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Resumen

Los metales son elementos esenciales para el desarrollo celular y el funcionamiento adecuado de
todos los organismos. El cobre, cobalto, hierro, entre otros, desempefian funciones cruciales en
procesos como la sintesis de ADN, el metabolismo energético y actuando como cofactores. Sin
embargo, a concentraciones elevadas, pueden volverse toxicos debido a su participacion en
reacciones de Fenton, causando estrés oxidativo y dafio celular.

Por lo tanto, los microorganismos han desarrollado una serie de mecanismos moleculares que les
permitan resistir la presencia de altas concentraciones de estos metales en su entorno, como es el
caso de aquellos que participan en procesos de biomineria. Se ha observado que estos
microrganismos acumulan grandes cantidades de polifosfato (PoliP) en su citoplasma. Estos
biopolimeros se han relacionado a una gran variedad de fenotipos en bacterias, destacando
especialmente la resistencia a metales pesados.

Recientemente se reportd que en la bacteria Ralstonia eutropha, una familia de proteinas
conocidas como proteinas CHAD (“Conserved Histidine Alpha-helical Domain”) se asocia in vivo
a los granulos de PoliP. Sin embargo, se desconoce la actividad de estas proteinas mas alla de su
interaccion con estos granulos. Se ha descrito que, frente a un shock de cobre, los niveles
intracelulares de PoliP disminuyen rapidamente en la bacteria modelo de biomineria,
Acidithiobacillus ferrooxidans. Sin embargo, esta degradacion se detiene posteriormente y sus
niveles comienzan a recuperarse con el tiempo, lo que se considera un mecanismo importante en
la respuesta inmediata al estrés por cobre. Ademas, existen antecedentes que sugieren que las
proteinas con dominio CHAD podrian desempefiar un papel importante en el metabolismo de

polifosfatos.
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En base a lo anterior, en este trabajo se estudio el posible rol de la proteina YgiF (una proteina con
dominio CHAD) en la resistencia a cobre de Escherichia coli. Para ello se gener6 una cepa de E.
coli mutante carente del gen que codifica la proteina YgiF, y mediante ensayos de resistencia a
cobre se evaluo su sensibilidad al metal. Los resultados mostraron que la cepa mutante ygiF es
maés sensible a cobre respecto a la cepa silvestre. Ademas, se analizé el posible sitio de union a
cobre de la proteina YgiF, y se observé gque cuando este sitio se muta, el fenotipo es similar a la
cepa mutante. Por ltimo, mediante microscopia de fluorescencia se pudo observar la dinamica de
la proteina YgiF en presencia de cobre. Se observo que YgiF se disocia del granulo de PoliP ante
la presencia de cobre, sin embargo, al paso de unas horas la proteina vuelve a unirse al granulo.
Los resultados de esta tesis podrian brindar la primera evidencia sobre la participacion de las

proteinas con dominio CHAD en la resistencia a cobre en E. coli.

Palabras claves: Escherichia coli, polifosfatos, YgiF, resistencia a cobre.
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Abstract

Metals are essential elements for cellular development and the proper functioning of all organisms.
Copper, cobalt, iron, among others, play crucial roles in processes such as DNA synthesis, energy
metabolism, and acting as cofactors. However, at elevated concentrations, they can become toxic

due to their involvement in Fenton reactions, causing oxidative stress and cellular damage.

Therefore, microorganisms have developed a series of molecular mechanisms that enable them to
resist the presence of high concentrations of these metals in their environment, as is the case with
those involved in biomineralization processes. It has been observed that these microorganisms
accumulate large amounts of polyphosphate (PolyP) in their cytoplasm. These biopolymers have
been associated with a wide variety of phenotypes in bacteria, particularly highlighting resistance

to heavy metals.

It was recently reported that in the bacterium Ralstonia eutropha, a family of proteins known as
CHAD proteins (Conserved Histidine Alpha-helical Domain) are attached in vivo to
polyphosphate granules. However, the activity of these proteins beyond their interaction with these
granules is unknown. It has been described that, in response to a copper shock, intracellular levels
of PolyP rapidly decrease in the model biomining bacteria, Acidithiobacillus ferrooxidans.
However, this degradation subsequently stops, and PolyP levels begin to recover over time. This
is considered an important mechanism in the immediate response to copper stress. Additionally,
there is evidence suggesting CHAD domain proteins could play an important role in

polyphosphate metabolism.

Based on the above, in this work the possible role of YgiF protein (CHAD domain protein) in

copper resistance in Escherichia coli was analyzed. To do this, a mutant strain of E. coli lacking

Xiv



the gene encoding for the YgiF protein was generated, and copper resistance assays were
conducted to evaluate its metal sensitivity. The results showed that ygiF mutant strain was more
sensitive to copper compared to the wild-type strain. Furthermore, the possible copper binding site
of YgiF protein was also analyzed. When this site was mutated, the phenotype was similar to that
of the YgiF mutant strain. Finally, fluorescence microscopy was used to analyze the dynamics of
the YgiF protein in presence of copper. It was observed that YgiF protein dissociates from the
PolyP granule in presence of copper, but after a few hours, the protein reattached to the granule.
The results of this thesis could provide the first evidence for the involvement of CHAD domain

proteins in copper resistance in E. coli.

Keywords: Escherichia coli, polyphosphates, YgiF, copper resistence.

XV



INTRODUCCION

INTRODUCCION

El cobre es un elemento esencial para todos los organismos debido a su rol como cofactor de
algunas enzimas redox y proteinas de la cadena transportadora de electrones (Linder., 1991). El
cobre posee dos estados de oxidacién, Cu* (ion cuproso) y Cu*? (ion clprico). En ambientes
aerébicos, como el espacio extracelular el ion clprico Cu*? es mas abundante, mientras que, en el
ambiente intracelular, altamente reductor, el estado Cu** es mas comun. La capacidad del cobre
para alternar entre ambos estados de oxidacion lo convierte en un cofactor biol6gico ideal. Sin
embargo, cuando se encuentra libre en la célula, su ciclo redox lo hace extremadamente toxico
debido a que participa en la reaccién de Fenton, causando la produccion de especies reactivas de

oxigeno (ROS) (Fig. 1) (Krumschnabel y cols., 2005).

Transporte de

electrones

cu® Cu?
Reaccion
de Fenton
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0, O;—> H,0,+Cu* EEEEp OH-+ OH"+ Cu?*
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A A CAT
MNADPH
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Figura 1. Vias de generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en presencia de cobre. SOD:
superdxido dismutasa, CAT: catalasa. Modificada de Morales y Jiménez (2012).

La generacién del radical hidroxilo, un tipo de ROS que oxida biomoléculas como el ADN,
proteinas y lipidos, puede alterar funciones celulares basicas, como integridad de la membrana,
sintesis de proteinas y catélisis enzimatica (Bruins y cols., 2000, Banu y cols., 2004). Debido a

esto, los microorganismos han evolucionado y desarrollado mecanismos moleculares que les
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permiten adquirir, transportar, capturar y exportar el cobre, asegurando niveles adecuados y
evitando la acumulacion de cantidades toxicas (Rubino y Franz., 2002). De esta manera, pueden

enfrentar los altos niveles de este metal en su entorno.

Ademas, los microorganismos han desarrollado una variedad de mecanismos para regular los
niveles de cobre libre en la célula, e incluso han generado estrategias para mantener la homeostasis
cuando la concentracién de este metal aumenta (Magnani y Solioz, 2007; Rensing y Grass., 2002;

Silver y Phung., 1996; Teitzel y cols., 2006).

En la bacteria Escherichia coli, los mecanismos utilizados para resistir al cobre consisten en el
eflujo activo del metal desde el citoplasma hacia el espacio periplasmatico mediante la ATPasas
CopA, presente en la membrana celular interna (Rensing y cols., 2000) (Fig. 2). Por otro lado, el
cobre se expulsa desde el citoplasma hacia el exterior de la célula mediante el sistema Cus, una
familia de sistemas transportadores denominados RND (del inglés, resistance nodulation cell
division) (Franke y cols., 2003, Outten y cols., 2000). Otro determinante de resistencia reportado
en E. coli, que requiere la participacion conjunta de CopA, es la multioxidasa CueO, que se
encarga de oxidar el ion cuproso a la forma menos toxica del metal, el ion clprico, en el espacio

periplasmatico (Fig. 2) (Singh y cols., 2004).
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Por altimo, se ha descrito un sistema de resistencia basado en polifosfato inorganico (PoliP). Este
sistema consiste en la degradacion de PoliP por parte de la enzima Exopolifosfatasa (PPX) en
presencia de cobre. Los mondémeros de fosfato inorganico formados podrian, posiblemente, unir
cobre citoplasmatico y ser exportados como complejos cobre-fosfato hacia el periplasma a través

del transportador PitA (Grillo-puertas y cols., 2014).

extracellular
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Figura 2. Resumen del modelo de trabajo de los determinantes de la resistencia al cobre en E. coli
en presencia del metal.

Los sistemas de detoxificacion de cobre descritos anteriormente para E. coli, una bacteria Gram-
negativa neutrdéfila, le permiten resistir concentraciones del metal mucho mas bajas que las que
resisten los microorganismos biolixiviantes (Franke y cols., 2003; Dopson y cols, 2003). La
mayoria de estos microorganismos que participan en procesos de biomineria, acumulan grandes
cantidades de PoliP en su citoplasma (a diferencia de E. coli), el cual desempefia un papel
importante en la adaptacion a su ambiente, participando en la formacidon de biopeliculas sobre los

minerales, resistencia a altas concentraciones de metales pesados, entre otras (Orell y cols., 2010,
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Rashid y cols., 2000). El PoliP es una fuente clave de P; para la detoxificacion de metales,
formando complejos metal-fosfato y su posterior eliminacion (Alvarez y Jerez, 2004; Navarro y
cols 2013; Ulloa y cols., 2018).

Los PoliP corresponden a biopolimeros lineales formados por cientos de residuos de ortofosfato
unidos mediante enlaces fosfoanhidrido (Kornberg., 1999). Este biopolimero se encuentra en los
tres dominios de la vida: Bacteria, Eukarya y Archaea. En Bacteria y Euryarchaeotas su sintesis
es catalizada por la enzima Polifosfato quinasa (PPK) a partir de ATP (Fig.3) (Kornberg., 1957;

Ahny Kornberg., 1990).

% PPK

N
(PoliP)y * ~ ar ~ «— 5 (PoliP)yy +

Figura 3. Esquema de la reaccion enzimatica catalizada por la enzima Polifosfato quinasa (PPK).

-

Esta es una reaccion reversible, es decir, los PoliP en determinadas condiciones celulares se
utilizan como fuente de energia (Akiyama y cols., 1992; Kato y cols., 1993). Sin embargo, la
reaccion mas favorecida es la de formacidn de PoliP, ya que sélo cuando la relacion ADP/ATP es
igual o mayor a 10, se desplaza el equilibrio de la reaccion hacia la formacion de ATP a partir de
PoliP, es decir, cuando la célula ha utilizado la mayor parte de su reserva de ATP (Kornberg.,

1999).

En Bacteria y Crenarchaea la degradacion de los PoliP es catalizada por la enzima Exopolifostasa
(PPX), la cual hidroliza los PoliP liberando fosfato inorganico (Pi) en una reaccion irreversible

(Fig. 4) (Akiyamay cols., 1993; Rangarajan y cols., 2006).
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PPX

(PoliP)ss —  , (PoliP),+

Figura 4. Esquema de la reaccién enzimatica catalizada por la enzima Exopolifosfatasa (PPX).

Los PoliP forman un importante dep6sito de fosfato y energia en células procariotas y eucariotas
(Brown y Kornberg., 2004; Rao y cols., 2009). Algunas células procariontes tienen la capacidad
de almacenar PoliP en forma de granulos insolubles densos al paso de electrones visibles por
microscopia electronica o en forma soluble (Kulaev y Kulakovskaya., 2000). Sin embargo, no
todos los tipos celulares presentan los mismos patrones de acumulacion de PoliP. Algunas especies
presentan granulos densos al paso de electrones, que son claramente visibles bajo microscopia,

mientras que en otros casos estos granulos pueden resultar imperceptibles.

En la mayoria de los organismos, incluidos bacterias, arqueas y eucariotas, la tolerancia a metales
fue relacionada con los niveles de PoliP (Kornberg y cols., 1999). El mecanismo de tolerancia a
metales propuesto en E. coli se explica mediante un modelo que plantea que: 1) la concentracion
intracelular de cationes estimula la hidrolisis de PoliP mediante la actividad de la Exopolifosfatasa,
I el fosfato liberado desde los PoliP es transportado al exterior de la célula y I11) el transporte de
los fosfatos al exterior celular es acompafiado por los cationes, los cuales en muchos casos son
metales toxicos para las células de E. coli (Keasling., 1997, Grillo-Puertas y cols., 2014). En los
microorganismos extremafilos esta hipétesis se sustenta principalmente en evidencia experimental
que muestra un aumento en la actividad de la enzima PPX junto con una disminucion en los niveles
intracelulares de PoliP cuando se expone Acidithiobacillus ferrooxidans (Alvarez y cols., 2004) o

Sulfolobus metallicus (Remonsellez y cols., 2006) a la presencia de cobre (Orell y cols., 2012)



INTRODUCCION

(Fig. 5). No obstante, dicha degradacién posteriormente se detiene y sus niveles comienzan a
recuperarse con el paso de las horas, lo que se considera es un importante mecanismo de respuesta

rapida frente a la presencia de metales toxicos.
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Figura 5. Disminucion del contenido de polifosfato durante la exposicién a cobre. Las células de
A. ferrooxidans se crecieron en medio de azufre en ausencia de cobre hasta la fase estacionaria
temprana y se dividieron en dos porciones. A una se le afiadié 20 mM CuSQj (o), y se afiadié un
volumen igual de medio fresco a la muestra control (). A continuacion, ambos cultivos se
incubaron a 30°C. Se tomaron alicuotas en los tiempos indicados y se cuantificd el polifosfato.
Modificado de (Alvarez y cols., 2004).

Recientemente se reportd que una familia de proteinas se encuentra asociada a los granulos de
PoliP (Tumlirsch y Jendrossek., 2017). Estos autores identificaron dos proteinas en Ralstonia
eutropha que poseen dominios CHAD (“Conserved Histidine Alpha-helical Domain”), y
mediante su fusion a proteinas fluorescentes, observaron que estas proteinas co-localizan con los
granulos de PoliP. Este mismo fendmeno fue reportado en las bacterias Magnetospirillum

gryphiswaldense y Pseudomonas putida, en base a lo cual Tumlirsch y Jendrossek proponen que
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los polipéptidos de esta familia, denominadas en adelante proteinas CHAD, se encuentran

asociadas in vivo a los granulos de PoliP.

Por otro lado, mediante analisis bioinformaticos, el grupo de Lorenzo-Orts (Lorenzo-Orts y cols.,
2019) reportaron la presencia de proteinas CHAD en los diferentes reinos de la vida. Segun la base
de datos Interpro cerca del 99% de las proteinas CHAD corresponden a bacterias, mientras que
s6lo 1% y 0,1% pertenecen a arqueas y eucariontes, respectivamente. Posteriormente, los autores
caracterizaron la estructura y funcionalidad de las proteinas CHAD. Determinaron que por lo
general estas proteinas comprenden dos dominios, correspondiente a CYTH (“CyaB and
ThTPase”), ubicado en la region amino terminal, y un dominio CHAD, ubicado en la region
carboxilo terminal. Se especula que estos dominios participan en el metabolismo de fosfatos y
nucledétidos (lyer-Aravind y cols., 2002). Mediante la fusién de los polipéptidos completos o los
dominios individuales a proteinas fluorescentes, se evidencié que s6lo el dominio CHAD es
responsable de la unién a los PoliP, y que residuos basicos ubicados en dicho dominio son
esenciales para esta asociacion (Lorenzo-Orts y cols., 2019). A pesar que se han caracterizado
bioquimicamente los dominios CHAD como proteinas de union a PoliP, se desconoce la actividad

bioldgica de estas proteinas.

No obstante, el grupo de Hinrichs (Werten y cols., 2019) sugiere que una proteina con dominio
CHAD de Steptomyces chartreusis (denominada PptA), tiene un rol en el metabolismo, la
movilizacion o la deteccion de polifosfatos. Esto se basa en la identificacion de dos sitios distintos
de unién a metales, en los que el ion metalico predominante era el ion clprico. Estas observaciones
sugieren que es posible que PptA actle como un sensor o modificador de la concentracion
intracelular de Cu*?, mientras que simultaneamente mide o afecta la disponibilidad de polifosfato

(Werten y cols., 2019). Teniendo en cuenta que las proteinas CHAD presentan la capacidad de
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unirse a los PoliP y a cobre (al menos el polipéptido de S. chartreusis), resulta interesante analizar

la posibilidad de que estas proteinas tengan un rol en la homeostasis a cobre.

Considerando que la mayoria de los microorganismos que participan en biolixiviacion contienen
granulos de PoliP en su citoplasma que los hacen altamente resistente a metales toxicos presentes
en su entorno (Orell y cols., 2010; Martinez y cols., 2017), es de especial interés identificar la
presencia y la dindmica celular de las interacciones de esta familia de proteinas CHAD. Esto
permitird avanzar en el conocimiento del papel de estas proteinas en las adaptaciones microbianas

a su entorno.

En base a lo anterior y continuando con el analisis de las proteinas con dominio CHAD, este
trabajo se centro en el estudio de la participacion de la proteina con dominio CHAD de Escherichia

coli, correspondiente a la trifosfatasa inorganica YgiF, en su resistencia a cobre.

E. coli es una bacteria Gramnegativa de la familia Enterobacteriaceae, utilizada ampliamente
como microorganismo modelo dentro del dominio Bacteria. Esto se debe a su facilidad de cultivo,
rapida reproduccidn y disponibilidad de herramientas moleculares para su modificacion genética,
altamente estandarizadas. Si bien E. coli no es una bacteria que forma parte del consorcio utilizado
en biomineria, se espera que los resultados obtenidos en esta tesis puedan ser extrapolados a
microorganismos biolixiviantes, los que poseen menos herramientas moleculares para su

modificacion.
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HIPOTESIS

“Las proteinas con dominio CHAD participan en la resistencia a cobre en la bacteria modelo

Escherichia coli”.

OBJETIVOS

Obijetivo general:

Estudiar el efecto de la carencia de las proteinas CHAD en la resistencia a cobre de E.
coli, y analizar la dindmica celular de las interacciones de estas proteinas con los granulos

de PoliP ante la presencia y ausencia de Cu*’.

Objetivos especificos:

1. Generar de una mutante carente del gen que codifica la proteina YgiF de E. coli, y
determinacion de su resistencia a cobre.

2. Disefiar e implementar mutaciones sobre los sitios de unién a cobre de la proteina
YgiF mediante cambios de aminoacidos utilizando mutagénesis sitio-dirigida por
PCR.

3. Visualizar de la dindmica celular de la proteina YgiF mediante microscopia

fluorescente en E. coli.
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1. Cepas bacterianas y medios de cultivo
Las cepas de E. coli se crecieron a 37°C y con una agitacion orbital de 150 rpm, en medio Luria
Bertani (LB) con el antibi6tico adecuado cuando corresponda. El medio LB consistio en Triptona
10 g/L, extracto de levadura 5 g/L y NaCl 5 g/L. Para la seleccion de clones, las células se crecieron
en placas sélidas de LB-agar al 1,5% p/V, con el antibidtico adecuado. En el caso de carbenicilina
se ocup6 en una concentracion de 100 pg/mL y 35 pg/mL para el cloranfenicol. Las inducciones se
realizaron adicionando L-arabinosa 2 mM concentracién final en el caso del vector pKD46 e IPTG

(Isopropil-p-D-1-tiogalactopiranésido) 1-2 mM concentracion final para el vector pTrc-His2A.
2. Técnicas de biologia molecular

2.1 Extraccién de ADN gendmico

Para la extraccion de ADN gendmico se procedié segun indicacion del fabricante utilizando el kit
“Genomic Wizard” ® (Promega). Se empled un cultivo de noche y las células se recolectaron
mediante centrifugacion por 10 min a 4.000 x g. Se resuspendieron suavemente en 600 pL de la
solucioén de lisis “Nuclei Lysis Solution” y se incubaron durante 5 min a 80°C para lisar las células.
Tras enfriar a temperatura ambiente, se agregaron 3 pL de solucion de ARNasa y se agitd
suavemente invirtiendo el tubo varias veces. Se incub6 el lisado a 37°C durante 30 min, se enfrio
a temperatura ambiente antes de agregar 200 pL de la solucion precipitante de proteinas y se
mezclo por vortex durante 20 s. La mezcla se incub6 en hielo por 5 min y luego se centrifugé a
13.000 x g durante 3 min. El sobrenadante se transfiri6 a un tubo eppendorf de 1,5 mL limpio que
contiene 600 pL de isopropanol a temperatura ambiente y se mezcld por inversion hasta que las
hebras de ADN formen una masa visible. Se centrifugd a 13.000 x g durante 2 min y se elimin6
el sobrenadante. El sedimento se lavo con 600 pL de etanol 70% una vez y se dejé evaporar los

restos del alcohol durante 10 a 15 min. Finalmente, el ADN gendmico obtenido se rehidrato
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durante toda la noche a 4°C en 100 L de la solucién de rehidratacion contenida en el kit. EI ADN
se cuantificd por espectrofotometria y su integridad se observéd por electroforesis en un gel de

agarosa al 0,7%. El ADN se almacend a -20°C.

2.2 Cuantificacion de ADN

La cuantificacion se llevd a cabo en un espectrofotometro multi volumen Epoch (Biotek, USA).

Para la pureza se acepta una razén Abszeo/ Abszgo > 1,8.

2.3 Extraccién vy purificacion de ADN plasmidico

La extraccion de ADN plasmidico se realizé mediante el método de la lisis alcalina, utilizando el
kit “E.Z.N.A.® Plasmid DNA Mini” (Omega), siguiendo el protocolo especificado por el
fabricante. Primeramente, se crecieron las células que contienen el plasmido de interés en las
condiciones adecuadas. Las células se centrifugaron 1 min a 10.000 x g, se descartd el
sobrenadante y se resuspendio el sedimento en 250 pL de solucion I (50 mM glucosa, 20 mM 20
Tris-HCI pH 8,0, 10 mM EDTA (pH 8,0)), se agitd mediante un vortex para mezclar
completamente. Posteriormente se agregaron 250 pL de solucion II (20 mM NaOH, 1% SDS) e
inmediatamente se invirtio el tubo suavemente varias veces hasta obtener un lisado claro. La
muestra se incubd 2-3 min a temperatura ambiente, para luego agregar 250 uL de solucion IIT (5
M acetato de potasio, acido acético glacial) y se centrifugé durante 10 min a 13.000 x g. El
sobrenadante se transfirié a un nuevo tubo colector que contiene una mini columna de ADN dentro
de éste, y se centrifugo durante 1 min a maxima velocidad. Se descart6 el sobrenadante y se afiadio
500 pL de buffer HBC para luego volver a centrifugar durante 1 min a maxima velocidad. Luego
se descartd el sobrenadante y se agregaron 700 uL de buffer de lavado de ADN y se centrifugd
por 30 s a méxima velocidad. Se descarto el sobrenadante y se centrifugé el tubo colector con la

columna vacia por 2 min a maxima velocidad para eliminar las trazas de etanol. Finalmente se
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descartd el sobrenadante, se secé el sedimento, y el ADN se resuspendié en 50 yL de agua de

grado molecular.

2.4 Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Para realizar las reacciones de PCR, se utilizé la enzima One-Taq o Pfu Ultra 11, por lo que las
reacciones se llevaron a cabo de acuerdo con las indicaciones del fabricante. Para el caso de la
enzima One-Tagq, en cada reaccion se us6 10 pLL de amortiguador 5X “One Taq Standard Buffer”,
10 UM de partidores, 10 mM de dNTPs, 0,25 pL. de enzima One-Tag, 1 uL de muestra y agua de

grado molecular hasta un volumen final de 50 pL.

En el caso de la enzima Pfu ultra Il, en cada reaccion se usé 5 uL de amortiguador “10X Pfu Ultra
II reaction buffer”, 10 uM de partidores, 25 mM de dNTPs, 1 pL. de enzima Pfu Ultra II, 1 pL. de
muestra y agua de grado molecular hasta un volumen final de 50 pL. Para la amplificacion se
utilizé un programa de 30 ciclos con temperatura de “annealing” variables, dependiendo de los

partidores utilizados (al menos 5°C menos que la Tm menor de la pareja de partidores).

2.5 Electroforesis de acidos nucleicos

Para visualizar el resultado de los diferentes PCR realizados, el producto obtenido se sometié a
electroforesis en gel de agarosa 1% (p/v) en tampon TAE 1X (20 mM Tris-acetato pH 8,0; 1 mM
EDTA). Todas las muestras se mezclaron con amortiguador de carga 6X (0,25 % de bromofenaol,
40 % sacarosa) utilizando “Gel Green Nucleic Acid Gel Stain” (1000X) como tincién del gel. Se
utilizé el marcador de peso molecular 1 kb plus “DNA Ladder” (NEB). Las electroforesis se
realizaron a 90 V durante 45 min. Las muestras se visualizaron mediante un transiluminador de

luz azul.

12



MATERIALES Y METODOS

2.6 Purificacion de ADN desde geles de agarosa

La extraccion de ADN desde geles de agarosa se realizd utilizando el kit “E.Z.N.A. Gel
Extraction”, siguiendo las instrucciones del fabricante. Tras realizar la electroforesis en gel de
agarosa, se corto el fragmento de interés desde el gel y se insert6 en un tubo eppendorf limpio de
1,5 mL al cual se le agreg6 600 pL de XP2 “binding buffer”, y se incubé a 60°C durante 7 min o
hasta que el gel se derritiera completamente. Se mezcld el contenido mediante el vortex cada 2
min. Luego, se transfirieron no mas de 700 pL de la solucion ADN/agarosa a una mini columna
de ADN contenida en un tubo colector de 2 mL, para luego centrifugar la columna a 10.000 x g
por 1 min y se descartd el sobrenadante. Este paso se repitié hasta transferir toda la muestra a la
columna. Luego, se agreg6 300 uL de XP2 “binding buffer”. Se centrifugé a maxima velocidad
por un minuto y se descarto6 el sobrenadante. Se agregaron 700 uL de “SPW buffer” previamente
diluido con etanol 100%, se centrifugd a maxima velocidad por 1 min y se descartd el
sobrenadante. Finalmente, la columna se centrifug6é a maxima velocidad por 2 min para eliminar
trazas de etanol, y posteriormente se transfirié a un nuevo tubo eppendorf de 1,5 mL, se afladieron
50 pL de agua de grado molecular, dejandola reposar en la columna de ADN 2 min, para luego
ser centrifugada a maxima velocidad por 1 min. EI ADN extraido esta contenido en el

sobrenadante, el cual se guarda a -20°C.

2.7 Digestion vy ligacién de ADN

En este trabajo se emplearon las enzimas de restriccion BamHlI, Sall, Hindlll y Ncol. Para las
primeras dos se utiliz6 el buffer NEBuffer™ r3.1, y para la siguiente pareja NEBuffer™ r2.1,

respectivamente.

Las reacciones de digestion se realizaron en un volumen final de 50 uL, que contenian, en el caso
de las enzimas de restriccién BamHI y Sall: 5 pL de 10X NEBuffer™ r3.1, 1 uL (10 U) de la

enzima BamHI y 1 pL (10U) de la enzima Sall, 1 pg de ADN y agua de grado molecular hasta
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llegar al volumen final. Las reacciones se llevaron a cabo durante 1 hora en un bafio
termorregulado a 37°C. Posteriormente se inactivd la enzima durante 20 min a 65°C en un
“termoblock”. Los fragmentos de ADN obtenidos se separaron por electroforesis en geles de

agarosa al 1%.

Para las enzimas de restriccién Hindlll y Ncol, las reacciones de 50 uL contenian: 5 pL de 10X
NEBuffer™ r2.1, 1 uL (10 U) de la enzima Hindlll y 1 pL (20 U) de la enzima Ncol, 1 ug de
ADN y agua de grado molecular hasta Ilegar al volumen final. Las reacciones se llevaron a cabo
durante 1 hora en un bafio termorregulado a 37°C. Posteriormente se inactivo la enzima durante
20 min a 80°C en un “termoblock”. Los fragmentos de ADN obtenidos se separaron por

electroforesis en geles de agarosa al 1%.

Finalmente, para ligar fragmentos a vectores se ocupé una relacion 1:2 o 1:3 de vector-inserto,
dependiendo de la diferencia de tamarfio de estos, y de la concentracion en que se encuentren. Esta
relacion se utiliza para que haya un exceso del inserto al momento de ligar. Esto evita que el vector
se ligue consigo. La reaccién contiene: 2 pL de “T4 DNA Ligase Reaction Buffer”, 1 volumen
de vector y 2-3 volimenes de inserto purificado, 1 pL de ligasa T4 y agua de grado molecular
hasta llegar al volumen final. Se dejan ligando toda la noche a 4°C para posteriormente ser

transformados en la bacteria receptora previamente preparada.

2.8 Generacién de células competentes de E. coli Bw25113

Para generar células competentes se empled la cepa Bw25113 a partir de una solucién stock
almacenada en glicerol a -80°C. Se creci6 durante toda noche en medio LB a 37°C y con agitacion

orbital constante de 150 rpm.

De este cultivo se tomé una alicuota para inocular en medio LB fresco, el cual se incub6 a 37°C

con agitacion constante hasta alcanzar la fase exponencial, es decir, una D.O.e00 de 0,5 - 0,7. Una
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vez alcanzada la D.O. deseada, el cultivo se centrifug6 a 4.000 x g durante 15 min a 4°C. Las
células se lavaron 3 veces con glicerol al 10% frio. Luego, el sedimento se resuspendié en 1 mL

de glicerol al 10%, y se almaceno en alicuotas de 50 pL a -80°C hasta ser utilizadas.

2.9 Transformacién de E. coli Bw25113

Para transformar E. coli Bw25113, se descongelan las células competentes en hielo. Se
transfirieron 60 pL de las células y 10-5 pL del producto PCR-plasmido, respectivamente, a
cubetas de electroporacion de 2 mm previamente enfriadas y se aplico un pulso de 1800 V, 600
Ohm y 25 uF. Réapidamente las células se recuperaron en medio LB por 1-2 horas. Luego las
células se sembraron en placas de primera seleccién compuestas por medio LB sélido (1,5%) y el
antibidtico correspondiente, y se crecieron a 37°C durante 2 dias. Se seleccionaron colonias a
partir de las placas y se realizé un PCR para chequear la correcta insercion del plasmido o producto
PCR. Las colonias positivas se crecen en medio liquido LB-antibiético a 37°C durante toda la

noche, para luego guardadas en el cepario a -80°C.

2.10 Construccién del mutante yqiF

Para el desarrollo de la cepa mutante nula ygiF (ygiF::cm) se emple6 la técnica desarrollada por
Datsenko y Wanner (Datsenko y Wanner., 2000). Esta técnica, utiliza la recombinasa Lambda-
Red para modificar genes cromosémicos mediante la eliminacion de un gen enddgeno de interés
y la insercién de un fragmento exdgeno en su lugar. El fragmento es generado mediante PCR,
utilizando partidores que contienen en los extremos de sus secuencias al menos 40 pb de
homologia con el gen de interés. Estos partidores permiten amplificar el fragmento deseado,
generalmente un casete de resistencia a antibidticos, para su posterior insercion mediante

electroporacion en la cepa objetivo.
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Primeramente, se realiz6 una reaccién de PCR utilizando el vector pKD3 como molde. Este vector
comprende un casete de resistencia a cloranfenicol (Fig. S1). Para la amplificacion se emplearon
partidores “hibridos” (ygiF H1P1 e ygiF H2P2, ver tabla S1), que comprenden al menos 40 pb de
identidad con el gen ygiF en la region 5' del partidor (regién H, o de homologia), y 20 pb de
identidad con el vector pkD3 en laregion 3’ (region P1 y P2) que flanquean un casete de resistencia

a cloranfenicol.

La reaccion de PCR se llevo a cabo mediante 30 ciclos, con una temperatura de “annealing” de
50°C (para més detalles del programa de PCR, ver tabla S2). Como resultado se obtuvo un
producto de PCR con al menos 40 pb de identidad respecto al gen ygiF que flanquean al casete de
resistencia a cloranfenicol. El producto de PCR del tamafio esperado (1 Kb), se purific6 a partir
del gel de agarosa utilizando el kit “EZNA Gel extraction”, siguiendo las instrucciones del

fabricante.

Simultaneamente, la cepa E. coli receptora (Bw25113) se transformé con el vector pKD46, que
contiene un inhibidor de la exonucleasa V que permite transformar con productos de PCR lineales,
y la recombinasa Lambda-Red (Fig. S2). Este vector posee un origen de replicacion termosensible,
por lo que cuando la bacteria receptora se transformay selecciona con 100 pg/mL de carbenicilina,

el crecimiento debe realizarse a 30°C.

A continuacidn, el producto PCR purificado obtenido en el paso anterior se transformé en células
electrocompetentes de E. coli Bw25113 que portaban el pldsmido pKD46. Luego de un periodo
de 2 horas de recuperacion en medio LB sin antibiético a 37°C, las células mutantes se
seleccionaron en medio solido con cloranfenicol a 37 °C. A esta temperatura, el vector pKD46 no
se replica y se pierde. Las placas se incubaron durante la noche y las colonias se replicaron en

nuevas placas de LB-cloranfenicol, las cuales se dejaron crecer toda la noche a 37°C.
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Las colonias obtenidas se cultivaron en medio liquido y se verific6 su insercion mediante PCR
utilizando los partidores externos especificos para el gen ygiF (ygiF rve e ygiF fwe, més detalles
en tabla S1). Se esperaba obtener un producto de amplificacion correspondiente al tamafio del gen
ygiF (1300 pb) en la cepa no modificada. Si se produjo la insercién del casete de resistencia a
cloranfenicol, se esperaba obtener un amplificado de aproximadamente 1000 pb correspondiente

al casete insertado.

Las colonias analizadas que incorporaron el casete de resistencia a cloranfenicol en el gen ygiF,
generando la mutacién (denominadas ygiF::cm), se cultivaron en medio liquido LB/cloranfenicol

y se conservaron en el cepario a -80°C para su uso posterior en los ensayos de resistencia a cobre.

2.11 Clonamiento y expresién de proteinas CHAD

Considerando la naturaleza modular de las proteinas CHAD (dominio CYTH y dominio CHAD),
para profundizar en la caracterizacion del rol que tiene la proteina YgiF en la resistencia a cobre,
se clond el gen ygiF de E. coli, asi como sus dominios individualmente para complementar la cepa

ygiF::cm, ademas del gen de la proteina CHAD de la bacteria acidofila A. ferrooxidans (afe_1874).

Para los ensayos de expresion de YgiF y sus dominios se utilizé el vector pTrc-His2A, cuyo
promotor es Trc, de expresién fuerte e inducible por IPTG (Fig. S3). El vector comprende un gen
de resistencia a ampicilina, y un sitio de maltiple clonamiento (MCS), flanqueado por los sitios de
corte de las enzimas de restriccion Ncol e Hindlll, por lo que los partidores para los clonamientos
se disefiaron incluyendo estos sitios de corte. Los partidores utilizados para el clonamiento de ygiF

y sus dominios, asi como afe_1874 se muestran en la tabla S1.

Primeramente, se desarrollaron reacciones de PCR utilizando las parejas de partidores de la tabla
antes descrita, utilizando como molde ADN gendmico de E. coli, 35 ciclos, y una temperatura de

“annealing” de 50°C. Las reacciones amplificaron la secuencia del gen ygiF, afe_1874, CHAD y
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CYTH. Estos productos PCR se purificaron mediante el kit “EZNA Gel Extraction Kit”, digeridos
y ligados al vector pTrc-His2A también previamente digerido. Luego, las reacciones de ligacion
(pTrcHis2A-ygiF; pTrcHis2A-afe_1874 pTrcHis2A-CHAD y pTrcHis2A-CYTH) fueron
transformadas en la cepa ygiF::cm, y seleccionadas en placas LB-carbenicilina. Las colonias
transformantes se replicaron en nuevas placas con seleccion de antibidticos. A estas colonias se
les extrajo los plasmidos, y se corrieron en un gel de agarosa al 1% utilizando el vector pTrc-
His2A sin inserto como control de tamafio. Los clones analizados gque tienen un tamafio mayor al
vector sin inserto sugieren que incorporaron el inserto deseado. Para determinar si dicho inserto
tiene el tamafio esperado, se digirieron estos vectores con las enzimas Ncol y Hindlll. Al realizar
esta digestion, los clones liberaron un fragmento de inserto con el tamafio esperado, que
correspondia a 1300, 1500 y 650 pb, respectivamente. Por lo tanto, se crecieron en medio liquido
LB-carbenicilina, y guardaron en el cepario a -80°C para su posterior utilizacién en los ensayos

de resistencia a cobre.

2.12 Mutacién sitio-dirigida

La mutacién sitio-dirigida se llevo a cabo mediante PCR. Esta estrategia consiste en introducir
una mutacién en un segmento de ADN mediante PCR, utilizando un par de partidores que
amplifiquen los extremos del fragmento de ADN de interés (par no mutagénico), y otro par de
partidores mutagénicos que sean complementarios a una region interna del fragmento de ADN,
conteniendo la mutacién en su secuencia y siendo perfectamente complementarios entre si (Ho y

col., 1989).

Al combinar un partidor “forward” con uno “reverse” de cada par de partidores (mutagénicos y
no mutagénicos), se generan dos fragmentos denominados PCR1 y PCR2, los cuales son

complementarios en el extremo generado a partir del partidor mutagénico.
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Los partidores mutagénicos (ygiFH349Afd, ygiFH349Arv, ygiFH345Afd e ygiFH345Arv) se
disefiaron conteniendo sitios de cambio de pares de bases entre la secuencia del partidor “forward”
del PCR1 y el complemento del sitio de cambio, entre la secuencia del partidor “reverse” del
PCR2. Los fragmentos PCR1 y PCR2 se obtuvieron mediante una reaccion de PCR de 30 ciclos
con una temperatura de “annealing” de 56°C. Posteriormente se purificaron dos desde el gel

mediante el “kit EZNA Gel extraction”.

Una vez obtenido los dos fragmentos PCR1 y PCR2, se fusionaron mediante una PCR de
sobrelapamiento, aprovechando la region de cambio que comparten los partidores mutagénicos de
los amplificados PCR1 y PCR2. Este PCR generd una reaccion de amplificacion denominada
PCR12. Finalmente, luego de 10 ciclos sin partidores, se desarrolld una nueva reaccion de PCR
utilizando la reaccién PCR12 como molde junto con los partidores externos (ygiF rve e ygiF fwe),

para amplificar el constructo que contiene la mutacion del gen de la proteina YgiF.

Se utiliz6 la misma técnica para generar la doble mutante, que contiene ambas histidinas (His345
e His349) mutadas. El fragmento obtenido se purifico desde el gel, digiridé con las enzimas de

restriccion Hindlll y Ncol (al igual que el vector pTrc-His2A) y luego se ligaron al vector.

Las ligaciones: pTrc-ygiF*H345A, pTrc-ygiF*H349A vy pTrc-ygiF*H345A,H349A se
transformaron en la cepa ygiF::cm. Las colonias transformantes se cultivaron en medio liquido
con carbenicilina y posteriormente se analizaron para confirmar la correcta insercion del vector.
Se les extrajo el vector a estas colonias para utilizarlo como molde en una reaccion de PCR que
utiliza la pareja de partidores especificos para amplificar el gen ygiF. Este producto PCR se

purifico y envio a secuenciar para confirmar la mutacion (Figs. S11y S12).
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2.13 Construccién de fusiones con proteinas fluorescentes

Para analizar las interacciones y dinamica celular de la proteina YgiF en E. coli, se generaron
construcciones moleculares que consisten en fusionar el gen ygiF y el gen que codifica para la

proteina fluorescente roja (RFP), la variante monomérica DsRed.M1.

Se utilizo el vector pUC-IDT como base para estas construcciones moleculares, el cual contiene
el gen codificante para la proteina fluorescente roja. Como se menciond anteriormente, las
proteinas CHAD se asocian a los granulos de PoliP mediante el dominio CHAD, que se encuentra
en la region carboxilo terminal. Por lo tanto, se inserté una regién espaciadora (region “linker”)
de 15 aminoacidos entre la proteina CHAD y RFP, para permitir un plegamiento independiente
entre ambos polipéptidos. El esquema general de la proteina de fusion se esquematiza en la figura

25.

Para generar construcciones moleculares, se desarrollaron 2 reacciones de PCR. En la primera
reaccion se utilizé el vector pUC-IDT-RFP como molde, utilizando los partidores rfp_fwe y Ik_rev
para amplificar la regién de la proteina fluorescente roja y la region “linker”. Este amplificado se
denomind PCR1. En paralelo, se desarrollé la otra reaccion de PCR utilizando como molde el
ADN gendmico de E. coli, y los partidores Ik_fw e ygiF_rev para amplificar el gen ygiF y laregion
“linker”. Este amplificado se denomin6 PCR2. Una vez obtenidos los amplificados PCR1y PCR2,
se desarroll6 una reaccion de PCR de sobrelapamiento de 10 ciclos sin partidores utilizando la
polimerasa Pfu, y aprovechando la region compartida de los dos productos PCR (region “linker”).
Esto generd un amplificado denominado PCR12. Finalmente, se desarroll6 una nueva reaccion de
PCR utilizando la reaccion PCR12 como molde, junto con los partidores externos, es decir,

rfp_fwe e ygiF_rev para amplificar el gen completo RFP-ygiF.

Aunque E. coli tiene la capacidad de acumular PoliP, no genera granulos visibles por microscopia.

Por lo tanto, para el desarrollo de estos experimentos se utiliz6 una cepa de E. coli con una
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mutacion en el gen phoU. Esta mutacion permite la acumulacién de grandes cantidades de PoliP
intracelulares en E. coli (Morohoshi y cols., 2002), que se pueden ver facilmente por microscopia

como granulos.

Los fragmentos y el vector pTrc-His2A se digirieron con las enzimas de restriccion BamHI y Sall.
Luego, los fragmentos se ligaron al vector y transformaron en la cepa de E. coli AphoU para su

posterior analisis mediante microscopia fluorescente.

3. Ensayos de resistencia a cobre
Para determinar si la ausencia de la proteina YgiF tiene un efecto en la resistencia a cobre en E.
coli, se inici6 un cultivo liquido de la cepa silvestre de E. coli (Bw25113), y de la mutante
ygiF::cm, y cuando alcanzaron una D.O.e00 de 0,1, se agreg6 3 0 3,5 mM de CuSO4 (MICcobre
reportada 3 mM, Franke y cols., 2003). A este punto se le considera el tiempo 0. Se mantuvieron
los cultivos liquidos de las cepas a 37°C con agitacion, y se midi6 la D.O.s00 cada 1 hora durante
8 horas posterior a la exposicion al metal. Se hizo lo mismo para las cepas mutantes

complementadas AygiF-ygiFc; AygiF-Afec; AygiF-CHADc y AygiF-CYTHc
Para cuantificar los resultados obtenidos se realizaron 3 réplicas bioldgicas.

4. Analisis bioinformaticos
Se analiz6 el contexto génico de las proteinas CHAD mediante las herramientas bioinformaticas
“Cblaster” y “Clinker”, disponibles en la pagina web “CAGECAT” (“CompArative GEne Cluster

Analysis Toolbox https://cagecat.bioinformatics.nl/).

Posteriormente se realiz6 un analisis estructural de los cristales de las proteinas CHAD disponibles
en la base de datos PDB, més la proteina CHAD de A. ferrooxidans disponible en el portal
AlphaFold. De esta manera, los archivos “.pdb” de los cristales de las proteinas CHAD se

incorporaron en el programa VMD (Visual Molecular Dynamics).
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Luego, para evaluar si es que la proteina YgiF de E. coli posee sitios de unién a Cu*!, se realiz6
una busqueda preliminar de los sitios de union a cobre en la proteina YgiF de E. coli, en el servidor
MIB (“Metal lon-Binding site prediction and docking server”), el cual predice los sitios de union
de metales en proteinas con estructura cristalizada, y permite ver la interaccién a nivel estructural

y también el modelo tedrico en el cual se basa la prediccion.

Una vez encontrados los aminoécidos predichos por MIB a los cuales el Cu*! se uniria, se realizd
un analisis PSI-BLAST utilizando como referencia YgiF de E. coli (GenBank: VWQ04226.1),
para encontrar homélogos remotos. Las secuencias arrojadas por el PSI-BLAST fueron alineadas
con el algoritmo BLAST, el cual permite hacer alineamientos locales multiples. Estos resultados
fueron exportados en un archivo de alineamiento, y analizado utilizando el software Jalview.
También se realiz6 otro analisis PSI-BLAST utilizando como objetivo de blusqueda especies de
los géneros Acidithiobacillus (taxid:119977), Sulfobacillus (taxid:28033), Thiobacillus
(taxid:919), Leptospirillum (taxid:179) y Acidimicrobium (taxid:53634), conocidas por formar
parte de los consorcios que desarrollan biomineria y ser muy resistentes a metales pesados,
principalmente cobre y cadmio. Las secuencias se alinearon con el mismo algoritmo y se visualizé
el resultado en Jalview. Finalmente, se hizo un alineamiento con las secuencias de las proteinas
CHAD cristalizadas disponibles en el portal PDB, correspondientes a Chlorobium tepidum
(Acceso No:3EO0S), Ricinus communis (Acceso No: 6QV5), Streptomyces chartreusis (Acceso

No:6RN5) y Escherichia coli (proteina YgiF, Acceso No: 5A60).

5. Meétodos de extraccion y purificacion de polifosfato (PoliP)

5.1 Extraccién de PoliP

La extraccién de PoliP se realiz6 como se describe en Soto y col., 2019. Para extraer polifosfatos
se cultivaron células hasta fase exponencial tardia/estacionaria temprana, y se recolectaron en

alicuotas de 5 mL del cultivo mediante centrifugacién durante 15 min a 4.000 x g. Posteriormente
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el sedimento (20-30 mg de peso himedo) se resuspendié en 300 pL de buffer de resuspensién (4
M GITC, 50 mM Tris-HCI pH 7,0) y lisaron por calentamiento a 95°C durante 3 min, tras lo cual
se afiadieron 30 pL. de SDS al 10% y se calentaron por 2 min mas. Se apart6 un volumen de 30 pL.
para determinar proteinas por el método de Bradford y al resto se le afiadio etanol al 70% y perlas
de silice que adhieren los PoliP a su superficie. Se volvio a calentar a 95°C por 3 min, se centrifugo
y elimind el sobrenadante. Se lavaron las perlas con buffer “New Wash” (5 mM TrisHCI pH 7,5,
50 mM NaCl, 5 mM EDTA, 50% Etanol), y luego se trataron por 30 min a 37°C con un buffer
que contiene nucleasas (50 mM TrisHCI pH 7,0, 5 mM MgCl,, 5 pg/mL DNAsa, 5 pg/mL
RNAsa). Las perlas se lavaron dos veces con buffer “New Wash” y finalmente los PoliP se

liberaron en dos rondas agregando 100 puL de agua nanopura y calentando 2 min a 95°C.

5.2 Cuantificacién de PoliP

Se emplearon 30 uL de la solucién que contiene PoliP, los cuales se sometieron a hidrolisis acida
con 30 pL de HCI 1 N durante 30 minutos a 95°C para liberar fosfato inorganico. Posteriormente,
la solucion que contiene PoliP se enfrié a temperatura ambiente y se afiadieron 60 pul. de un tampdn
Tris 1,5 M a cada tubo. La cuantificacidn se llevé a cabo con el kit “EnzChek Phosphatase Assay”.
Este método se basa en la hidrélisis acida de los PoliP y posterior reaccién del Pi liberado con el
reactivo 2- amino-6-mercapto-7-metil purina rib6sido (MESG), gracias a la accién de la enzima
Purin Nucledsido Fosforilasa, para dar 2-amino-6-mercapto-7- metil purina, cuya absorbancia se
mide espectrofotométricamente a 360 nm. La cantidad de PoliP obtenida se normaliza por la

cantidad de proteinas.

6. Métodos para el analisis de proteinas

6.1 Cuantificacion de proteinas mediante el método colorimétrico Bradford

Las proteinas se cuantifican por el método de Bradford, utilizando el reactivo BCA (Pierce®)

midiendo la absorbancia a 595 nm usando una curva estandar de seroalbdmina bovina.
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El kit utilizado fue el Kit “Coomassie Plus™ (Bradford) Assay” (Thermo Scientific) con limites
de deteccién (100 — 1500 uL). Para cuantificar proteinas con este Kit, en una placa de 96 pocillos
se agregaron 250 pL de reactivo de Bradford (“Coomassie dye Binding protein Reagent™) en cada
pocillo, y sobre éstos 5 L de cada estdndar, ademas de las muestras (proteinas). Se mezclan bien
por 30 sy se incubd la placa por 10 min a temperatura ambiente en oscuridad. Finalmente se mide

la absorbancia a 595 nm.

7. Tincion y montaje de células
Se tomd una alicuota de 500 pL de un cultivo en fase exponencial tardia, y las células se fijaron
con paraformaldehido al 4% p/v concentracion final durante 10 min a temperatura ambiente.
Luego se tifleron con 4 ‘,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) 0,05% p/v durante 30 minutos en

oscuridad. Finalmente, se tomaron 12 pL de las células tefiidas y se depositaron en un montaje

de agarosa sobre un portaobjetos de 22 x 22 nm.

8. Microscopia Confocal Laser
Se visualizaron las células de E. coli y sus granulos de PoliP en el Microscopio confocal Zeiss
LSM 710. Para la adquisicion de iméagenes de utilizo el l1aser 405 nm de deteccidn especifica de
la sefial del fluoréforo del DAPI, y un filtro de deteccion de 410-484 nm. Se distinguen dos
interacciones: DAPI-PoliP con una banda de emisién de 490-520 nm y DAPI-ADN con una banda
de emision de 410-430 nm. Para visualizar la proteina fluorescente roja se ocupd el laser 543 nm

y se detect6 con una longitud de emision de 550-580 nm.

Todas las micrografias se obtuvieron con un objetivo Plan-Apochromat/63x QOil. ElI microscopio
se opero con el programa Zeiss 2.3 lite (Zeiss®). Las imagenes se procesaron con el software Fiji
(ImageJ) (Schindelin y col, 2012). Para facilitar la visualizacion del canal RFP, todas las imagenes

se sometieron al mismo aumento de brillo.
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9. Analisis estadisticos
Los gréficos y andlisis estadisticos se realizaron utilizando el software “GraphPad Prims 6 Prism”
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA). Para comparar dos 0 mas grupos independientes se
utilizo el test de Anova de una o dos vias. Test de Tukey si hay diferencias significativas. La
significancia se establecio en ns no significativo, p<0,05; donde *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001

y **%% <0 0001.
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1. Identificacion del contexto génico de las proteinas CHAD

Como se menciond anteriormente, las proteinas CHAD se encuentran en los tres reinos de la vida,
predominantemente en bacterias (Lorenzo-Orts y cols., 2019). No obstante, pese a su ubiquidad,

su funcién sigue siendo desconocida, mas alla de su union a los granulos de PoliP.

A menudo, genes gque participan en rutas bioldgicas se encuentran agrupados en regiones génicas
cercanas, cuya comparacion puede dar informacion relevante sobre su funcion (Gilchrist y Chooi.,
2021). Se ha reportado que los genes que codifican para proteinas CHAD suelen formar parte de
grupos con genes del metabolismo de los PoliP, por lo que se ha especulado que su funcion estaria
asociada a dicho metabolismo (Moya-Beltran y cols., 2019; Werten y cols., 2019; lyer-Aravind y
cols., 2002). Por lo tanto, se analizé el contexto génico del gen codificante para la proteina CHAD

del género Enterobacterias.

Para aquello se descargd el genoma completo (nimero de acceso: NC_000913) desde la base de
datos NCBI, luego se ubicé el gen ygiF y se tomaron 4 kb flanqueantes en cada extremo del gen.
Este conjunto de genes (10 kb) se descargd y se utilizd como secuencia de consulta en la
herramienta de analisis “Cblaster”, para detectar y analizar la conservacion de este grupo de genes
en diversas especies. Una vez terminado el analisis por la herramienta “Cblaster”, los contextos
génicos de cada microorganismo representativo del género Enterobacteria se descargaron y

utilizaron posteriormente en un andlisis “Clinker”, con el cual se alinean los grupos de genes. La
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herramienta bioinformética Clinker analiza la similitud de secuencia y grado de conservacion. El

resultado de estos analisis se muestra en la Fig. 6.
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Salmonella enterica
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Figura 6. Analisis del contexto génico de las proteinas CHAD en algunas Enterobacterias.

El contexto génico del gen codificante para la proteina CHAD en todas las especies analizadas
dentro del grupo Enterobacterias es altamente conservado. El gen hdlE esta relacionado con la
biosintesis del lipopolisacérido (LPS), gInE al metabolismo del nitr6geno, cca con la maduracién
funcional de los tRNA, bacA con la sintesis de la pared celular y folB con la sintesis de
tetrahidrofolato (THF), un cofactor relevante en la biosintesis de purinas, pirimidinas y

aminoacidos.

Si bien el contexto génico de ygiF no da sefiales relevantes sobre alguna posible funcién, este se
encuentra conservado dentro de Enterobacterias. De esta manera, cabe preguntarse si dentro de
otros grupos también el contexto génico del gen que codifica para las proteinas CHAD se

conserva. En base a lo anterior, se analizd también el contexto génico de las proteinas CHAD en
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bacterias tolerantes a metales, como las del género Acidithiobacillus. El resultado de estos andlisis

se muestra en Fig. 7.
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Figura 7. Analisis del contexto génico de las proteinas CHAD en Acidithiobacillus.

El contexto génico del gen codificante para la proteina CHAD en todas las especies analizadas
dentro del grupo Acidithiobacillus es bastante similar. Particularmente estd muy conservado el
grupo de genes formado por folD, ppk, parA'y CHAD. El gen folD esté relacionado al metabolismo
de NADP; ppk (Polifosfato quinasa) a la formacion de PoliP; y parA a la particion efectiva de

plasmidos en E. coli.

Dado que aparentemente las proteinas CHAD tendrian relacion con el metabolismo de los PoliP,
los cuales han sido relacionados con la resistencia al cobre (Orell y cols., 2010, Rashid y cols.,
2000), y se ha reportado que la proteina CHAD de S. chartreusis posee sitios de unién al metal,
resulta interesante considerar la posibilidad de que este polipéptido esté involucrado en la
resistencia al metal. En base a lo anterior, se evaluo el efecto de la carencia del gen ygiF de E. coli

en su sensibilidad a cobre.
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1.1 Efecto de la carencia del gen enddgeno ygiF en la resistencia a cobre en E. coli
La caracterizacion y analisis funcional de las proteinas CHAD se llevaron a cabo en la bacteria
modelo Escherichia coli. Se generd una cepa mutante que carece de la proteina CHAD enddgena,
en este caso correspondiente a la trifosfatasa inorgéanica YgiF. Para esto se utilizd la técnica de
Datsenko y Wanner (Datsenko y Wanner., 2000), que permite alterar genes cromosémicos
mediante el sistema Red del fago lambda. Esta técnica se describe en detalle en la seccion 2.10 de

materiales y métodos.

Ensayos de resistencia al cobre

Se realizaron ensayos de resistencia al cobre en las cepas ygiF::cm para evaluar su sensibilidad al
metal. Para ello, se iniciaron cultivos celulares de la cepa silvestre, y la cepa mutante nula ygiF::cm
en medio LB a 37°C y cuando llegaron a una densidad 6ptica 0,1 se les afiadié 3,5 mM de CuSQO,

al medio de cultivo. El crecimiento de las cepas, con y sin cobre se midi6 durante 7 horas (Fig. 8).
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Figura 8. Efecto de la proteina YgiF en la resistencia a cobre en la cepa silvestre y mutante nula
ygiF::cm de E. coli. Las mediciones corresponden al promedio de tres réplicas biologicas.
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Cuando la cepa ygiF::cm se expone a cobre, su crecimiento se ralentiza, o que demuestra su mayor
sensibilidad al cobre respecto a la cepa silvestre. Las diferencias observadas en el crecimiento de
ambas cepas son estadisticamente significativas a partir de las 2 horas, y esta diferencia se acentta

a medida que transcurre el tiempo (Fig S4).

Por otro lado, se observa que el crecimiento en condiciones controles (sin cobre) de ambas cepas,
es casi el mismo. Esto sugiere que la sensibilidad al cobre observada se debe a la ausencia del gen

ygiF, y no a defectos inherentes al crecimiento de la cepa ygiF::cm.
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1.2 Clonamiento y expresion de proteinas CHAD bacterianas y sus dominios individuales

Para confirmar que la ausencia de la proteina YgiF es la responsable del fenotipo mas sensible que
observa en la cepa ygiF::cm se clonaron el gen ygiF de E. coli y sus dominios individuales con el
objetivo de complementar la cepa ygiF::cm. Ademas, se cloné el gen afe_1874 de A. ferrooxidans,
una bacteria extremdfila conocida por tolerar altos niveles de cobre y que codifica para una
proteina CHAD. Estos genes se clonaron en la cepa ygiF::cm utilizando el vector pTrc-His2A,
que posee un promotor fuerte e inducible por IPTG. EI mapa de la construccion generada se

muestra en la figura 9, utilizando el gen ygiF como ejemplo.

trc promoter ac operator trc promoter [lac operator

[ / [RBS s Ncol (411)

_Ncol (411)
_HindIII (459)

pTrcHis2 A
4406 bp

pTrc-His2A_ygiF

5662 bp

Figura 9. Esquema del clonamiento del gen ygiF al vector de expresion pTrc-His2A.
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Ensayos de resistencia a cobre de las cepas complementarias

Una vez obtenidas las cepas complementadas, se evalud su sensibilidad al cobre mediante ensayos
de resistencia al metal. Las cepas ygiF::cm que comprenden las construcciones se denominaron:
ygiF (pTrcHis2A-ygiF), CHAD (pTrcHis2A-CHAD), CYTH (pTrcHis2A-CYTH) y Afe

(pTrcHis2A-afe_1874). Los resultados de estos ensayos se muestran a continuacion:

1.0 —e—EBw25113
= 08 AygiF
= AygiFiygiF
£ 06
g AygiF/dCHAD
< 04 AygiF/dCYTH
02 A AygiFiafe 1874
0,0
0 2 4 6 3 10

Tiempo (h)

Figura 10. Resistencia a cobre de diferentes mutantes de E. coli. Se determind el efecto del metal
en el crecimiento la cepa silvestre de E. coli (Bw25113), la mutante ygiF:: cm (AygiF) y las cepas
mutantes complementadas. Las células se crecieron en medio LB suplementado con 1 mM de
IPTG, en ausencia de cobre, hasta que alcanzaron una densidad optica 0,1 y se les afiadio CuSQO4
hasta 3 mM. A continuacion, los cultivos se incubaron a 37 °C y se midio la densidad Optica de
ellos en los tiempos indicados. Las mediciones corresponden al promedio de tres réplicas
bioldgicas.

Las cepas complementadas con los genes ygiF y Afe logran restaurar el fenotipo silvestre. La cepa
complementada ygiF no presenta un crecimiento significativamente diferente de la cepa silvestre
hasta transcurridas 4 horas después de la exposicion a cobre. Esto sugiere que la cepa

complementada ygiF es capaz de restaurar el fenotipo silvestre. Lo mismo se observa con la cepa
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complementada con el gen Afe_1874 durante las primeras 2 horas (Fig. S5). En contraste, los
dominios individuales muestran diferencias significativas en el crecimiento en comparacion con
la cepa silvestre en todo momento (Fig. S5), en indicando que, si bien son capaces de restaurar el

fenotipo, esto es solamente parcial.

Estos resultados sugieren fuertemente la participacion de la proteina YgiF en la respuesta celular
de E. coli frente a la presencia de cobre, apoyando la idea de que la ausencia de esta proteina

provoca una mayor sensibilidad de la cepa ygiF::cm a este metal.
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2. Mutacidn sitio-dirigida sobre los sitios de unién a cobre de la proteina YgiF mediante

cambios de aminoacidos

2.1 Anélisis estructural de proteinas CHAD

Los antecedentes de que las proteinas CHAD se unen a los PoliP (Tumlirsch y Jendrossek., 2017),
gue éstos son degradados rapidamente en presencia de cobre (Grillo-Puertas y cols., 2014), y que
la proteina CHAD de S. chartreusis posee sitios de union a cobre (Werten y cols., 2019), junto
con los resultados anteriores sugieren fuertemente que la proteina YgiF tiene un rol en la

resistencia a cobre en E. coli.

En base a lo anterior, se quiso profundizar en como se lleva a cabo dicha participacion, mediante
una serie de andlisis bioinformaticos similares a los realizados en paralelo por Javier Bustamante
en su seminario de titulo (Bustamante J., 2022). Para ello, primeramente, se realizd un estudio

sobre el estado del arte en proteinas que unen cobre y sus interacciones con dicho metal.

Como se menciond anteriormente, el cobre desempefia un papel crucial en el desarrollo de la
mayoria de las células (Rubino y Franz., 2002). Esto se debe a las propiedades redox del ion
cuproso (Cu'*t), que actlia como cofactor de numerosas enzimas que desempefian funciones vitales

en la célula, tales como las Superoxido dismutasas o Citocromos (Pefia y cols., 1999).

El ion cuproso es un &cido de Lewis débil, y el ion cuprico esta al limite, por lo que se espera que
los sitios de unidn a cobre estén predominantemente formados por aminoacidos que contienen
cadenas laterales capaces de unir preferentemente ligandos débiles o al limite. Los amino&cidos
que contienen atomos donantes de nitrégeno y azufre en sus cadenas laterales, como la histidina,
metionina y cisteina, respectivamente, serian los candidatos ideales para formar estos sitios

(Rubino y Franz., 2002).
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Las proteinas CHAD se caracterizan por tener dominios conservados ricos en alfa hélices con alta
presencia de residuos de histidina. Por lo tanto, se especula que estas proteinas tienen la capacidad
de unir cationes divalentes como el cobre, utilizando dichos residuos (lyer y Aravind., 2002). En
el citoplasma de E. coli, el cobre se encuentra predominantemente reducido en estado de oxidacién
+1 (Cu*h), por lo que interactUa preferentemente con motivos de tiolato y tioéteres, como los de
los aminodcidos cisteina y metionina, respectivamente. Ademas, se ha descrito que, en la gran
mayoria de las proteinas analizadas, residuos de cisteina, metionina e histidina estan involucrados
en la interacciéon con Cu*l, siendo la combinacion y disposicion de éstos en el sitio de unién lo

gue determina la fuerza de esta asociacion (Rubino y Franz., 2012).

En la base de datos PDB (https://www.rcsb.org/) existen s6lo 4 estructuras de proteinas CHAD,
correspondientes a un polipéptido obtenido de Chlorobium tepidum, Ricinus communis,
Streptomyces chartreusis y Escherichia coli (proteina YgiF). Al observar el cristal de la proteina
CHAD derivada de S. chartreusis, se ve que tiene dos sitios de unién a cobre. Para profundizar en
los sitios particulares donde se asocia dicho metal, el archivo “pdb” de esta proteina fue
incorporado en el programa VMD (Visual Molecular Dynamics,
https://iwww.ks.uiuc.edu/Research/vmd/), para visualizar el lugar preciso donde se asocian los

atomos de cobre.
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Para identificar los aminoacidos asociados a los atomos de cobre, se generdé una nueva
representacion, donde en la seccion “selected Atoms” se escribio “same residue as within 3 of
ions”, con lo que se le pidié al programa identificar los aminoécidos cercanos (hasta 3A) a cada

atomo de cobre (Fig. 11).

Figura 11. Estructura general y sitios de unién a cobre de la proteina PptA de S. chartreusis. A.
Estructura completa de la proteina PptA de S. chartreusis junto con los sitios de union a cobre.
B. Ampliacion del sitio de union a Cu*? interno de la proteina, compuesto por los residuos HIS260,
HIS269 e HIS346 y el sitio de union definido por el residuo HIS351.

Los aminoacidos que se encuentran a una distancia de 3A del 4tomo de cobre presentan sus
cadenas laterales orientadas hacia el metal (Fig. 11B). Estos dos parametros se pueden utilizar
como referencia para analizar los posibles sitios de union a cobre en YgiF de E. coli, es decir, se
busca verificar que los aminoacidos estén a una distancia razonable del metal (méximo 5A) y que
los aminoacidos involucrados tengan sus cadenas laterales apuntando hacia el metal, de manera

que se forme una especie de bolsillo o poro para permitir la union del cobre.
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Por otro lado, al observar los cristales de las proteinas CHAD disponibles en la base de datos PDB,
y los generados por inteligencia artificial en el programa AlphaFold, es llamativo que todas
comparten una estructura bastante similar, la cual consta de un dominio CHAD rico en hélices alfa

y muy conservado a nivel estructural (Fig. 12).

Figura 12. Comparacion de la estructura general de proteinas CHAD disponibles en PDB y
AlphaFold. A. Streptomyces chartreusis. B. Clorobium tepidum C. Ricinus communis. D.
Escherichia coli. E. Acidithiobacillus ferrooxidans.

La proteina YgiF de E. coli, tiene un dominio CHAD que posee s6lo uno, de los dos conjuntos de
hélices alfa (sefialado en color fucsia). Ademas, al igual que A. ferrooxidans posee también un

dominio CYTH, posicionado justo arriba del dominio CHAD, coloreados en amarillo. La proteina
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CHAD de C. tepidum estaba depositada en combinacién con PoliP, el que se observa de manera

perpendicular en el orificio central de la proteina (Fig. 11B).

Teniendo en cuenta la similitud estructural de las proteinas CHAD previamente expuestas (Fig.
12), se llevo a cabo un analisis de “multiseq” utilizando el programa VMD para evaluar su
conservacion. Para facilitar la visualizacion, se incorporaron los sitios de union a cobre y los

aminoécidos involucrados en la proteina PptA de S. chartreusis (Fig. 13).

Figura 13. Andlisis “multiseq” de las proteinas CHAD de C. tepidum, R. communis, S.
chartreusis, E. coli y A. ferrooxidans. Al lado derecho del conjunto de alfa hélices que componen
el poro central se muestran los sitios de unién a cobre de S. chartreusis (fechas amarillas). En azul
se marcan zonas con alto nivel de homologia y en rojo zonas con bajos niveles de homologia segun
la coloracion RSMD.
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Las estructuras de las proteinas CHAD estan bastante conservadas, pues comparten un alto nivel
de homologia a nivel estructural, lo cual se puede apreciar en color azul segln la coloracion
RSMD. Cabe destacar que la zona en donde se encuentran los sitios de union a cobre de la proteina
CHAD de S. chartreusis también se encuentra coloreada de azul, lo que sugiere fuertemente que

estos sitios podrian estar conservados.

2.2 Anélisis bioinformaticos

Para evaluar si la proteina CHAD de E. coli también es capaz de unir cobre, se realiz6 una
busqueda preliminar de los posibles sitios de unién a cobre de la proteina mediante andlisis
bioinforméticos. Este andlisis consistio en primer lugar en la bdsqueda preliminar de los
aminoéacidos que formarian el posible sitio utilizando el servidor MIB (“Metal lon-Binding site
prediction and docking server”). Este servidor modela y predice los sitios de union de metales en

proteinas con estructura cristalizada. El resultado de esta busqueda se muestra en la figura 14.

Prediction Docking

2ik2A0

o’

JSEYR
“s

No. Binding Residues Template Score Show /DL

Py, 1 30H, 31H 3fyeAD 1.467 o &
}D 2 345H, 349H 2fk2A0 1.455 o/ &
3 13H, 157C 3fyeB1 1.166 o/ &
4 B6M , 88L ant0A4 0.947 o/ &
5 49R | 53M 3ow7A1 0.806 o/ &

Figura 14. Prediccion de sitios de unién a Cu*ten la proteina YgiF de E. coli en el servidor MIB.
El servidor predice cinco sitios de union a cobre, sin embargo, s6lo uno presente en el dominio
CHAD de la proteina ygiF (marcado en celeste).
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2.2.1 Busqueda de genes codificantes para proteinas con dominio CHAD en genomas de bacterias

y bacterias acidofilas.

El grupo de Tumlirsch y Jendrossek report6 que sélo el dominio CHAD es responsable de la unién
de las proteinas CHAD a los PoliP y que residuos bésicos ubicados en dicho dominio son
esenciales para esta asociacion (Tumlirsch y Jendrossek., 2017). Por esta razén, nos enfocamos en

el sitio 2, conformado por las histidinas 345 y 349.

Para encontrar homologos remotos, se realiz6 un analisis PSI-BLAST, utilizando como referencia
la secuencia de la proteina YgiF E. coli (GenBank: VWQO04226.1, nchi protein). El resultado
indicd que las proteinas (mayoritariamente del género Escherichia) presentan entre un 98,15%-
99,77% de identidad con YgiF, con “scores” entre 830-814, y “e-values” de 0,0. Estos resultados
se exportaron y analizaron utilizando el “software” Jalview, en el cual se alinearon mediante el
algoritmo ClustalO. Debido al alto porcentaje de identidad de las proteinas YgiF dentro del género
Escherichia, los aminoacidos candidatos se conservan. Lo mismo se observa al realizar el analisis
PSI-BLAST en Enterobacterias excluyendo al género Escherichia (taxid:561), en donde la

mayoria de las secuencias pertenecen a los géneros Shigella, Salmonella y Citrobacter.

Como se puede deducir, estos alineamientos no proporcionan informacion relevante, por lo que se
realiz6 un tercer andlisis PSI-BLAST utilizando como objetivo de blsqueda especies de los
géneros Acidithiobacillus (taxid:119977), Sulfobacillus (taxid:28033) y Thiobacillus (taxid:919).
Las especies de estos géneros son conocidas por formar parte de los consorcios que desarrollan
biomineria y ser altamente resistentes a metales pesados, especialmente a cobre y cadmio
(Valenzuela y cols., 2006). El resultado indico que las proteinas de estos géneros presentan entre
un 32%-38,8% de identidad con YgiF, “scores” entre 72-129, y “e-values” en el rango de 2¢* a
le2, Estos resultados se exportaron a un archivo de alineamiento, y se visualizaron utilizando el

“software” Jalview.
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Al alinear las secuencias con el algoritmo BLAST, ninguno de los aminoacidos candidatos se
conserva, a pesar de que existe una identidad de 30-40% entre las proteinas. Sin embargo, cuando
se afiade a la busqueda bacterias tolerantes a cobre de los géneros Leptospirillum (taxid:179),

Acidimicrobium (taxid:53634), la histidina 349 (His349) se conserva con una identidad del 93%.

A pesar de que s6lo uno de todos los aminoécidos predichos por el servidor MIB se conserve
dentro del grupo de bacterias tolerantes a metales pesados, es posible ver “bloques” de identidad
entre ellas al alinear sus secuencias. Estos bloques estan coloreados segun el porcentaje de
identidad, cuanto mas azul, mas conservadas estan las secuencias. En una primera imagen, y sélo

con el &nimo de mostrar la identidad global de las proteinas CHAD, se observa lo siguiente (Fig.

15).

Figura 15. Alineamiento local de proteinas CHAD de bacterias acidofilas de los géneros
Acidithiobacillus, Sulfobacillus, Thiobacillus, Leptospirillum, y Acidimicrobium.

Los sitios de union a cobre de la proteina CHAD de S. chartreusis se componen de un sitio de
unién a Cu*? interno de la proteina, compuesto por los aminoacidos HIS260, HIS269 e HIS346.
El otro sitio es de unién intermolecular, ubicado en un eje de simetria cristalogréafica entre

moléculas adyacentes y definido por el residuo HIS351 (Fig. 11).

Se alined la secuencia aminoacidica de estos cristales para analizar la conservacion de los residuos

gue conforman los sitios de unidn de la proteina CHAD de S. chartreusis. Al alinear la secuencia
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de YgiF de E. coli con C. tepidum, R. communis y S. chartreusis utilizando el programa de
alineamiento multiple Cobalt se observa que la His345 de E. coli se conserva en A. ferrooxidans,
R. communis 'y C. tepidum, mientras que la His349 no se conserva. La His351 de S. chartreusis se
conserva en R. communis y C. tepidum, la His346 sélo en C. tepidum, y los residuos His260 e

His269 no se conservan (Fig. 16).

H345 H349 H260 H269 H346  H351
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Figura 16. Alineamiento multiple de las secuencias de las proteinas CHAD de E. coli, C. tepidum,
R. communis y S. chartreusis.

Si bien es esperable que los residuos no se conserven, debido al bajo porcentaje de identidad entre
los polipéptidos, es llamativo que la His345 de E. coli esté conservada en casi todas las estructuras.
No obstante, no esta del todo claro ain si los residuos que conforman el posible sitio de union a

cobre de YgiF se conservan.

Si bien el servidor MIB arroja posibles aminoécidos candidatos, los alineamientos de secuencias
no proporcionan informacion relevante sobre estos residuos conforman el sitio de unién a cobre
en YgiF, ya que no existe un porcentaje significativo de identidad entre las secuencias. Por lo

tanto, no se puede concluir que estén conservadas.

Sin embargo, a nivel estructural, los dominios CHAD conservan su plegamiento de dos conjuntos
de alfa-hélices alrededor de un poro central, excepto E. coli que tiene sélo un conjunto de alfa-
hélices (Fig. 12). En general, la estructura proteica tiende a conservarse mas que la secuencia de
aminoécidos, ya que la estructura y el plegamiento estan directamente relacionados con la funcién

(Tian y Skolnick, 2003; Illergard y cols., 2009; Konaté y cols., 2019).
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Como se puede apreciar en la figura 13, las estructuras de las proteinas CHAD estan bastante
conservadas, a pesar de los bajos niveles de conservacion en sus secuencias. Para explorar en
mayor detalle el sitio de union predicho para YgiF, se descarg0 y visualizé en VMD el “docking”
realizado por el servidor MIB. Especificamente se evalu6 el sitio conformado por las histidinas

349 y 345 (Fig. 17).

Fig+li|ra 17. “Docking” molecular realizado por el servidor MIB de la proteina YgiF de E. coli y
Cu™.

El servidor MIB identificé un sitio de unién a ion cuproso en el dominio CHAD de la proteina
YgiF con un alto “score”, conformado por los aminoacidos His345 e His349. Sin embargo, al
analizarlo en VMD, este identifica también el residuo Ser378 formando parte del sitio. Tal como
describe Javier Bustamante en su seminario de titulo (Bustamante J., 2022) las histidinas se
encuentran cercanas entre si y proximas a sitios de unién a Mg*?, que es el ion cofactor en la

actividad trifosfatasa de la proteina YgiF (Kohn y cols., 2012).
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Los aminoécidos His349 y Ser378 estan a una distancia de 3A del 4&tomo de cobre, y sus cadenas
laterales estan orientadas hacia éste. Si bien el residuo His345 esta un poco mas lejos (5A), y
pareciera que no apunta directamente hacia el d&tomo de cobre, hay que considerar que la
cristalizacion de YgiF no se hizo en presencia del metal, de manera que la estructura de los sitios
y la posicién de las cadenas laterales pueden variar. Por lo tanto, no se descarta la posibilidad que

este residuo forme parte del sitio.

Este sitio se ubica en una regién muy parecida al sitio de union interno de la proteina PptA de S.
chartreusis, y aunque este sitio difiere en la presencia de un residuo de serina en vez de una

histidina, podria ser un sitio de unién canonico a cobre.

Para analizar si es que este sitio se conserva estructuralmente con el sitio de unién a cobre de S.
chartreusis, se alinearon nuevamente las estructuras, pero esta vez con el “docking” realizado por

el servidor MIB (Fig. 18).
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Figura 18. Analisis “multiseq” de las proteinas CHAD de C. tepidum, R. communis, S.
chartreusis, A. ferrooxidans y “docking” realizado por MIB de la proteina YgiF de E. coli. En el
lado derecho del conjunto de alfa hélices que conforman el poro central, se presentan los sitios de
unioén a cobre de S. chartreusis. Mientras que, en el lado izquierdo, se sefialan con flechas blancas
los sitios de unidn a cobre predichos para E. coli.

Aungue el sitio de unién a cobre predicho para YgiF de E. coli se encuentra en una region muy
similar a la de S. chartreusis, en el alineamiento estructural, el domino CHAD de E. coli se
posiciona en la porcion del dominio opuesta. A pesar de estar en lados opuestos del dominio, estos

sitios se encuentran en regiones bastante similares y, mas importante atn, conservadas.

Finalmente, la seleccidn de los residuos a mutar se hizo mayoritariamente, en base al antecedente
que la proteina CHAD de S. chartreusis posee dos sitios de unién a cobre y el posterior analisis
de dichos sitios en VMD. También se tomé en cuenta la prediccion de los sitios de unién a Cu*
en YgiF realizada por el servidor MIB, y el analisis de dicho “docking” en VMD.

En VMD, se pudo observar que las cadenas laterales de los aminoacidos que conforman el sitio

de unién a cobre en YgiF estan orientadas hacia el atomo de cobre, formando una especie de
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bolsillo donde el &tomo podria quedar retenido por estas cadenas (Fig. 17). Ademas, el alto nivel

de homologia presente en la estructura tridimensional en las proteinas CHAD sugiere que estan

altamente conservadas en zonas de relevancia como el sitio de unidn a cobre de S. chartreusis.

De esta manera, se decidio mutar los residuos His345 e His349. No se considero el residuo Ser378

ya que se estimo que con mutar dos aminoécidos de tres que conforman el sitio seria suficiente

para desarmar el sitio de unién a cobre.

2.3 Mutacion de sitio-dirigida

Se disefiaron e implementaron mutaciones en las histidinas 345 y 349 utilizando mutagénesis sitio-

dirigida mediante PCR. Las mutaciones implican cambiar la secuencia del codon “CAU”, que

codifica para las histidinas, por el codén “GCU, que codifica para alanina, lo que resulta en una

pérdida de funcién. Las versiones mutantes de YgiF (YgiF*H345A, YgiF*H349A e

YgiF*H345,349A) se generaron segun se ilustra en la Fig. 19.

— DA 10 eycles wio
sp Flanking primers primers
mp Inkernal primer w/ |
mismatch
—
M Point mutation 30 cycles w/
pPrimers

I Overlap

Mutant fusion product

Based on diagram by Hoa, 5. M., et al. (158%)

- PCR 2

Figura 19. Diagrama esquematico de la mutagénesis sitio-dirigida por PCR.
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2.4 Ensayos de resistencia en las cepas mutantes sitio-dirigidas

Las cepas variantes ygiF*H345A, ygiF*H349A e ygiF*H345,349A de E. coli se evaluaron en su
sensibilidad a cobre mediante ensayos de resistencia al metal. Para ello, se iniciaron cultivos
celulares de las cepas: silvestre Bw25113, mutante ygiF::cm, y las cepas variantes en medio LB a
37°C. Cuando llegaron a una densidad Optica 0,1, se les afiadié CuSO4 3,5 mM al medio de cultivo.

El crecimiento de las cepas se midi6 durante 7 horas (Fig. 20).

0,7

Absorbancia

0,0
0 1 2 3 4 5 ] 7 B
Tiempo (h)
—es—Bw25113 AygiF  —e— ygiF*H345A ygiF*H340A —e— ygiF*H343 HI40A

Figura 20. Efecto de la mutacién en el posible sitio de unién a cobre de la proteina YgiF. Las
mediciones corresponden al promedio de cuatro réplicas bioldgicas.
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Las cepas que poseen el posible sitio de unién a cobre de YgiF mutado ralentizan su crecimiento
de manera similar que la cepa mutante ygiF::cm. Estos resultados sugieren que la proteina YgiF
de E. coli posiblemente tenga un sitio de union a cobre, el cual estaria conformado por los residuos
His345, His349 y Ser378. Al mutar dicho sitio, la cepa se vuelve mas sensible a la presencia de

cobre, en comparacion con la condicion control.

Si bien las cepas variantes muestran diferencias en el crecimiento en comparacion con la cepa
silvestre, estas diferencias no son significativas, a diferencia de la cepa A ygiF, que comienza a
mostrar diferencias significativas a partir de las 5 horas (Fig. S7). Esto sugiere que la cepas
variantes son menos resistentes al cobre en comparacion con la cepa silvestre, pero ain mas
resistentes que la cepa AygiF. Aunque la cepa AygiF muestra diferencias significativas sélo a partir
de las 5 horas, desde las 2 horas ya se observa una diferencia, al menos de manera apreciable. Por
lo tanto, aunque las cepas variantes son mas sensibles a cobre, no alcanzan el mismo nivel de
sensibilidad al cobre que la cepa ygiF::cm. Esto podria indicar que, aunque el sitio tiene un papel
en la resistencia a cobre que aporta la proteina YgiF, no esta explicado completamente por este, y

posiblemente exista otro mecanismo que contribuya a la resistencia a cobre por parte de YgiF.

Las tres cepas construidas muestran una resistencia casi igual frente a cobre, lo que podria indicar
que los aminoécidos que conforman el sitio de unién al metal no son sinérgicos. Esto se debe a
que al mutar Gnicamente uno de los tres residuos, se observa una disminucion en la sensibilidad

que es casi igual a la que se observa cuando se mutan dos de los tres residuos (cepa variante doble).
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2.5 Niveles de PoliP en las mutantes sitio-dirigidas.

Como se menciond anteriormente, se especula que las proteinas CHAD participan en el
metabolismo de fosfatos y nucleétidos (lyer y Aravind., 2002). Esto en base a que las proteinas
gue contienen un dominio CHAD a menudo se encuentran en grupos de genes que codifican

enzimas que metabolizan PoliP (Fig. 7).

Estos antecedentes, junto con los resultados anteriores sugieren que la ausencia de la proteina
YgiF, asi como la mutacion en el posible sitio de union a cobre, aumentaria la sensibilidad de la
cepa al metal. Por ello, permiten plantear la hipétesis de que las proteinas CHAD, que son
proteinas de unioén a los granulos de PoliP (Lorenzo-Orts y cols., 2019), protegerian a los PoliP de
la degradacion por parte de la enzima PPX. Sin embargo, cuando se produce un estimulo con
concentraciones elevadas de cobre, se requiere la degradacion de los granulos de PoliP (Orell y

cols., 2012), y la proteina YgiF se disociaria del granulo, permitiendo su degradacion.

Por lo tanto, se midieron los niveles de PoliP en las cepas: variante ygiF*H345,349A, mutante

ygiF::cmy silvestre Bw25113 (Fig. 21).
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Niveles dePoliP
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Figura 21. Niveles de PoliP de las cepas ygiF*H345,349A, AygiF v silvestre de E. coli. Los
niveles de PoliP se midieron en ausencia de cobre (tiempo 0) y a 10 y 120 min luego de afiadir 2
mM de CuSO.. Las mediciones corresponden al promedio de 3 réplicas bioldgicas. Anélisis
estadistico ANOVA de una via, en donde **** indica p <0,0001, *** indica p < 0,001, ** indica
p <0,01, * indica p < 0,05 y ns = no significativo

A pesar que los niveles de PoliP en las tres cepas no disminuyen significativamente con la adicion
de cobre, se observa una tendencia a la baja en la cepa silvestre y AygiF. En estas cepas, al
adicionar cobre, sus niveles de PoliP disminuyen a partir de los 10 minutos. Esta disminucion
pareciera continuar en la cepa AygiF durante los siguientes 120 minutos, mientras que en la cepa
silvestre pareciera que los niveles se mantienen estables. Por otro lado, la cepa variante
ygiF*H345,349A, que presenta una mutacién en el posible sitio de unién a cobre, muestra un
comportamiento diferente. En esta cepa, pareciera que el cobre no afecta sus niveles de PoliP, ya

que estos se mantienen relativamente constantes.
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3. Visualizacién de la dinamica celular de la proteina YgiF mediante microscopia

fluorescente en E. coli.

3.1 Generacion de las construcciones moleculares

Para analizar las interacciones y dinamica celular de la proteina YgiF en E. coli, se generaron
construcciones moleculares. Estas construcciones consisten en una fusion de los genes

codificantes para la proteina YgiF y la proteina fluorescente roja (RFP).

Como se ha reportado anteriormente, la proteina YgiF se asocia a granulos de PoliP (Lorenzo-
Ortsy cols., 2019). Si bien E. coli tiene la capacidad de acumular este polimero, no genera granulos
visibles por microscopia. Por esta razdn, para el desarrollo de estos experimentos se utilizard una
cepa de E. coli que comprende una mutacion en el gen phoU, que codifica para el regulador
negativo del operdn pho. La mutacion en phoU permite la acumulacion de grandes cantidades de
PoliP intracelulares (Morohoshi y cols., 2002), que se pueden ver facilmente por microscopia

como granulos.

La estrategia experimental para el desarrollo de la proteina de fusidén consiste esencialmente en
ligar el gen codificante para RFP a ygiF. Las proteinas CHAD se asocian a los granulos de PoliP
mediante dicho dominio (Lorenzo-Orts y cols., 2019). En YgiF el dominio CHAD se encuentra
en la region carboxilo terminal, por lo que se incorporé una region espaciadora de 15 aminoacidos
entre la proteina YgiF y RFP. Esto permite un plegamiento individual entre ambas proteinas. Esta

region espaciadora se denoming region “linker”.
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El esquema general de la proteina de fusion se ilustra en la figura 22, usando como ejemplo RFP-

ygiF, donde el gen de proteina fluorescente se ubica en la region amino terminal

REP_fw

'\ﬁ' 1oool 15001 2000

I - | aiF -
lirdker —
veiF_rv
k_fw Ik
R RFP_yqiF
2113 bp

Figura 22. Esquema general del gen de fusién RFP-ygiF.

Para la generacion de este gen de fusion, se desarrollaron dos PCRs. En el primero se empleé el
vector pUC-IDT-RFP como molde, utilizando los partidores RFP fw y Ik _rv (Fig. 22). Este

amplificado se denominé PCR1.

En paralelo, se llev6 a cabo otra reaccion de PCR empleando ADN gendmico de E. coli como

molde, y los partidores Ik_fw e ygiF_rv (Fig. 22). Este amplificado se denominé PCR2.

Ambos amplificados comparten la region “linker”, por lo tanto, una vez purificados los
amplificados PCR1 y PCR2, se desarrollé una reaccion de PCR de sobrelapamiento. En esta
reaccion se aprovecha la region compartida de dos productos de PCR, en este caso la region

“linker” de los productos PCR1 y PCR2.

Por Gltimo, se desarrolla una nueva reaccion de PCR utilizando la reaccidn anterior como molde,
junto con los partidores externos, en base a la cual se amplifica el gen completo RFP-ygiF (Fig.

23).
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PCR1 3¢

«— - - —— - - 3 linker ygiF > PCR2

PCR de sobrelapamiento
5 linker ygiF 3

Gen de fusion RFP-ygiF

Figura 23. Esquema para el ensamble de los genes RFP e ygiF.

El fragmento se purifico, digirié con las enzimas BamHI y Sall y clond mediante ligacion al vector
pTrc-His2A. Finalmente la construccion molecular se transformo en la cepa AphoU de E. coli para

su posterior analisis mediante microscopia de fluorescencia.
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3.2 Visualizacion de la dinamica celular de la proteina YqgiF

Se inicié un cultivo celular de la cepa AphoU, que contiene la construccion molecular (gen de
fusion RFP-ygiF), en medio LB con 2 mM del inductor IPTG y 100 pg/mL de carbenicilina, a una
temperatura de 37°C y una agitacién de 150 rpm. Una vez que los cultivos llegaron a fase
exponencial (D.O.e00 0,7), se afiadié al medio de cultivo 5 mM de CusSOs, y se tomaron alicuotas
en diferentes tiempos luego del tratamiento. El resultado de las micrografias obtenidas se muestra

en la Fig. 24.
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DAPI-DNA DAPI-PoliP

RFP-ygiF Merge

Figura 24. Co-localizacién de la proteina YgiF con los granulos de PoliP. Micrografias de
fluorescencia representativas obtenidas desde cultivos de la cepa AphoU de E. coli en medio LB
suplementado con 2 mM de IPTG. Aumento 63X. “Merge” corresponde a la fusion entre los
canales DAPI-PoliP y RFP. La barra de magnitud representa 10 pm.

Como se observa en la figura 24, la dinamica de la proteina YgiF frente a los granulos de PoliP es
similar a la reportada en las bacterias R. eutropha, M. gryphiswaldense y P. putida (Tumlirsch y

Jendrossek., 2017). En estas bacterias, como en E. coli, se ve que la proteina CHAD tiene una
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ubicacion celular especifica, que coincide con la posicién de los granulos de PoliP, formando un

foco fluorescente amarillo (panel inferior derecho Fig. 24).

Como se mencion0 anteriormente, se ha relacionado la acumulacion de PoliP con la resistencia a
cobre en distintos microorganismos (Navarro, y cols., 2009, Orell y cols., 2012). Ademas, teniendo
en cuenta que la cepa ygiF::cm de E. coli es mas sensible a cobre que su contraparte silvestre, es
de interés analizar la dinamica de esta proteina respecto a su unién a los granulos de PoliP en

presencia de cobre.

Para aquello, se expresaron las fusiones N-terminales RFP-ygiF en la cepa AphoU de E. coli
durante el crecimiento en medio LB a 37°C. Cuando el cultivo alcanz6 la fase exponencial, se
afiadié 5 mM de CuSO. al medio y se tomaron alicuotas a distintos tiempos. Las micrografias

obtenidas se ilustran en la figura 25.
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DAPI-DNA DAPI-PoliP

|
Figura 25. Evolucion temporal de la localizacion de proteinas de fusion RFP-YgiF en presencia
de cobre. Aumento 63X. “Merge” corresponde a la fusion entre los canales DAPI-PoliP y RFP.
La barra de magnitud representa 10 pm.
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Como se puede observar en la figura 25, en el tiempo 0 (sin cobre), la proteina YgiF esta unida a
los granulos de PoliP. A los 30 minutos se observa que la proteina YgiF tiene una distribucion
homogénea dentro de la célula, lo que podria indicar que se disocid del granulo. Después de 60
minutos de exposicion al cobre, se observa que las proteinas YgiF gradualmente vuelven a tener
una ubicacion subcelular especifica (flechas grises), posiblemente en granulos de PoliP en
formacion. Finalmente, después de 24 horas de exposicién al cobre, las proteinas YgiF vuelven a

co-localizarse con los granulos de PoliP.

Estos resultados, junto con los ensayos de resistencia a cobre realizados en la cepa mutante
ygiF::cm y en la cepa con el sitio de union al metal mutado, respaldan la idea de que la proteina
CHAD es una proteina de unién a los granulos de PoliP que esta involucrada en el metabolismo

de estos, y participaria en la defensa contra el estrés por cobre.
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Efecto de la carencia de YgiF en la resistencia a cobre en E. coli.

Mediante los andlisis realizados en las figuras 6 y 7, fue posible observar que el contexto génico
de las proteinas CHAD estd altamente conservado en el grupo de Enterobacterias y
Acidithiobacillus. Resulta llamativo que, en este Ultimo grupo, el contexto génico de CHAD conste
de genes relacionados con el metabolismo de PoliP (gen ppk). Ademas, también se ha reportado
que en Geobacter metallireducens, el gen que codifica para la proteina CHAD esta en vecindad

génica con PPX (lyery Aranvid., 2002).

Estos resultados preliminares apoyan la idea que las proteinas CHAD estarian implicadas con el
metabolismo de los PoliP. Es conocido que los niveles de estos biopolimeros tienen relacion con
la resistencia al cobre (Kornberg y cols., 1999).

Los genes codificantes para proteinas CHAD suelen estar agrupado con genes relacionados con el
metabolismo de los PoliP. Ademas, la proteina CHAD de S. chartreusis posee sitios de unién a
cobre. Considerando lo anterior, se evalud el efecto de la carencia del gen codificante para YgiF
en E. coli.

Mediante el ensayo de resistencia a cobre (Fig. 8), es posible observar que la ausencia de la
proteina YgiF resulta en un fenotipo més sensible al metal en comparacion con la cepa silvestre.
También se puede apreciar en las curvas de crecimiento bajo condiciones control (sin Cu) (Fig.
8), que no existen diferencias en el crecimiento entre ambas cepas, lo que indica que la variacion

en la resistencia a cobre no se debe a defectos en el crecimiento de la mutante.

Ademés, cuando la cepa mutante se complementa con el gen ygiF, ésta restaura el fenotipo

silvestre (Fig. 10).
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Al complementar la cepa ygiF::cm con los dominios individuales, estos restauran parcialmente el
fenotipo silvestre. Se observa una mayor restauracién del fenotipo cuando se complementa con el
dominio CHAD, en comparacién con el dominio CYTH. Esta diferencia podria deberse a que,
como se menciono anteriormente, Unicamente el dominio CHAD es el encargado de unirse a los
granulos de PoliP (Tumlirsch y Jendrossek., 2017). No obstante, estos resultados sugieren que

ambos dominios serian necesarios para conferir la resistencia a cobre de E. coli.

Estos resultados iniciales respaldan la idea que YgiF tiene un rol en la resistencia a cobre en E.

coli.

Rol del sitio de union a cobre de YgiF en la resistencia al metal.

Como se menciono anteriormente, la proteina CHAD de S. chartreusis posee dos sitios de union
a cobre (Werten y col., 2019). Ademas, el dominio CHAD es rico en residuos de histidina, los
cuales son aminoacidos importantes en los sitios de union al metal. Para confirmar la participacion
de la proteina YgiF en la resistencia a cobre de E. coli, se analiz6 la secuencia y la estructura

tridimensional de la proteina con el fin de identificar posibles sitios de unién al metal.

El servidor MIB predice cinco sitios de union para el ion cuproso (Cu*?) en la proteina YgiF (Fig.
14), los cuales en su mayoria estan conformados por histidinas. Esto también se observé en los
analisis realizados para las proteinas CHAD disponibles en PDB. (a excepcidon de C. tepidum), la
gran mayoria de los sitios de union a cobre predichos (y conocidos, en el caso de S. chartreusis)

contienen residuos de histidinas (Fig. S6).

De los cinco sitios predichos para YgiF, solo uno estd ubicado en el dominio CHAD, conformado
por las His345 e His349. Para analizar la conservacion de estos residuos, se realizé una busqueda
de homologos remotos mediante un andlisis PSI-BLAST utilizando la proteina YgiF como

referencia. Este analisis identifico aproximadamente 500 proteinas, en su mayoria pertenecientes
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a los géneros Shigella, Salmonella y Citrobacter, con un alto porcentaje de identidad con YgiF
(98-99%). Como era de esperar debido al alto nivel de homologia entre las secuencias, al alinearlas
se observo que todo los residuos que conforman los cinco posibles sitios de union a cobre de YgiF
se conservan casi en su totalidad (>99%). Especificamente, los residuos His345 e His349 se

conservan con un porcentaje de identidad del 99.9 y 99.2%, respectivamente.

Al repetir el andlisis dentro del grupo de bacterias resistentes a cobre que forman parte de
consorcios mineros, como Acidithiobacillus, Sulfobacillus y Thiobacillus, se encontr6 un
porcentaje de identidad con YgiF de 32-40 %. Sin embargo, al alinear estas secuencias, no se
conserva ninguno de los residuos predichos por MIB. No obstante, cuando se incluyeron en la
busqueda el grupo de bacterias tolerantes al cobre Leptospirillum y Acidimicrobium, se observo

que la histidina 349 se conserva con una identidad del 93%.

La informacion obtenida de estos analisis en diferentes microorganismos no es concluyente, ya
gue no presentan un alto porcentaje de identidad, especialmente en bacterias resistentes al cobre.
Por el contrario, el grupo de Enterobacterias presentan porcentajes muy altos. Por lo tanto, no se
puede determinar con certeza si los residuos se conservan, ya que incluso en el dominio CHAD la

secuencia aminoacidica es variable.

Sin embargo, al analizar si los residuos que conforman los sitios de unién a cobre reportados en
S. chartreusis (Fig.11, panel B) se conservan en E. coli, o en alguna de las secuencias de los
cristales de proteinas CHAD depositados en PDB, se observa que, a pesar del bajo porcentaje de
identidad entre las proteinas, la His351 de S. chartreusis se conserva en R. communis 'y C. tepidum
(Fig. 16). Por el contrario, los residuos His260, His269 e His346 no se conservan.
Sorprendentemente, la His345 de E. coli se conserva en A. ferrooxidans, R. communis y C.

tepidum, (Fig. 16).
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A pesar de la variabilidad en la secuencia de las proteinas CHAD analizadas, se observa una
similitud a nivel estructural entre ellas. Conservan un plegamiento compuesto por dos conjuntos
de 4 alfa-hélices con una pseudo simetria doble interna, lo que resulta en la formacién de un poro
central (excepto E. coli que sélo posee un conjunto). Ademas, tanto YgiF como la proteina CHAD

de A. ferrooxidans presentan un dominio CYTH (Fig. 12).

La proteina CHAD de C. tepidum se encuentra depositada en forma de cristal, en combinacion
con PoliP, ubicado perpendicularmente en el orificio central de la proteina (Fig. 12, B). El grupo
de Lorenzo-Orts (Lorenzo-orts y cols., 2019) inform6 que la unién de las proteinas CHAD al PoliP
es a través de este poro central, y a lo largo de dos parches basicos en la parte frontal y posterior

del dominio.

A partir del analisis “multiseq” de las proteinas CHAD de C. tepidum, R. communis, S. chartreusis,
E. coliy A. ferrooxidans (Fig. 13), se deduce que mas alla de los bajos niveles de identidad en sus

secuencias, estas comparten un alto nivel de homologia estructural.

Al analizar el “docking” del sitio de union al ion cuproso del dominio CHAD de YgiF obtenido
en el servidor MIB, utilizando programa VMD (Fig. 17) se observa que, ademas de los residuos
His345 e His349 identificados por MIB, también se identifica una serina (Ser378) que podria

formar parte del sitio.

Los iones metalicos, como el Cu™, tienen la capacidad de formar complejos con residuos de
aminoacidos que poseen grupos donantes de electrones, estableciendo enlaces coordinativos.
Ejemplos de tales aminoéacidos son las histidinas, serinas, cisteinas y metioninas. Si bien, los
aminoacidos con atomos donadores de nitrégeno y azufre, como histidina y cisteina,
respectivamente, serian preferidos sobre aminoacidos con cadenas laterales que contienen

hidroxilo, como la serina, es importante destacar que el grupo hidroxilo (-OH) en la cadena lateral
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de la serina también puede actuar como ligando en la coordinacién de iones metélicos. Esto se
debe a que el oxigeno del grupo hidroxilo comparte caracteristicas quimicas (anfigenos) similares
al azufre presente en los grupos tiol y tiolato de los residuos de cisteina y metionina,
respectivamente. Los electrones de valencia de estos grupos anfigenos interactian activamente

con el Cu*l.,

Se ha propuesto que residuos de serinas ubicados en el entorno de coordinacién con metales
pueden influir de manera indirecta en el reconocimiento de estos Ultimos. Esto debido a que
proporcionan neutralizacion de carga en el entorno cercano, asi como restricciones hidrofdbicas y
estéricas que favorecen el reconocimiento selectivo y unién de iones metalicos monovalentes
sobre los divalentes en la cavidad de union a metales. Un ejemplo es la proteina CueR (Ibéfiez y

cols., 2015).

Los residuos His349 y Ser378 presentan sus cadenas laterales apuntando hacia el ion cuproso, a
una distancia de 3A, mientras que el residuo His345 esta un poco mas alejado (5A) y parece que
su cadena lateral no apunta directamente al sitio (Fig.17). Sin embargo, se considera que el residuo
His345 también forma parte del sitio, ya que contribuye a la formacién de una especie de bolsillo
donde el &tomo podria quedar retenido por estas cadenas. Es importante destacar que este sitio se
ubica en una region muy parecida al sitio de union interno de la proteina CHAD de S. chartreusis
(Fig. 11). Aunque el posible sitio difiere en la presencia de un residuo de serina en lugar de una

histidina, podria ser considerado un sitio de unién candnico para cobre.

Al alinear las estructuras de las proteinas CHAD de E. coli y S. chartreusis, se observa que el sitio
de unidn a ion cuproso predicho para E. coli se encuentra en una region del dominio opuesta al
sitio de cobre reportado de S. chartreusis, como si se tratara de imagenes especulares (Fig. 18). El
sitio predicho para E. coli se encuentra en una zona conservada del dominio y esta ubicado cerca

de lo que seria el pseudo poro central para E. coli.
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Finalmente, en base al cristal de la proteina PptA de S. chartreusis que muestra dos sitios de union
a cobre, la prediccion realizada por el servidor MIB y el posterior analisis del “docking” en VMD,
se decidio mutar los residuos His345 e His349, reemplazandolos por alaninas, lo que resulta en
una pérdida de funcion. Al ensayar estas cepas mutantes a cobre, se observo que estas son mas
sensible al metal que la cepa silvestre, sin embargo, mas resistentes que la cepa AygiF (Fig. 20).
Esto sugiere que, si bien el sitio de cobre tiene un rol en la resistencia, no es el Unico factor
involucrado, y posiblemente haya otro mecanismo que permite a la cepa hacer frente al estrés
causado por el cobre. Estos resultados permiten especular que las proteinas CHAD tienen la
capacidad de unir cobre, pero es probable que no actlen exclusivamente como chaperonas

quelantes de cobre, al menos no en su totalidad.

Como se menciond anteriormente, los microorganismos biolixiviantes acumulan gran cantidad de
PoliP en su citoplasma. Sin embargo, cuando son expuestos al cobre, los granulos se degradan
rapidamente, como es el caso de A. ferrooxidans (Alvarez y cols., 2004) o la arquea S. metallicus
(Remonsellez y cols., 2006). No obstante, esta degradacién se detiene posteriormente y los niveles
de PoliP comienzan a recuperarse. Por lo tanto, se propone que las proteinas CHAD se unen a los
granulos de PoliP en forma especifica (Lorenzo-orts y cols., 2019), posiblemente para protegerlos
de la degradacion por la enzima PPX. No obstante, cuando se produce un estimulo como la
presencia cobre, la proteina CHAD se disociaria del granulo permitiendo su degradacion. En este
trabajo se especula que este mecanismo de disociacion de las proteinas CHAD del granulo de
PoliP est4 relacionado con los sitios de union a cobre. Para probar esta hipotesis, se midieron los

niveles de PoliP en las cepas mutantes sitio-dirigidas (Fig. 21).

Las cepas silvestre y AygiF muestran un comportamiento similar al reportado previamente en otros
microorganismos (Alvarez y cols., 2004). Se observa que, al agregar un estimulo como la

presencia de cobre, los niveles de PoliP disminuyen rapidamente. Sin embargo, en la cepa variante
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ygiF*H345,349A este comportamiento no se reproduce. Sus niveles de PoliP parecieran no
alterarse ante la presencia del cobre. Esto se podria interpretarse de la siguiente manera. Al tener
el posible sitio de union a cobre mutado, la proteina YgiF no se disociaria del granulo de PoliP en
respuesta a la presencia del metal, lo que impediria su disponibilidad. Esto resultaria en una mayor

sensibilidad, como se observa en la figura 20.

Dinamica celular de la proteina YgiF en presencia de cobre.

Finalmente, mediante microscopia de fluorescencia, se pudo observar la dinamica celular de la
proteina YgiF tanto en presencia como ausencia de cobre (Figs. 24 y 25). Se observé que, como
se ha reportado previamente en otras bacterias y arqueas (Tumlirsch y Jendrossek., 2017, Lorenzo-
Orts y cols., 2019), la proteina CHAD de E. coli se une a los granulos de PoliP (Fig. 24). Sin
embargo, y de acuerdo con la hipétesis planteada, cuando la célula es expuesta a cobre, la proteina

se disocia del granulo de PoliP (Fig. 25, 30 minutos).

Después de aproximadamente una hora de exposicion a cobre, se observa gradualmente la
reformacidn del foco PoliP-YgiF, probablemente como un mecanismo para detener la degradacion
del PoliP y permitir formacion de futuros granulos (flechas grises, Fig. 25). A las 24 horas luego
de la exposicion del metal se puede observar claramente que la proteina ocupa una posicién

definida dentro de la célula, co-localizando nuevamente con los granulos de PoliP.

En procariontes, se encuentran cadenas largas de PoliP en granulos que se distribuyen a lo largo o
cerca de la region nucleoide (Keasling., 1997). En la figura S10, se puede observar que la proteina
YgiF no sélo se localiza en los granulos de PoliP, sino que también en los polos celulares,
posiblemente para asegurar la presencia de granulos de PoliP en las futuras células. Esto ha sido
previamente reportado por Tumlirsch (Tumlirsch y Jendrossek., 2017), donde se menciona que la

sobreexpresion de la proteina CHAD en R. eutropha localiz6 la proteina en los polos de las células.
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Se debe tener en cuenta que esta proteina YgiF se esta expresando bajo un inductor de 2 mM de

IPTG.

La idea que la proteina YgiF se localiza en los polos celulares para asegurar la futura division del
granulo, se basa en analisis bioinforméticos (Fig.7). En estos analisis se muestra que dentro del
contexto genético del género Acidithiobacillus se encuentra el gen parA relacionado a la particién
efectiva de plasmidos en E. coli.

En anélisis adicionales que se realizaron en nuestro laboratorio, se identifico sélo un promotor
aguas arriba del gen folD, lo que sugiere fuertemente que los genes folD-ppk-CHAD-parA podrian
formar una unidad transcripcional.

En base a estos hallazgos, nuestro grupo de trabajo propone que el potencial operén folD-ppk-
CHAD-parA podria constituir un sistema de sintesis y metabolismo de los PoliP en bacterias.
Segun esto, los PoliP serian sintetizados inicialmente mediante PPK, protegidos por la proteina
CHAD para mantener su integridad y, considerando la cercania estructural entre los PoliP y el
ADN, promoviendo la migracion de los granulos hacia los polos durante la division celular
mediante la actividad de ParA.

La proteina YgiF de E. coli ha sido reportada como una trifosfatasa inorganica (Martinez y cols.,
2015, Moeder y cols., 2013), funcion que se le atribuye al dominio catalitico CYTH (nombrada
asi por encontrarse en enzimas que acttan sobre sustratos trifosfosforilados). Este dominio es el
sitio que cataliza la hidrolisis de sustratos que contienen trifosfato inorganico (Tunnel
Metalloenzyme Catalytic Domain, TTM) (Kohn y cols., 2012).

La funcion de las proteinas que contienen dominios CYTH aln no esta completamente dilucidada.
Sin embargo, la evidencia sugiere que la mayoria de ellas son fosfohidrolasas (Bettendorff y

Wins., 2013), aunque también se les ha relacionado con adenilil ciclasas (Moya-Beltran y cols.,
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2019). Estas enzimas desempefian diversas funciones, como regulacién de la actividad enzimatica,

metabolismo de nucledtidos, transduccién de sefiales, entre otras.

En bacterias, la primera proteina CYTH caracterizada fue CyaB de A. hydrophila. Se descubrié
que tenia actividad adenilato ciclasa (Sismeiro O y cols., 1998). Basandose en esto, se propuso
originalmente que el dominio enziméatico CYTH desempefaria un papel central en la interfaz entre
el metabolismo de nucleétidos y fosfatos (lyer y Aranvid., 2002), incluso relacionando la
regulacién de la actividad de adenilato ciclasas de las bacterias del género Acidithiobacillus con

la presencia de PoliP (Moya-Beltran y cols., 2019).

Los granulos de PoliP se conforman por decenas y hasta cientos de residuos de fosfato. Cuando la
proteina YgiF se une al granulo de PoliP a través del dominio CHAD, es posible que el dominio
CYTH se una al extremo del PoliP, bloqueando asi su funcién de sefializador celular y al mismo
tiempo bloqueando el acceso de la exopolifosfatasa PPX. Sin embargo, cuando se produce un
estimulo como el cobre, que requiere de la degradacion de este polimero, la proteina YgiF se
disociaria del granulo, liberando asi al dominio CYTH del extremo del PoliP. Esto resultaria en
dos eventos: 1. El dominio CYTH quedaria disponible para recibir residuos de trifosfato y
desencadenar una respuesta de sefializacion celular que se traduciria en la produccion de mas
energia, la cual podria ser utilizada, por ejemplo, por la ATPasa CopA. Esto podria explicar por
qué, incluso cuando el dominio CYTH esté sin el dominio CHAD, la célula es capaz de restaurar
parcialmente el fenotipo silvestre, ya que este dominio estaria siempre disponible como
sefializador celular, lo que resultaria en niveles elevados de energia en la célula. 2. El acceso al
extremo del PoliP quedaria libre, permitiendo la actividad de la exopolifosfatasa (PPX). El P;
liberado desde los granulos se uniria al cobre y dicho complejo Cu-P; seria expulsado del
citoplasma mediante el transportador de fosfato PitA. Este mecanismo se podria considerar como

un mecanismo de defensa inmediato, que se activaria dentro de los primeros minutos de estrés
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celular. Una vez que se induce la expresién de los determinantes candnicos de resistencia al metal
(CopA, sistema CusCFBA, y la multioxidasa CueO), los niveles de cobre en el citoplasma
disminuirian y la proteina YgiF volveria a asociarse a los PoliP, deteniendo asi su degradacion

(Fig. 26).
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Figura 26. Modelo hipotético de la actividad de las proteinas CHAD en la dinamica de los
polifosfatos. Los PoliP serian sintetizados inicialmente mediante la enzima PPK y protegidos por
la proteina CHAD para mantener su integridad. Cuando la proteina CHAD se une al granulo de
PoliP a través del dominio CHAD (CH), es posible que el dominio CYTH (CY) se una al extremo
de éste, blogqueando asi la sefializacion celular y la accion de la exopolifosfatasa PPX. Sin
embargo, cuando se produce un estimulo como la presencia de cobre que requiere la degradacién
del polimero, la proteina CHAD se separa del granulo, liberando el dominio CYTH del extremo
del PoliP. Esto tiene dos efectos: 1. El dominio CYTH se vuelve disponible para la sefializacion
celular. 2. El extremo del PoliP se libera, permitiendo la actividad de la exopolifosfatasa. El fosfato
liberado se uniria al cobre y seria exportado del citoplasma mediante el transportador de fosfato
PitA.
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Esta hipdtesis se basa también en los reportes del grupo de Rapisarda, donde se muestra que la
adicion de cobre a células tolerantes de E. coli induce la degradacion de PoliP a través de la enzima
PPX, el eflujo de fosfato mediante el transportador PitA y la polarizacion de membrana en pocos
minutos después de la exposicion al metal (Grillo-Puertas y cols., 2014). Aunque el trabajo de
Rapisarda no demostrd especificamente el eflujo de cobre o la formacion de complejos
intracelulares Pi-Cu*, la alta liberacion de Pi y la elevada polarizacion de la membrana en las
células indican que los altos niveles de PoliP y su degradacion inducida por el metal conducirian
a la formacion de complejos metal-fosfato y su posterior expulsion. Ademas, el grupo informé
gue, durante la fase exponencial, tanto CopA como el sistema PoliP-Pit podrian actuar
simultaneamente para detoxificar la célula del metal, o uno podria activarse para compensar la

inactividad del otro y mantener una homeostasis celular frente al estrés inducido por el cobre.

70



DISCUSION

Proyecciones sobre el acidéfilo A. ferrooxidans.

Como se menciond anteriormente, se especula que el grupo de genes conservados folD-ppk-
CHAD-parA podria formar una unidad transcripcional en bacterias del género Acidithiobacillli.
Ademas, se ha propuesto una relacién entre una bomba de eflujo de la familia RND conservada
en la vecindad génica de la adenilato ciclasa de este grupo, posiblemente eliminando complejos
de Pi-metal (Moya-Beltran y cols., 2019). Por lo tanto, la organizacién de la vecindad génica de
CHAD sugiere un sistema de sintesis y metabolismo de PoliP en bacterias acidéfilas que relaciona
los niveles de PoliP, ATP (Actividad ciclasa del dominio CYTH) y la division celular para actuar

integralmente.

Esta idea se sustenta con los resultados obtenido en la Fig. 8, donde se muestra que al eliminar el
gen que codifica para YgiF en E. coli, esta se vuelve mas sensible a cobre. Sin embargo, resulta
Ilamativo que al complementar la cepa ygiF::cm con el gen Afe_1874, que codifica para la proteina
CHAD de A. ferrooxidans, ésta presenta un aumento en la resistencia a cobre, incluso mejor que

la cepa silvestre, superando el crecimiento de esta Ultima (Fig. 10).

Esto podria explicarse debido a la estructura de la proteina CHAD de A. ferrooxidans, la cual
consta de dos conjuntos de alfa hélices, formando un poro central, a diferencia de E. coli que sélo
posee un conjunto. Por lo tanto, A. ferrooxidans posiblemente podria unir PoliP de manera més

eficiente que E. coli, la cual no formaria el poro completo.

Seria interesante analizar la participacion de este dominio CHAD con el poro completo de A.
ferrooxidans mediante el analisis de una proteina quimérica que conste del dominio CYTH de E.

coli, pero el dominio CHAD de A. ferrooxidans.

Basandose en los resultados obtenidos en esta tesis, se propone que estos hallazgos se pueden

extrapolar a otros microorganismos, en particular a aquellos que participan en procesos de
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biomineria, como A. ferrooxidans. En este microorganismo es probable que la contribucién de la
proteina CHAD tenga un mayor peso que en E. coli, ya que A. ferrooxidans es un microorganismo
hiperacumulador de PoliP. Esto se podria reflejar en los niveles de PoliP al adicionar cobre.
Aunque en la cepa mutante ygiF::cm de E. coli se observa una disminucion de PoliP, esta no es

significativa (Fig. 21), a diferencia de lo que podria ocurrir en A. ferrooxidans.

Ademas, esta extrapolacion podria aplicarse también a la detoxificacion de otros metales pesados,
como el cadmio, ya que la resistencia a este metal en bacterias ha sido relacionada con los niveles

de PoliP en investigaciones previas (Aiking, H y cols., 1984).
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CONCLUSIONES

La ausencia de la proteina YgiF resultd en una cepa con mayor sensibilidad al cobre en
comparacion con la cepa silvestre. Ademas, cuando se muto el posible sitio de union al ion cuproso
de la proteina, esta cepa también fue mas sensible, lo que sugiere la participacion de YgiF en la
respuesta celular de E. coli frente a la presencia de cobre. Esta es la primera evidencia de la

participacion de las proteinas CHAD en la resistencia a cobre.

Mediante la microscopia de fluorescencia fue posible observar que, aunque la proteina YgiF se
une a los granulos de PoliP, en presencia de cobre se disocia del granulo. Sin embargo, esta
disociacidn dura solamente unas horas, ya que a medida que pasa el tiempo, la proteina vuelve a

asociarse a los granulos.

Basandose en los resultados obtenidos, se propone que las proteinas CHAD son proteinas de union
a los granulos de PoliP, cuyo papel estaria involucrado en el metabolismo de los PoliP,
protegiéndolos y manteniendo su integridad. Sin embargo, frente a estimulos como la presencia
de cobre, la proteina se disocia de los granulos para permitir su degradacién mediante la enzima
PPX. Este seria un mecanismo de defensa inmediato importante para hacer frente al estrés por

cobre.

El desarrollo de un “time lapse”, a traves de la captura de imagenes en células vivas utilizando el
microscopio automatico LIONHEART FX podria esclarecer en un futuro alin mas la dindmica
exacta de las proteinas CHAD en relacion con los granulos de PoliP, permitiendo al mismo tiempo

realizar un seguimiento de un sélo conjunto de células.

La generacién de cepas mutantes multiples en las proteinas que participan en la resistencia a cobre

mediada por los polifosfatos, podrian ayudar a determinar el modo exacto en que las proteinas
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CHAD participan en la resistencia al metal. Una mejor comprensidn de este mecanismo podria ser

relevante para potenciar las adaptaciones microbianas a su entorno.

Los resultados presentados en esta tesis permiten ampliar el conocimiento de los mecanismos de
resistencia al cobre en la bacteria modelo Escherichia coli y pueden abrir nuevas vias de
investigacion para desarrollar estrategias biotecnol6gicas destinadas a disefiar organismos con
capacidades mejoradas en la tolerancia a metales pesados. Es de especial interés analizar si estos
hallazgos pueden extrapolarse a microorganismos tolerantes a cobre, especialmente a aquellos

utilizados en procesos de biolixiviacion.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

Tabla S1. Partidores utilizados y sus usos.

Partidor Secuencia Uso
ygiF H1P1 AAGTTTATTGTTAATCACAGTGCCGTTGAGGCGTTG Generacion cepa mutante
CGTG ACCATCTCAATGTAGGCTGGAGCTGCTTCG ygiF::cm
ygiF H2P1 AGAACGGTTCCTGATTGTTTGCCTCATTACGGAAAT Generacion cepa mutante
GTTC AATTTCGATGATGGGAATTAGCCATGGTCC ygiF::cm
ygiF fwe CCATGGCTCAGGAAATCGAATTAAAG Analisis mutacion gen ygiF
Clonamiento gen ygiF completo
ygiF rve AAGCTTACGTTTTCCGCTGTGC Anadlisis mutacion gen ygiF y
Clonamiento gen ygiF completo
ygiF_ CHfw | CCATGGGTAAAGCCGATGTGGAACAG Clonamiento dominio CHAD
de YgiF
ygiF CHrv | AAGCTTTTAACGTTTTCCGCTGTGCA Clonamiento dominio CHAD
de YgiF
ygiF_CY fw | CCATGGCTCAGGAAATCGAATT Clonamiento dominio CYTH de
YgiF
ygiF CY rv | AAGCTTTTAATTGCCCTGCGCCAGAT Clonamiento dominio CYTH de
YgiF
1874 _fwNc | CCATGGAACAGGAGCTTAAACTG Clonamiento gen afe_1874
completo
1874 rvHd | AAGCTTGTTCCACGGACGGGGG Clonamiento gen afe_1874
completo
ygiF rveHd | CCCAGTAAGCTTTTAACGTTTTCCGCTGTGCA Generacion gen mutante ygiF
ygiF fwNc | TGGCATCCATGGCTCAGGAAATCGAATTAAAG Generacion gen mutante ygiF
ygFH345Arv | GGCATGGCGGGAAAGAGCGATATCTGCAAAGCGTTT | Generacién cepa mutante
GAAGG ygiF*H345A
ygFH345Afd | ACGCTTTGCAGATATCGCTCTTTCCCGCCATGCC Generacion cepa mutante
ygiF*H345A
ygFH349Arv | CTTTTCAGTTCAGCAGCAGCGCGGGAAAGATGGATAT | Generacion cepa mutante
CGGC ygiF*H349A
ygFH349Afd | GCCGATATCCATCTTTCCCGCGCTGCTGCTGAACTGA | Generacion cepa mutante
AAAGC ygiF*H349A
ygF*H349rv | GCTTTTCAGTTCAGCAGCAGCGCGGGAAAGAGC Generacion cepa doble mutante
GATATCTGC ygiF*H345,349A
ygF*H349fd | GCAGATATCGCTCTTTCCCGCGCTGCTGCTGAAC Generacion cepa doble mutante
TGAAAAGC ygiF*H345,349A
rfp fwBH ATGGATCCCACTATGATCACCCCATCTCTGC Generacion gen fusion RFP-
2.0 ygiF
ygiF rvSl ATTGTCGACTTAACGTTTTCCGCTGTGCA Generacion gen fusién RFP-
ygiF
linker_rv CCCGAGGTTGTTGTTATTGTTATTGTTGTTGTTG Generacion fragmento 1 gen

fusion RFP-ygiF
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linker fw

AGCTCGAACAACAACAACAATAACAATAACAACAA

Generacion fragmento 2 gen
fusion RFP-ygiF

El disefio de los partidores se realiz6 utilizando el programa SnapGene version 5.3.1. Las

propiedades termodinamicas de partidores, tales como la formacién de horquillas, interacciones

partidor/partidor y sitios de autoalineamiento,

se analizaron utilizando el programa

“OligoAnalyzer” version 3.1 (www.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/).
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Tabla S2. Detalle del programa PCR utilizado para generar la cepa de E. coli mutante ygiF::Cm,
las cepas complementadas ygiF, CHAD, CYTH y Afe.

Las etapas de la reaccion de PCR corresponden a: 1) Desnaturalizacién, 2) Alineamiento, 3)

Extension.
Etapa N° Ciclos Temperatura Duracién (min)
9]
PCR 1° 1 1 94 2:00
2 35 94 0:15
50 0:15
68 1:30
3 1 68 5:00
PCR 1.2° 1 1 94 5:00
2 35 94 0:20
50 0:20
72 1:30
3 1 72 5:00
PCR 2¢ 1 1 95 2:00
2 35 95 0:20
50 0:20
72 1:30
3 1 72 5:00

2PCR 1: amplificacion del fragmento Wanner que comprende un casete de resistencia a cloranfenicol
flanqueado por homologia al gen ygiF.

b PCR 1.2: confirmacion de la mutacion en el gen ygiF.

¢ PCR 2: amplificacion genes ygiF, dominio CHAD (YgiF), dominio CYTH (YgiF) y Afe.
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Tabla S3. Detalle del programa PCR utilizado para generar el gen mutante ygiF*H345A,
ygiF*H349A e ygiF*H345,349A de E. coli.

Las etapas de la reaccion de PCR corresponden a: 1) Desnaturalizacién, 2) Alineamiento, 3)

Extension.
Etapa N° Ciclos Temperatura Duracién (min)
(C)
PCR 12 1 1 95 2:00
2 35 95 0:20
56 0:20
72 1:30
3 1 72 5:00
PCR 2° 1 1 95 2:00
2 10 95 0:20
62 0:20
72 1:30
3 1 72 5:00
PCR 2.1° 1 1 95 2:00
2 35 95 0:20
57 0:20
72 1:30
3 1 72 5:00

2amplificacion fragmentos 1y 2 de las cepas variantes ygiF*H345A, ygiF*H349A e ygiF*H345,349A
® PCR “overlap”: fusion de los fragmentos 1y 2
¢ PCR “overlap”: amplificacion fragmento mutante final
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Tabla S4. Detalle del programa PCR utilizado para generar la construccién molecular RFP-YgiF
e YgiF-RFP.

Las etapas de la reaccion de PCR corresponden a: 1) Desnaturalizacién, 2) Alineamiento, 3)

Extension.
Etapa N° Ciclos Temperatura Duracién (min)
(C)
PCR 12 1 1 95 2:00
2 35 95 0:20
51 0:20
72 1:30
3 1 72 5:00
PCR 2P 1 1 95 2:00
2 10 95 0:20
60 0:20
72 1:30
3 1 72 5:00
PCR 2.1° 1 1 95 2:00
2 35 95 0:20
57 0:20
72 1:30
3 1 72 5:00

& amplificacion fragmentos 1y 2 gen fusion RFP-ygiF.
b PCR “overlap”: fusion de los fragmentos 1y 2.
¢ PCR “overlap”: amplificacion gen de fusion RFP-ygiF.
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(2804) BciVl BspDI - Clal (46)
(2802) BspHI Aarl - BfuAl - BspMI (48)
(2762) Earl \

(2638) BaeGl - BEmel5801*
(2634) ApalLl \
(2631) BssSal .

(2566) Xmnl .

(2517 .. 2536) Amp-R \ Nspl - Sphl (338)
© AflI (353)
- BmgBl (356)

_BstBI ([388)

_Swal (441)

(2208) Sfel —_
(2189) Fspl ——

pKD3
2842 bp

(2115) NmeAlll —
(2087) Bgll —

(2047) BsrFl —

(1967) Ahdl ~
(1915) Banl

, " pwull (939)
(1825) Eagl - Notl “CAT-R (1026 .. 1047)
(1748) EcoP15I .

BpuloOl (1123)

Mmel (1173)

(1547) Psil

Ndel (1381)

Figura S1. Mapa del vector pkD3
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AmpR promoter

(6078) ApalLl
(6075) BssSal
(6010) XmnI

(5781) Pvul

(s481) BpmI
(5472) Bsal
(5411) AhdI

/

(4971) PluTI
(4969) Sfol
(4968) Narl v/

(4967) Kasl oy
(4897) Mmel 2
(4833) Eagl - NotI 'g 50

(4513) Spel

(4046) Pcil

(3677) BsaAlI - SnaBI

pKD46
6329 bp

(3396) BstXI
(3389) Ncol - StyI

A tL3 terminator

Figura S2. Mapa vector pkD46
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Aarl - BfuAI - BspMI (5)

EcoRV (301)
BssHII (s85)

PfIMI (835)

DrdI (%49)
BspQI - SapI (978)
BstEII (992)
Miul (1050)

a['a
C o
&
7

araBAD promoter

BamHI (1154)
Eco53KkI (1223)
BanlII - SacI (1225)

Shine-Dalgarno sequence
|gam protein’
NsiI (1508)

Csil - SexAI* (1632)
Sall (1726)
BclI* (1742)

XcmI (1939)
BsrGI (1975)

Dralll (2564)
SgrAl (2646)
Alel (2649)

TspMI - Xmal (2854)
Smal (2856)



(4278) PIuTI
(4276) Sfol
(4275) NarI*
(4274) KasI

(4085) EcoRV

(3816) BstEII

(3649) BclI*
(3635) Miul

(3217) PfIMI
(3198) Nsil
(3196) Sphl
(3174) MauBI
(3106) Pfol
(3007) PFIFI - Tth111I
(3001) BsaAlI
(2982) Bstz171

(2868) BspQI - Sapl

(2751) Pcil

(2342) AlwNI

Figura S3. Mapa vector pTrc-His2A
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BfuAI - BspMI (72)

pTrcHis2 A

4406 bp
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trc promoter
gene 10 translational enhancer
RBS

BtgI - Ncol - Styl (411)
BamHI (415)
Eco53kI (423)

Aval - BsoBI - PaeR7I - XhoI (424)
BmeT110I - Sacl (425)
BgIII (428)
PstI (436)
Acc65I (440)
Kpnl (444)
EcoRI (452)
BstBI (456)
HIindIII (459)

Myc
SalI (510)
6xHis
Pmel (540)
rrB T1 terminator
rrmB T2 terminator

Scal (1382)

Tsol (1465)
Pvul (1494)

FspI (1640)
BglI (1745)
AhdI (1863)
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Figura S4. Analisis estadistico de la resistencia a cobre en la cepa silvestre e ygiF::cm de E. coli.
El analisis estadistico corresponde al test ANOVA de doble via, en donde **** indica p < 0,0001,
*¥** p<0,001, ** p<0,01, * p<0,05y ns no significativo.
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Figura S5. Analisis estadistico de la resistencia al cobre de diferentes mutantes de E. coli. El
andlisis estadistico corresponde al test ANOVA de doble via, en donde **** indica p < 0,0001,
*¥** p<0,001, ** p<0,01, * p<0,05 y ns no significativo.
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Chlorobium tepidum Ricinus communis Streptomyces chartreusis

A No. BindingResidues  Template Score No. BindingResidues  Template ~Score Mo:| Bincing Reeldues: | Template; | Score

1 28s, 260 10 1408 1 w6, 5M  en@0 e 1 10, 18R, 18H oLt 1114

n T 0 [ = p————" 1bugAO | 1.158 2 260H, 262L, 269H  1a65A0  1.102
3 320A. 330D 1tho 0 1.009 3 243N, 244D 1tho_0 1.059 3 80T, 81D 1tho_0 1.052
. e 1tho:0 o 4 20A, 21D o0 1012 4 101H, 185R, 189H  1bugA1  1.039
5 444Q . 445D 1tho_0 0888 5 192Q, 193D 1tho_0 0.878 5 101H, 185R, 189H 1hcyA1 1.007
6 246D, 335H, 339C  1m56B0  0.878 - i b miicscadl| i . 2, 200 oy 506
7 248D, 2495 1ukuAD 0828 i A0 A oisiiill Lo u cinualhies e e
3 e ) 8 32, 35C,64R  19y2A0 0862 8 269H , 351H la0zA3 0937
9 4755 , 476E o0 0775 9] 46, 2my el L el e
: = 10 196A, 200H, 242H  1InIA0  0.828 10 347A, 348D itho 0 | 0911

%] S0S..500N o0 | G390 | 104D 1950 o0 | 0827 1 21Q, 2720 tho 0 0872
1 245K , 246D tho 0 0755 = . o [oaw = P P T
12 364P , 365D tho 0 0706 - w130 —— 5| 2000, 200 w0 |00%
8] 206, M0 WD |00 1| son. ,3'20' e ,hcy;“ P 14 38R, 40H, 202H  1a65A1  0.833
_ - prr——r oAl | 075 16 188A, 189H 1a8vB0  0.829

17 55E, 101H, 189H 1a65A1  0.760

B SO SRy S s IR e o ! o i i 18 269H, 271Q, 315H  1n68A1 0755

19 132Q, 136H 1bugA1 0753 19 "teoH | 1865A1 | 0.747

2 331K, 334H, 335H  1opmAO  1.094 i T
20 50H, 51D 1tho 0  0.747 20 22T | mesa2 |07

o el 21 sM 1M Moyt 0743

S T 1 lom 21 260H, 315H, 354E  nG8A1 0720
2 33G, 34N 1a8vB0  0.740

5 249S | 250E 1tho_0 091

6 246D, 335H, 339C 1m5680 0.878

7 403S, 404D 1tho0  0.847

8 245K, 246D 1tho_0 0.826

9 507S, 508N 1tho_0 0.762

10 364P , 365D 1tho 0  0.752

Figura S6. Prediccion de sitios de unién a Cu*! en las proteinas CHAD de: Chlorobium tepidum
(cadena A'y B), Ricinus communis y Streptomyces chartreusis en el servidor MIB.
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== Bw25113
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Figura S7. Analisis estadistico de la resistencia al cobre de las cepas variantes, AygiF y cepa
silvestre de E. coli. El andlisis estadistico corresponde al test ANOVA de doble via, en donde ****
indica p <0,0001, *** p <0,001, ** p < 0,01, * p < 0,05 y ns no significativo.
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DAPI-DNA DAPI-PoliP RFP-YgiF Merge

Figura S8. Réplicas de micrografias de fluorescencia obtenidas desde cultivos de la cepa AphoU
de E. coli. Las micrografias utilizadas para las figuras del manuscrito se indican en rectangulos
rojos. Merge corresponde a la fusion entre los canales DAPI-PoliP y RFP.
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DAPI-DNA DAPI-PoliP ' RFP-YgiF ‘Merge

Figura S9. Réplicas de la evolucion temporal de la localizacion de proteinas de fusién RFP-YgiF
en medio LB. Tiempo 0 minutos (sin cobre). Las micrografias utilizadas para las figuras del

manuscrito se indican en rectangulos rojos. Merge corresponde a la fusién entre los canales DAPI-
PoliP y RFP.
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DAPI-DNA DAPI-PoliP RFP-YgiF Merge

Figura S10. Réplicas de la evolucion temporal de la localizacién de proteinas de fusion RFP-
YgiF en medio LB suplementado con 5 mM de CuSO4. Tiempo 30 minutos post exposicion.
Las micrografias utilizadas para las figuras del manuscrito se indican en rectangulos rojos.
Merge corresponde a la fusién entre los canales DAPI-PoliP y RFP.
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DAPI-DNA DAPI-PoliP RFP-YgiF Merge

Figura S11. Réplicas de la evolucidn temporal de la localizacion de proteinas de fusion RFP-
YgiF en medio LB suplementado con 5 mM de CuSO.. Tiempo 1 hora post exposicién. Las
micrografias utilizadas para las figuras del manuscrito se indican en rectangulos rojos. Merge
corresponde a la fusién entre los canales DAPI-PoliP y RFP.
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DAPI-DNA DAPI-PoliP RFP-YgiF Merge

Figura S12. Réplicas de la evolucidn temporal de la localizacion de proteinas de fusion RFP-
YgiF en medio LB suplementado con 5 mM de CuSO.. Tiempo 24 horas post exposicion. Las
micrografias utilizadas para las figuras del manuscrito se indican en rectangulos rojos. Merge
corresponde a la fusion entre los canales DAPI-PoliP y RFP.
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DAPI-DNA DAPI-PoliP RFP-YgiF Merge

Figura S13. Visualizacion de la localizacion de la proteina YgiF en los polos celulares de la
cepa AphoU de E. coli. Las micrografias se obtuvieron 24 horas post exposicion a 5 mM de
cobre. Note que la proteina de fusion YgiF-RFP se ubica en los polos celulares (flechas). Merge
corresponde a la fusién entre los canales DAPI-PoliP y RFP.
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gcauccagaacggttcctgattgtttgcctcattacgqnantgttcantttcgatgcnttgcccggtcgcaatagcgtgatgcagcccctgccagttctccagccaggcttchcgncgacnggntcatagtaacccgccagcaacngtnttgagtcaat

cgttggtcttgccaaggactaacaaacggngtuatgcctttacaagttaaagctncgcaacgggccagcgttatcgcactacgtcggggacggtcaagnggtcgqtccgaacgcgctgctgtcctlgtatcattqggcggtcgttgtcataactcagtta

425 420 415 410 405
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Figura S14. Secuencia del gen ygiF silvestre de E. coli. En morado se sefialan las histidinas 349

e His345.
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F\ 345_cep_ygiF_rveHd.ab1 (1418 bases)

File Edit View Enzymes Features Primers Actions Tools Window Help

Selected: 238 .. 252 = 15 bases
TTCAGTTCAGCGGCATGGCG6GG6G6 AAAGAGCGATATCTGCAAAGCGTTTGAAGG

AN WV WKW WY WA

. O

230 240

i 349_cep_ygiF_rveHd.ab1 (1378 bases)

s
File Edit View Enzymes Features Primers Actions Tools Window Help
Selected: 243 .. 257 = 15 bases 1378 ¢

AAAACGCTTTTCAGTTCAGCAGCAGCGCGGGAAAGATGGATATCGGCAAAGCGTTTGAAG

220 230 240 250 260 270
,[.r,'; deltadelta_cep_ygiF_rveHd.ab1 (1382 bases) - O
File Edit View Enzymes Features Primers Actions Tools Window Help
1382 |

Selected: 237 .. 252 = 16 bases
AAAACGCTTTTCAGTTCAGCAGCAGCGCGGGAAAGAGCGATGTCTGCAAAGCGTTTGAAG
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Figura S15. Secuencia del gen ygiF mutado de las cepas: A. ygiF*H345A, B. ygiF*H349Ay C.
ygiF*H345,349A de E. coli. El rectangulo azul indica la regién de interés: HRLSH. Note que la
secuencia “ATG” que codifica para una histidina fue reemplazada por “AGC” que codifica para

una alanina.
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