austin y col., 2005; Dopson y col., 2005; Ettema y col., 2000).
Sin embargo, a diferencia del resto de los modelos de estudio descritos u otros sistemas, 5.
metallicns presenta mas de una ATPasa de cobre.

Con respecto a la abundancia relativa de los transcritos wpA7 y wpA2,
determinamos la cantidad relativa de 4,3 x 10’ copias/ng RNA total y 1,5 x 10° copias/ng
RNA total para los transcritos cpA7 y copA2 respectivamente en la ausencia de cobre. En la
presencia de 50 mM de CuSO, el transcrito apA7 mostrd un aumento en aproximadamente
2 Ordenes de magnitud, alcanzando 1,4 x 10° copias/ng RNA total, mientras que cp.42

presentd 2,7 x 10* copias/ng RNA total en estas mismas condiciones. Para situar estos
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valores en un contexto celular nos permitimos realizar el siguiente anilisis. Considerando
que los mRNAs representa s6lo el 2 - 5 % del RNA total, se obtiene que en la condicion de
ausencia de cobre, la abundancia de los transcritos cgpA7 y cwopA2 representan un 0,024 % y
0,01 % de la poblacion de mRNAs, respectivamente. Por su parte, cuando las células se
expusieron 2 50 mM de CuSO, esta abundancia alcanzé un 0,95 % pata wpA7 yun 0,18 %
para ¢gp.A42. Es decir, alrededor del 1 % de los mRINAs presentes poddan codificar para los
transportadores putativos y supuestamente involucrados en el exporte de cobre. A nuestro
entender este porcentaje de abundancia relativa podta ser significativamente alto, si lo
comparamos con la abundancia relativa del factor de elongacion EF-Tu, que representa
alrededor de un 10 % de la proteina total en bacteria (Ishihama y col,, 2008; Karlin y col,,
2001). Sin embatgo, esta aproximacion comparativa considera una relacion directa entre la
cantidad de mRNA y proteina,

Por otra patrte, aunque zlgunos autores describen que la expresion de los
transportadores ATPasas de cobre en respuesta 2 la presencia del metal sugiere que su papel
bioldgico serfa la expulsién del metal (Solioz y col., 2003; Baker-Austin y col., 2005; Ettema
y col, 2006), no podemos afirmar categbricamente que los transportadores putativos
presentes en S. metallicns estén cumpliendo dicha funcién. Para ello se hace necesario
describir experimentalmente si estas proteinas funcionan como exportadoras o
importadores de cobre. En este contexto, los analisis para determinar l2 funcionalidad de
estas ATPasas se ven considerablemente limitados en S. metallicus, debido a que no se
dispone de herramientas para la generacién de “knockouts” en este microorganismo. Sin
embazgo, alternativamente intentamos la expresion de estos ORFs en E. o/ como huésped

heterdlogo. Desafortunadamente estos experimentos no han tenido éxito hasta ahora, y
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parece ser que la expresién de estos ORFs en el sistema multicopia pBAD-TOPO tiene un
efecto toxico sobre E. wh. Adicionalmente, también se intent6 la expresion heterdloga del
gen wpAl en S. solfataricus. Si bien fuimos capaces de generar el vector de expresion
recombinante, que contenia el gen wpA7, no tuvimos éxito en la transformacion de las
células de S. solfatariens. Por su parte, no se intent6 la clonacién del gen cpA2, pues en ese
entonces no se disponia de su secuencia completa.

Por otra parte, cuando analizamos la topologia de estos potenciales transportadores
de cobre de tipo ATPasa de S. metallins obtuvimos algunos datos que podran ser
comentados. Utlizando  la  herramienta  bioinforméitica  THMM  v2.0

(http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM-2.0/) encontramos que CopAl presenta 5

hélices de transmembrana y la probabilidad de que su regién N-terminal esté ubicada en el
espacio citoplasmético es mayor que 0,98; en un maximo de 1,0. Por su parte, CopA2 con 6
hélices de transmembrana, también tendria la regién N-tetminal hacia el lado citoplasmaético
de la membrana celular, aunque con una probabilidad calculada de 0,69. Con base en el
hecho que el dominio de unién a metal (HMA) de estas proteinas se encuentra en la region
N-terminal, podtia especularse que ambas ATPasas (CopAl y CopA2) permitirian la
translocacién del metal desde dentro de la célula hacia el espacio extracelular, funcionando
como exportadoras de cobre. Como se ha demostrado experimentalmente en E. birae, el
transportador ATPasa de cobre CopB, cuyo papel es permitir la salida del metal, presenta su
dominio HMA hacia la cara citoplasmdtica, mientras que el dominioc HMA de el
transportador ATPasa CopA, involucrada en el importe de cobre, se ubica hacia el espacio

extracelular (Solioz y Stoyanov, 2003). CopB de la arquea A. filgidus es otro ejemplo donde

109




Discusion

la ubicacion inteacelular del dominio de unién a Cu®' se condice con su papel en el exporte
del metal (Mana-Capelli y col.,, 2003).

La expresién conjunta de los pares génicos, wpM y eop, formando parte de una
misma unidad transcdpcional, permite sugerit una funcién coordinada y dependiente para
las respectivas proteinas codificadas. En E. hirae, la metalochaperona CopZ (CopM en §.
metallicns) cumple un papel pivote en el mecanismo de la homeostasis del cobre. Asi, se
demostré que esta proteina interacciona directamente con el transportador Copb,
entregindole ¢l Cu’ para su consecuente expulsién. Adicionalmente, también se ha
reportado la interaccién de CopZ y el represor transcripcional CopY (Solioz y Stoyanov,
2003). En este mismo contexto, podria esperarse que las proteinas CopM1 y CopM2 de S.
metallicns tuvieran un papel similar al que se ha descrito en E. birae.

La expresién de los genes apT7 y cpT2, que codifican para potenciales reguladores
de respuesta a cobre, también se estudié mediante RT-PCR cuantitativo. Mientras los
niveles del transcrito copT7 aumentaron claramente en la presencia de cobre, wpT2 mostrd
una expresién més bien constitutiva. Aunque no se conoce con detalle el mecanismo de
accién del regulador CopT, en S. soffataricus se le ha propuesto una funcién como represor
transcripcional. Asi, se ha demostrado que su expresién es constitutiva y su capacidad pata
unirse 2 la regién promotora wpMA se pierde en la presencia de Cu®, lo que permititia la
transcripcién de este policistrén (Ettema y col, 2006). Tomando en conjunto nuestros
resultados que muestran un aumento de la expresion del policistrén wpMA2 de S. metallicus
en presencia de cobre, y suponiendo que esta expresion estd controlada por CopT?2, el que
muestra una expresibn constitutiva, es sugerente pensar en un papel de represor de la

transcripcién para este regulador putativo. Adicionalmente, la elevada identidad de
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secuencia que muestra CopT2 con su ortdlogo en 5. soffataricns (90 %), podtia estar dando
cuenta de un alto parecido estructural y por ende del mismo comportamiento funcional. Si
bien, determinamos la presencia de un posible promotor en la region intergénica cpTM2, la
bisqueda de otros elementos regulatorios no rindié resultados positivos. Aunque se han
descrito las secuencias de unién para CopT en la regién promotora copMA de S. soffataricus,
no ha sido posible establecer un motivo consenso para la unién de este regulador
transcripcional. Ademds, analisis sobre todas las secuencias de los grupos de genes ap
presentes en otras arqueas, tampoco dio lugar a la identificacién de motivos conservados
para la unién del regulador transcripcional CopT' (Ettema y col., 2006).

Por otra parte, €l aumento de los niveles de los transcritos copl7 y copMAT
concomitante con el inctemento de la concentracién de cobre, permiten sugerir que el
regulador transcripcional putativo CopT1 podria presentar un efecto activador tanto sobre
la expresion de copMA! (Fig. 10, tabla 3). No obstante, se necesitarian al menos
experimentos de EMSA y “footprinting” para determinar si CopT1 presenta un papel
activador o represor de la transcripcién. Adicionalmente, serfa de interés conocer si existe
una posible interaccién cruzada entre estos reguladores putativos y las tespectivas regiones

promotoras en cada uno de los loci cop de S. metallicus.

4.3. Bisqueda de otros determinantes de resistencia al cobre en S.

metallicus

Dado el alto nivel de resistencia al cobre que muestra 5. mefallicns, es posible que
presente multiples mecanismos para desarrollatse en la presencia del metal. Para evaluar esta

posibilidad se realizé un analisis de la expresion diferencial de las proteinas de membrana de
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S. metallicus en respuesta a cobre. La seleccién de este sub-proteoma de membrana se basé
en que algunos autores han propuesto que muchos de los determinantes de resistencia al
cobre se ubican en la supetficie celular (Das y col, 1998; Nies, 2003). Ademds estos
estudios complementaron los anilisis realizados recientemente en nuestro laboratorio, los
que describieron la expresién global del proteoma total de S. mefallicus expuesto a CuSO,.

Si bien el analisis permitié la identificacion de 7 proteinas que aumentaron sus
niveles en la presencia de cobre, sélo una de ellas correspondi6 a una proteina integral de
membrana, un transportador de tipo ABC. Ms aun, esta aproximacién experimental no
permitié la deteccién de las proteinas transportadoras CopAl y CopA2, las potenciales
bombas de eflujo de cobre de 5. metallicus, y que cuyos niveles de transcritos aumentaron
fuertemente en la presencia del metal. Esto pudo deberse a que los niveles de estas
proteinas transportadoras no fueron suficientes para su deteccion mediante esta
aproximacién. También podria considerarse que las condiciones experimentales utilizadas
en la preparacién de las muestras no fucron suficientes para permitir la solubilizacion de
esta proteinas integrales de membrana. En este contexto, se ha reportado extensamente la
dificultad de la resolucién de las proteinas de membrana mediante electroforesis
bidimensional. Esto se debe principalmente a la baja solubilidad de las proteinas de
membrana producto de su naturaleza hidrofébica (Santoni y col., 2000; Braun y col., 2007).
Por todo esto, para estudios futuros se sugiere aumentar la concentracion del detergente
utilizado o probar otros detergentes. A pesar de esto, los resultados obtenidos sugieren que
las proteinas identificadas que no formarian parte de la membrana podrian estar en
asociacién con la membrana o con otras proteinas de membrana, que producto de la

preparacién formaron parte de las muestras.
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Dentro de las proteinas identificadas pudimos relacionar claramente aquellas que
presentan una vinculacién con mecanismos de respuesta frente al estrés oxidativo y 2 la
degradacién de las proteinas en S. wetallicus, particularmente una ATPasa de la superfamilia
AAA y 2 deshidrogenasas alcohdlicas. Recientemente se ha demostrado el papel
antioxidante de las deshidrogenasas alcohdlicas en E. co/i. Asi, la eliminacion del gen AdbE
en E. /i, que codifica para una deshidrogenasa alcohdlica, produce un fenotipo
extrtemadamente sensible al estrés oxidativo producido por H,O,, lo que sugiere por lo
tanto de esta forma su papel en este tipo de estrés. Sin embargo, aun no se ha dilucidado el
mecanismo de accién de esta deshidrogenasa alcohdlica frente al estrés oxidativo (Echave y
col.,, 2003). Por su patte, las ATPasas de la superfamilia AAA, corresponden a un nuevo
tipo de chaperonas moleculares (Snider y col, 2008) involucradas en el desensamblaje o
ensamblaje de las proteinas, actuando concertadamente con el proteosoma (Reuter y col,
2004).

La degradacién de las proteinas por efecto del excesivo cobre intracelular se ha
documentado ampliamente (Gaetke y Chow, 2003). Recientemente, mediante analisis
proteémicos realizados en células de F. acdarmanus expuesto a arsénico o a cobre, se reportd
la expresion de protefnas asociadas con el plegamiento de proteinas, incluyendo 2 la
chaperonina de la familia HSPGO y la proteina de estrés térmico DnaK (HSP70) (Baker-
Austin y col., 2005; Baker-Austin y col,, 2007), sugiriendo fuertemente que la presencia de
cobre estatia generando estrés oxidativo y afectando consecuentemente Ja estructura de las
proteinas, Adicionalmente, en los estudios realizados previamente por nuestro grupo, donde
se analizd la expresion diferencial del proteoma total de S. metallicus expuesto a cobre,

también se identificaron proteinas involucradas en la respuesta al estrés, Entre ellas, se
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detecté al igual que en F. acidarmanus una subunidad de la chaperonina HSPG0 y una
subunidad del proteosoma (Remonsellez, 2007). Como se ha descrito, el proteosoma es un
complejo proteico presente en todos los organismos vivos y tiene Ia capacidad de degradar
proteinas hasta aminodcidos, los cuales pueden ser utilizados en la sintesis de nuevas
proteinas (Maupin-Furlow y col., 2006; Sun y col., 2007).

Asi, el aumento tanto de estas deshidrogenasas alcohdlicas como de la ATPasa AAA
en S. metallicns podria estar dando cuenta de una respuesta defensiva frente al estrés
oxidativo y a la degradacién de proteinas producto de la exposicién al cobre.
Adicionalmente, el inctemento de los niveles del factor de elongacién la podria reflejar un
aumento en la traduccién de proteinas, como una compensacién frente a la degradacion de
las proteinas causada por el cobre intracelular. En este contexto, se ha reportado el
incremento de factores que participan en la traduccién de las proteinas en otros sistemas
como es el caso de P. fluorecens, donde se observé la sobreepresion del factor de elongacién
EF-Tu en respuesta 2 la exposicién a cobalto y cobre (Sharma y col,, 2006).

Tomando en conjunto los andlisis proteémicos previos y los resultados obtenidos
en este trabajo, se puede concluit que la identificacién de proteinas relacionadas con
procesos antioxidantes y la degradacién de proteinas, sugiere fuertemente que el cobre
presenta un efecto oxidativo en S. metalficus. Asi, los mecanismos compensatorios frente a
estos fenémenos podrian ser muy relevantes frente a una eventual exposicién a

concentraciones excesivas de cobre.
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4.4. Los polifosfatos (poliP) y su papel en la resistencia al cobre en

especies del genero Sulfolobus

La presencia de copias adicionales de los genes ep, junto con un sistema
antioxidante puede datle a . metallicus capacidades adicionales para resistir mejor el cobre.
Sin embargo, es posible que puedan existir varios sistemas que funcionen simultineamente
para proporcionar resistencia al metal. Uno de los posibles mecanismos adicionales
propuestos para la resistencia al cobre son los poliP. El poliP es un polimero lineal de
cientos de residuos de ortofosfato unidos por enlaces fosfoanhidrido. Se le han atribuidos
variadas funciones fisiologicas a los poliP, entre ellas ser una reserva de fosfato, como
sustituto de ATP, fuente de ATP, y también en la resistencia a metales pesados (Kornberg y
col,, 1999).

Nuestro grupo determiné los niveles de poliP en 3 especies del género Sw/folobus: S.
acidocaldarins, S. solfataricus y S. metallicus. Si bien, los 3 microorganismos sintetizan polil
durante su crecimiento, se encontté que S. mefallicns acumula grandes cantidades de este
polimero en su citoplasma. Adicionalmente, se demostté6 que cuando S. metallicus es
expuesto a altas concentraciones de cobre, estos poliP comienzan 2 ser progresivamente
degradados, lo que es acompaiiado por el eflujo de iones fosfato, y supuestamente de
cationes de cobre (Remonsellez y col,, 2006). Se reportd, ademas, que S. soffataricas, que
acurnula 10 veces menos poliP que S. mefallicns, es tan sblo capaz de crecer en
concentraciones de cobre 40 veces inferiores a las reportadas para S. metallicus (Remonsellez
y col., 2006). Estas observaciones han resultado muy interesantes, por cuanto se determiné
que cuando E. w/ (una bacteria que acumula muy pocos PoliP en su citoplasma), se

modifica genéticamente para que metabolice una mayor cantidad de PoliP (que sintetice y
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degrade mayor cantidad de este polimero), es capaz de tolerar concentraciones mayores de
metales pesados, lo que era acompaiiado por el eflujo de iones fosfato desde la célula
(Keasling y Hupf, 1996). Estos resultados obtenidos en E. cwf indican que existe una
relacién entre el metabolismo de PoliP y la resistencia a metales pesados, lo que sugiere que
especies capaces de acumular grandes cantidades de este polimeto, como S. metallicus,
presentan una ventaja sobre las otras especies para enfrentar un estrés por cobre, debido a
su capacidad de acumular poliP.

Para evaluar esta hipdtesis, nos propusimos obtener células recombinantes de J.
+ soffatarisus incapaces de acumular poliP. Como se menciond, estos estudios no pudieton
realizarse en 5. metallicus ya que no se dispone de herramientas para la manipulacion genética
en este microorganismo. Asi, demostramos que la sobreexpresion de la PPX enddgena en S,
solfataricus es capaz de remover mis del 98 % de los poliP celulares. Este resultado estavo en
congruencia con lo obtenido por Chavez y col. (2009}, donde la sobreexpresion de una PPX
de levadura permitié reducir pricticamente todo el contenido celular de poliP en
Pseudomonas sp. B4.

Mediante la utilizacién de esta cepa recombinante de S, soffataricns pudimos
demostrar que la deficiencia de poliP genera una mayor sensibilidad al CuSO,, lo que se
manifesté por la disminucién de la CMI de 2 mM a 0,75 mM. A nuestro entender este
resultado demuestra directamente la participacién de los poliP en la resistencia 2l cobre en
S. solfataricns, lo que podria ser extendido a otras especies del género, entre ellas . metallicns.
La disminucién de la habilidad para resistir cobre podria estar en relacion con la capacidad
para acumular poliP. En este contexto, es preciso mencionar que los niveles normales de

poliP en S. soffataricus son de aproximadamente 30 nmoles/mg de proteinas, unas 6 veces
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menos de lo que es capaz de acumular 5. metallicus. Asi, la eliminacién del contenido poliP
en 5. solfataricas se tradujo en la disminucién de la CMI en aproximadamente 3 veces el valor
del control, lo que nos hace sugetit que una eventual eliminacién del contenido de poliP en
S. metallicus (180 nmoles/ mg de proteinas) podria ser mucho mis dramdtica que para el
caso de S. soffataricus. Consecuentemente, podria esperarse en §. mefallicns tanto una
disminucién en su capacidad para prosperar en la presencia de cobre como en otras
funciones celulares en las que podtia estar implicado este polimero.

Alternativamente, se intentd generar una cepa recombinante de S. soffataricns que
fuera capaz de sobre producir poliP. Para ello, utilizamos como estrategia la sobreexpresion
del gen de la polifosfato quinasa (pp&_T.#) (actividad sintetizadora de poliP en bacterias) de
1a bacteria termofila Thermeus thermophilus. Asi, se esperaba que esta recombinante acumulara
mayores niveles de poliP, para consecuentemente evaluar su capacidad de prosperar en
mayores concentraciones, Aunque fuimos capaces de generar el vector de expresion
recombinante, que contenia el gen pp&_T.th, no tuvimos éxito en la transformacion de las
células de S. soffataricus y finalmente no pudimos obtener células recombinantes para el gen
ppk_T.th.

Adicionalmente se estudid la respuesta global del proteoma de las células
recombinantes de S. soffataricus poliP—, comparada con Jas células control. El objetivo de
esta aproximacién fue indagar en los posibles cambios celulares que produciria la deficiencia
de poliP en 5. soffataricns, y que podrian explicar la disminucion de la capacidad de las células
de S. soffataricus poliP— para resistir cobre. Si bien el anilisis de las proteinas identificadas
puede revisarse con mas detalle en la seccidn 3 de tesultados, aqui se discutiran algunas

consideraciones interesantes.
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Nuestros datos proteémicos apoyan la hipétesis de que el poliP podria ser un
componente importante en la regulacién de la energfa, en particular en la regeneracién de
ATP y del poder reductor. Asi, observamos que la carencia de poliP aument6 la expresion
de algunas enzimas de la glicolisis, del ciclo de los acidos tricatboxilicos (TCA) y de vias
relacionadas (Fig. 29). En S. solfataricus la degradacién de la glucosa transcurre a través de
una version semi fosforilativa de la via de Entner-Doudoroff (ED) (Schafer, 1996).
Interesantemente, en los andlisis protedmicos encontramos aumentada la enzima
gliceraldehido-3-fosfato  deshidrogenasa (GAPN), que cataliza Ja conversibn del
gliceraldehido-3-fosfato (GAP) a 3-fosfoglicerato (3PG) con la consecuente produccion de
NADPH. En términos regulatorios el GAP es el intermediario clave entre la via ED y la
gluconeogénesis, por lo que se ha propuesto que un incremento de la GDPN interferia con
la gluconeogénesis y direccionatia el flujo hacia el TCA (Snijders y col., 2006) (Fig. 29). En
cuanto a la via del TCA, se identificé la subunidad o de la succinil-CoA sintasa y las
subunidades B y C de la enzima succinato deshidrogenasa. La primera cataliza directamente
la sintesis de una molécula de ATP, mientras que las segundas producen una molécula de
FADH,. Interesantemente, observaciones similares se han reportado en células de
Psendomonas B4 deficientes en poliP, donde también mediante una aproximacion proteémica
se encontraron aumentadas varias enzimas del TCA y de otras vias relacionadas con la
produccion de nucledtidos trifosfatos (Varela y col, 2010). Como se menciond, un
componernte central en los mecanismos de resistencia al cobre es el exporte activo del metal
a través de ATPasas especificas, lo que podria implicar la deplecién de los niveles de ATP
celulares producto de una eventual exposicion a cobre. Es asi como surge la interesante

posibilidad de que los poliP podrian constituir un reservorio de ATP. Contrariamente, la
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deficiencia de poliP en la cepa recombinante de S. soffataricus comprenderia una menor

reserva enetgética, por lo demds muy necesaria en los mecanismos de destoxificacion de

cobre, explicando en parte su menor resistencia al metal.
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Figura 29. Rutas metabolicas
centrales en S. solfataricus. El
esquema adaptado de Snijders
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metabolicas de la glicolisis, la
gluconeogénesis y el ciclo del TCA
en S. solfataricus. En rectangulos
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Por otra patte, mediante los anilisis protedmicos se observé el aumento de varias
chaperonas y enzimas relacionadas con la respuesta al estrés. Entre ellas, la subunidad y del
Termosoma, una ATPasa de la familia AAA, la superdxido dismutasa (SOD) y una
peroxiredoxina. Estos hallazgos sugieren que durante la deficiencia de poliP se produce una
situacién de estrés general, que implicatia la produccion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) y probablemente la degradacion de proteinas. Estos resultados se corresponden con
lo reportado en la literatura, donde se ha descrito que una mutante pp& de E. wk, que
presenta niveles deficientes de poliP, es incapaz de responder a varios estreses (Rao y
Kornberg, 1999). Mas atin, los resultados obtenidos en células de Psexdomonas B4 deficientes
en poliP, también mostraron mayores niveles de chaperonas y enzimas que participan en la
remocién de ROS (Varela y col, 2010). Adicionalmente, se ha reportado en Psexdomonas B4
que bajo ciertos estfmulos estresantes, como la exposicion a policlorobifenilos, se generan
ROS y consecuentemente se produce un aumento masivo de los niveles intracelulares de
poliP (Chavez y col., 2004), sugiriendo la importancia de este polimero frente a una
situacién de estrés. Por todo esto, nuestros andlisis proteémicos sugieren que las células
recombinantes de S. soffataricus poliP—, muestran un estado basal de mayor estrés y por lo
tanto aumentaria su susceptibilidad frente a una condicién nociva como la exposicidn al
cobre u 2 otros estimulos estresantes.

Dentro de las proteinas que disminuyeron sus niveles en la condicion de deficiencia
de poliP resulta interesante la identificacién de la enoil-CoA hidratasa y la 3-hidroxiacil-CoA
deshidrogenasa. Estas enzimas, involucradas en la biosintesis de 4cidos grasos, también
estan relacionadas con la biosintesis de los polihidroxialcanoatos (PHA). Se ha descrito en

bacteria que Jos PHA se acumulan bajo ciertas condiciones metabdlicas y actiian como una
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fuente de reserva enetgética. La disminucién de los niveles de estas enzimas en S. solfataricus
produciria la acumulacién del 3-hidroxiacil-CoA, que es sustrato y la unidad monomérica en
1a sintesis de los PHA (Aldor y Keasling, 2003).

Finalmente, nos permitimos presentar un modelo de trabajo que resume toda la
informacién de los posibles mecanismos de resistencia al cobre que actuarfan
concertadamente en S. metallicus (Fig. 30). Este modelo reiine tanto los resultados generados
durante este trabajo de Tesis como de otros autores. Asi, cuando aumenta la concentracion
externa de cobre, los policistrones cwpMAT y copMA2 aumentan sus niveles de expresion,
cuyos productos génicos (metalochapeonas de cobte y ATPasas de cobre) permitirian la
salida del metal desde el citoplasma. Esto requiere altos niveles de ATP para activar el flujo
de salida del cobre mediante las ATPasas especificas. La disminucién concomitante de poliP
en la presencia de Cu®" puede ser el resultado de su hidrolisis por la PPX para eliminar los
cationes asociados al ortofosfato o debido a su uso para regenerar el ATP. Como se ha
mencionado, el poliP es sintetizado por la PPK en bacterias y por una enzima equivalente
aun desconocida en arqueas. En este contexto, la reaccién reversa de la PPK puede generar
ATP a pattir del poliP en una situacién de exceso de ADP, constituyendo otra manera de
abastecer de energia a los sistemas de desintoxicacién. Cabe mencionar que el modelo debe

considerar la respuesta celular antioxidante, que también tiene asociado un gasto energético.
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Figura 30. Modelo cualitativo de los posibles mecanismos de resistencia al cobre en
S. metallicus. CopAl, CopA2, CopM1, CopM2, CopT1 y CopT2 son los determinantes de
resistencia al cobre descritos en S. metallicus. La enzima responsable de la biosintesis de los
poliP no se conoce y esta representado por un 6valo (7). La PPX es la exopolifosfatasa que
hidroliza el polimero. Pho84 es el transportador de fosfato que se ha sugerido en arqueas
Sulfolobales para el transporte del metal-fosfato. Los simbolos @ y @ representan un ion Cu’
o Cu®* y un residuo de ortofosfato (Pi) respectivamente. Este modelo de trabajo se basa en
parte en la labor de los siguientes autores: Van Veen y col., 1994; Keasling, 1997; Cardona y
col,, 2002; Remonsellez y col, 2006; Auernik y col, 2008; Ettema et al., 2006 y los
resultados obtenidos en esta Tesis.
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5. CONCLUSIONES

Se identificaron y aislaron 2 grupos de genes ¢p homdlogos, de resistencia a cobte
en ¢l genoma de Sulfolobus metallicns. Cada grupo codificaria para un regulador
transcripcional (copT), una metalochaperona (copM) y un transportador de tipo ATPasa
posiblemente involucrado en la expulsién de cobre (igpA4). La presencia de estos 2 loci agp
(cop? y eop2) en el genoma de S. metallicus, constituiria una caracteristica inédita para un
representante del dominio .Arhaes. Esta duplicacion génica podria explicar en parte la
elevada resistencia al cobre que muestra S, metallicus.

Mediante experimentos de RT-PCR se demostré que los pares génicos wpMAT y
cpMA2 se cotranscriben en respuesta a cobre y cadmio. Los genes que codifican para las
ATPasa (pAT y copAZ) se expresan concomitantemente con la concentracién de cobre.
copAT presentd mayores niveles de transcritos comparado con ¢pA42. La expresion de estas
2 ATPasas en la presencia de cobre sugiere que actuatian como exportadoras del metal.
copT1 mostrd un aumento en sus niveles de expresién respecto a concentraciones crecientes
de cobre, mientras que cpT2 mostrd una expresion de tipo constitutiva.

Sulfolobus metallicus mostréd un patrén de expresidén diferencial de las proteinas de

membzana cuando crecid en la presencia de distintas concentraciones de CuSO,. Se
i
!

identificaron 7 proteinas que aumentaron sus niveles en respuesta al cobre. La identificacion
de proteinas relacionadas con procesos antioxidantes y la degradacién de proteinas sugiere
fuertemente que el cobre tiene un efecto oxidativo en esta arquea.

Se generd una cepa recombinante de S. soffataricus capaz de sobreexpresar la enzima

exopolifosfatasa (PPX) endégena (5. soffataricus M16-PPX). Esta estrategia permitié
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disminuir més del 98% del contenido celular de poliP. Este es el primer reporte de la
modificacién dél metabolismo de los poliP en _Archaca.

S. solfatarions M16-PPX deficiente de poliP (poliP-) mostr$ una mayor sensibilidad al
cobre. ia condicién de deficiencia de polil ocasiona una disminucion en el CMI de CuSO,
de 2,0 mM 2 0,75 mM. Este resultado apoya fuertemente el papel de los poliP en la
resistencia al cobre en Suffolobus

La carencia de poliP produce la expresién diferencial de proteinas que indicarian un
déficit energético a nivel celular. Ante esta condicion, el microorganismo sobreexpresa
enzimas de la gliclisis y- el ciclo del TCA, posiblemente para mantener el suministro
energético, de forma altemnativa al que pudiera ser aportado por el poliP. Adicionalmente, la

sobreexpresion de proteinas involucradas en procesos de destoxificacidn celular y

plegamiento de proteinas, reflejan un estado de mayor estrés en 5. soffataricus poliP—.

e
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7. ANEXOS

Anexo 1

Tabla Al. Composicién mineralégica del concentrado de calcopitita utilizado en
este trabajo. El anilisis fue realizado por el Centro de Investigacién Minero Metalitrgico

(CIMM)

Ya

ESPECIES Peso %S 2 Cu %Fe %Zn %AS
Calcopirita 84,57 29,6 29,26 25,711

Covelina 0,3 0,1 0,2

Pirita 11,32 6,05 5,28

Esfalerita 0,05 0,02 0,04
Magnetita 0,2 0,15

Hematita 0,54 0,38

Rutilo 0,05

Ganga 2,96 (IND)

TOTAL 100 35,76 29 46 31,51 0,04
ANALISIS

QUIMICO 29,46 31,2 007 0,01
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Anexo 2
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Figura A2. Bloques conservados de secuencia de las proteinas Cop de las arqueas
Sulfolobales utilizados para el diseiio de los partidores CODEHOP y DOP. En las
secuencias el bloque A corresponde a la region amino terminal para el disenio del partidor 5’
y el bloque B indica la regién carboxilo terminal, para el disefio del partidor 3. El bloque C
muestra una regién donde se disefiaron partidores en ambos sentidos. Los colores de las
cajas representan las regiones de degenerancia (azul) y consenso (verde) y las flechas indican
el sentido del partidor. En A se muestran los bloques conservados para CopA (J.
acidocaldarius: Saci_0872, S. tokodai: ST1715, S. soffataricus: SSO2651). En B los bloques
conservados para CopM (S. tokodaii: STS190, S. acidocaldarius: Saci_0873, S. solfataricus:
$S010823). En C los bloques conservados para CopT (8. tokodaii: ST1716, S. acidocaldarius.
Saci_0874, S. solfataricus. SSO2652).

133




Anexos

Anexo 3

Tabla A3. Oligonucleotidos usados en este trabajo. Todos los oligonucledtidos se
sintetizaron en la empresa Invitrogen.

Nombre

Secuencia del oligonucledtido

Uso

copA_cdegF
copA_cdegR
copT._cdegh1
copT_cdegR1
copT_cdegR2
copT_degFl
copT_degR1
copM_degF
copM_degR
AdaptF2
SPlcopAl_%¥
SP2copAl ¥
SP1copAl S
SP2copAl Y
SPlcopAl_5_2
SP2copAl_5"_2
SPlcopA2 3
SP2¢copA2 Y
SPlcopAZ 5
SP2copAZ_%
SPicopT1_ 5
SPlcopT2_5'
SP2copT2_5'
copM2Z_RT_F

copAZ_Rv

copM1_RT_Fw
copAl_Rv
*SM165f

*SM16St
copAlSm_gqRT_Fl
copAlSm_gRT Rl
copA28m_gRT F
copA2Sm_qgRT_R
copT18m_gRT_F
copT1Sm_qRT_R
copl25m_qgRT_F
copT25m_qRT_R

5'- gatgtagtantagtaaaaaCtpgagaaataataccngengaypg
5'- tcatcagcaaaattagaagaatctcengingedat

5'. ctcaaatagaatataaagiatiacaaatgitaaaagargaywsnmeg
5'- ggattaccatttatttcatttccacartartcrea
5'- cttatcatattcataaatcticcatctattaattirtareaytc
5'- gartgytayaarctnat

5'- atnagyttrtarcayct

5'- gaycengintgyggnatgea

5’- cengpnttycentacgg

5’- cacgegtegactagtactagett

5’- aaggatgaggggoacctiatgg

5'- pgagataagaaatggpptazaagag

5'- tgataccatcatggaacctgicag

5'- tectccacaateecatecgetg

5'. gattgtagctaagttaacctcggecicg

5'- cticteacccteagtetggitgg

5'- ganagaggaatatatgcaagggtaaacgy
5'- gtgttaatgpgagagctggagep

5'- ctictetgtggeaacatcataaccagee
S-acgcatgtggegeaatgeattee

5'. cattcctegeaccageitgeacactcte

5'- cotatgaatactagatcttttcocigaac

5'- aacagcttataacactcgtcactitgge

5’- gatgaasaaagccaatataagac

5'- gaacactaactaacatcgec

5'- ctatcgttittgttcegaapettg
5. cagcageaagaacagagacgec
5’- acgctctaaaaaggegtggganta
5'- ttgagctcggggptctitaageagty
5’- gctaaggtaatagagagcgg

5'- tgaacaggaatggacagg

5’ tgtpcttgtctecttagegt

5. actcttecgtctticgpagt

- tgtaggagagtotgcaaget
5’-tcgcaagtgagggiratggt

5’- gtgttacggagettgea

5- acactcgtcactttgge

CODEHOP-PCR
CODEHOP-PCR

CODEHOP-PCR
CODEHOQOP-PCR
CODEHOP-PCR
DOP-PCR
DOP-PCR
DOP-PCR
DOP-PCR
Genome Walking
Genome Walking
Genome Walking
Genome Walking
Genome Walking
Genome Walking
Genome Walking
Genome Walking
Genome Walking
Genome Walking
Genome Walking
Genome Walking
Genome Walking
Genome Walking
RT-PCR

RT-PCR

RT-PCR

RT-PCR
PCR en tiempo real
PCR en tiempo real
PCR en tiempo real
PCR en tiempo real
PCR en tiempo real
PCR en tiempo real
PCR en tiempo real
PCR en dempo real
PCR en tiempo real
PCR en tiempo real
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Anexo 4

Cuantificacion de los niveles de transcritos relativos al gen RNAr 165 mediante PCR

en tiempo real.

Las curvas de calibracién para los genes estudiados se generaron a partir de
diluciones seriadas de DNA gendémico (5 x 10° copias — 5 x 10° copias) amplificado en las
mismas condiciones en que se hicieron los experimentos con cDNA.

En cada uno de los experimentos de PCR en tiempo real se incluyd el respectivo
control negativo (sin la transcriptasa reversa) y una dilucién de uno de los estindares
utilizados para la generacién de la curva de calibracién. Este correspondi6 al estandar 3 (1,2
x 10° copias). De esta manera los resultados se interpolan dircctamente en la curva de
calibracién, de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Quiagen).
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Figura A4, Cutvas de calibracién para los genes estudiados pot PCR en tiempo real.
Se muestra las curvas de calibracién obtenidas mediante las diluciones seriadas de DNA
gendmico. Se indica también la pendiente (M) para cada curva y la eficiencia de la reaccion
de PCR en Hempo real (Efficiency). Ademas se muestra la curva de fusién para cada caso.
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Ejemplo de los célculos realizados en la determinacion del nimero de copias para
los genes estudiados.

1 .Calentlo de los niveles de mRINA relatives al gen 165 rRNA.

Primero es necesario determinar el nimero de copias presentes en cada dilucién de
DNA gendémico. Teniendo en cuenta que para S. metallicus €l peso molecular del genoma es:

P.M = ~1,9 x10° g/mol (Baumann y col., 1998)

Usando el nimero de Avogadro, esto equivale a:

3,15 x10™ g/genoma

Esta equivalencia nos permite determinar el mimero de “genomas” presentes en una
masa determinada de moléculas de DNA.

Por ejemplo:

En 1 pl de una dilucién de DNA 16 ng/ul, hay 16 ng que corresponden a 5,07 x 10°
genomas.

Este ntmero de genomas cotresponde al mismo niimero de copias para un gen que
tenga solo una copia en el genoma. Esta aseveracién es vilida cuando se amplifica un
producto especifico de un gen presente en una dilucion del DNA.

Este procedimiento se utilizé para la determinacién del mimero de copias en 5
diluciones seriadas, desde 16 ng hasta 1,6 pg de DNA gendmico de §. metallicus a partir de
las cuales se realizaron las curvas de calibracion para cada gen analizado.

Sabiendo Ia masa de DNA utilizada en cada dilucién es posible, por lo tanto,
determinar el nimero de copias presentes en cada reaccién. Esta fue la l6gica utilizada para
la realizar las curvas de calibracién de este trabajo.
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En el caso del gen rRINAA 765:

cT

Pl T e R SEEC T I

T T R L LTI P P

2 7] - S P

P ORI v N SRR R SR

- 3 R Lt SC TP P frvermave--
H

..........................................

...........................................................................

Cycling A.Green (Pags 1)
R=.59881

R*2=0,59762

18=2.2,485

Ba15,854

Efficiency={,84
v

...................

obtenidos se tienen:

log(copias) = Ct-B
M

Ct (0 mM Cu) = 11,45
Ct (5 mM Cu) = 11,53
Ct (20 mM Cu) = 11,65
Ct (50 mM Cu) = 11,98
Ct (CuFeS,) = 11,42

Reemplazando en la ecuacién: log (copias) =

#~
1T
Lannentratian

1d

Donde, B= intercepto
M= pendiente

Ct—15954,
-3,485

log (copias) en 5 mM Cu = 8,44 = 2,77 x 10" copias
log (copias) en 20 mM Cu = 842 = 2,64 x 10° copias
log (copias) en 50 mM Cu = 8,14 = 1,38 x 10° copias
log (copias) en CuFeS, =847 =298 x 10" copias

se obtiene:

Usando la curva de calibracién para el gen rRINA 765 es posible determinar el
nimero de copias para cada una de las condiciones estudiadas:

Utilizando la ecuacién de la curva de calibracion para este gen y los valores de Ct
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Anexo n°5
Evaluacién de un posible co-cultive de Sulfolobus metallicus DSM6482

Debido 2 que la cepa de S. merallicus utilizada no tiene un origen clonal, fue preciso
evaluar que la duplicacién de los loci ep no proviniera de dos genomas distintos, producto
de un posible co-cultivo de dos o mis cepas de la misma especie. Para ello, utilizamos
RFLP para determinar la homogeneidad del gen del RNAx 765y PCR en tiempo real con el
fin de establecer la proporcién de los genes cgp en la muestra de DNA gendmico utilizada.

1. Andlisis de la homogeneidad del gen del RNAr 76s mediante RFLP

Para los anilisis de RFLP se amplificé el gen del RNAr 765 de S. metallicus utilizando los
partidores universales de Arhaea: 23FPL (5'gcggatccgeggecgetgeagayctggtygatyctgee) y
UA1204R (5'ttmggggcatrcikacct). El producto de PCR se purificé desde un gel de agatosa y
se clond en E. w/ utilizando el vector pCR2.1-TOPO. La seleccion de los clones positivos
se realizé mediante la amplificacion desde las colonias utilizando los mismos partidores
23FPL y UA1204R. Las reacciones de PCR cuyos productos rindieron el tamaiio esperado
(1179 bp) se digirieron con la enzima de restriccién azal siguiendo las indicaciones del
fabricante, y posteriormente se resolvieron en una electroforesis en geles de poliactilamida
al 6 % (Fig. A5.1).

La digestion Aval sobte el fragmento del gen RNAr 765 de S. metallions amplificado
genera 5 productos de digestion, cada uno de ellos con las siguientes longitudes en pares de
bases: 591, 252, 164, 151 y 11. De un total de 41 clones analizados, todos mostraron el
patrén de digestion espetado. En la figura A5.1 es posible observar todos los productos de
digestién con excepcidn del producto de 11 pb, que no se resolvié debido al porcentaje de
acrilamida utilizado. Adicionalmente, se secuenciaron 10 clones, todos ellos mostraron ser
100 % idénticos a nivel de secuancia nucleotidica (resultados no mostrados).

Finalmente, estos anilisis permiten concluir que la muestra de DNA gendémico de §.
metallicns es homogenia en su secuencia del gen RNAr 765. Sin embargo, esto no descatta la
posibilidad de un co-cultivo donde 2 o mis cepas presenten la misma secuencia del gen
RNAr 7635.
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Figura A5.1. Analisis de RFLP del gen RNAr 165 de S. metallicus. Los productos de
digestion Awzal de una secuencia parcial del gen RNAr 765 de S. metallicus se separaron
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida al 6 %. Se muestran 23 clones de un total
41, todos ellos mostraron el mismo patron de digestion. En la parte superior se indica el n®
del clon analizado. Adicionalmente, se analizé un clon de S. soffataricus (S.so clon 2), que
present6 el patron de digestion esperado.

2. PCR en tiempo Real para la determinaciéon del n® de copias del los genes copA1
y copA2de S. metallicus

Adicionalmente a los analisis de RFLP, utilizamos PCR en tiempo real para determinar
el n° de copias de los genes copA7 y copA2 en la muestra de DNA gendmico de S. metallicus.

Basandose en los fundamentos de la metodologia de PCR en tiempo real en que el valor
de Ct determina la cantidad de DNA templado inicial, se pueden plantear las siguientes

situaciones:
a) Cada uno de los genes (wpAT7 y cwpA2) esta codificado en un mismo genoma. Por lo

tanto, el Ct debe set el mismo para cada gen a partir de la misma cantidad de DNA
genomico utilizado como templado en la reaccién de PCR en tiempo real.

b) El gen cgp.A7 esta codificado en un genoma A y el gen wp.A2 esta codificado en otro

genoma B. Si los genomas A y B se encuentran en distintas proporciones en la
muestra de DNA genomico total, los Ct deben ser distintos para cada gen.
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c) Elgen copA7 esta codificado en un genoma A y el gen cgpA2 esti codificado en otro
genoma B, Silos genomas A y B se encuentran en una proporcion 1:1 en la muestra
de DNA genémico total, los Ct deben set iguales para cada gen.

Para evaluar estos supuestos se determinaron los Cts para cada gen (r0pA7 y wpA2)
utilizando distintas cantidades de DNA genémico. Los partidores utilizados se indican en el
anexo n°3 y las curvas de fusién que corroboran la especificidad de estos partidores se
muestran en el anexo n°4. Asi, determinamos que los Cts para cada gen presentaron valores
pricticamente iguales a juzgar por las desviaciones estandares para valor (Tabla A5). Estas
diferencias sutiles pueden estar dentro del error experimental de los ensayos.amplificaciones

Tabla A5. Determinacién de los Cts para los genes copAly copA2

Templado Ct Ct
DNA gendmico (ng/reaccién) copAl copA2
1,6 1308 10,33 14,02 0,2
0,16 1697 £0,62 17,48 +0,3
0,016 20,66 £0,11 20,58 £0,2
0,0016 24234013 24,66 +0,1

De acuerdo a estos resultados podemos concluir que cada gen estd presente en una
copia en dentro de un mismo genoma, lo que apoyaria nuestra proposicién de la
duplicacién de los loct egp en S. metallicus. Sin embargo, estos resultados no descartan la
presencia de 2 cromosomas distintos en la proporcién 1:1. Esto Gltimo implicaria que de
existir un co-cultivo, las poblaciones microbianas se enconttarian en igual proporcién,
situacién que creemos poco probable.




